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Introduction

Découvert par hasard au début du XXéme siécle, les antibiotiques ont révolutionné le traitement
des maladies infectieuses suite a leur introduction en therapeutique antibactérienne.
Les premiers anti-infectieux furent les sulfamides et la pénicilline G, ensuite il y a eu toute une

gamme d’antibiotiques (Patrick, 2003).

Au fil des années, le développement de la résistance aux agents antibactériens est devenue une
préoccupation croissante dans le monde. Les bactéries sont capables de s'adapter rapidement & un
nouvel environnement, notamment a la présence d'antibiotiques. Leur matériel génétique évolue
et se diversifie, des germes résistants sont sélectionnés et les traitements deviennent alors
inefficaces. Ces dernieres années, les bactéries pathogénes pour I'nomme sont devenues,
majoritairement, résistantes aux traitements antibiotiques (Schwaber, 2007).

L'émergence de la résistance chez les bactéries & Gram positif et principalement chez
Staphylococcus aureus (S. aureus) et les entérocoques est préoccupante. L'incidence de la
résistance de ces bactéries pathogenes a conduit a une augmentation des taux de morbidité, de

mortalité et des codts des soins (Oliphant et Eroschenko, 2015).

S. aureus est responsable de plusieurs infections cutanées, de pneumopathies, de bactériémies et
de septicémies. Elle fait partie des bactéries résistantes les plus fréeqguemment isolées en
cliniques. Cependant, I'épidémiologie de S. aureus est en train de changer en raison de sa
capacité d'adaptation a des conditions environnementales variables. De nouvelles souches
acquises dans la collectivité, qui difféerent des souches nosocomiales dans leur sensibilité a divers
antibiotiques, sont apparues. S. aureus sont rapidement devenues résistantes a plusieurs
antibiotiques, tels que la méthicilline (SARM: S. aureus résistant a la méthicilline), et plus
récemment a la vancomycine (VRSA: S. aureus résistant a la vancomycine), qui représentait

auparavant le traitement de choix (Becheker et al., 2014).

Outre S. aureus, on note I’émergence d'autres bactéries & Gram positif. En effet, les
entérocoques sont responsables de plusieurs infections nosocomiales. Leur résistance aux
antibiotiques est volontiers attribuée a 1’existence chez ces bactéries de résistances naturelles
multiples aux antibiotiques dont les céphalosporines, les aminosides, la clindamycine, les
fluoroquinolones et a I’activité médiocre des macrolides et de 1’association triméthoprime-
sulfaméthoxazole in vivo. A ces résistances naturelles s’ajoutent des résistances acquises aux
trois principales classes d’antibiotiques utilisés dans le traitement des infections a entérocoque
(Leclercq, 2002).
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Les entérobactéries sont parmi les souches les plus fréquemment isolées chez les patients
hospitalisés. Elles sont souvent responsables d’infections urinaires, pulmonaires, de septicémies
mais également d’autres infections intra-abdominales.

E. coli est également une cause fréquente d’infections urinaires acquises en milieu
communautaire. P. aeruginosa et A. baumannii sont des pathogenes opportunistes, souvent
responsables d’infections pulmonaires et de bactériémies séveres, notamment dans les unités de
soins intensifs. Ces infections nosocomiales sont a 1’origine de mortalité et de morbidité élevées
partout dans le monde, un probleme aggravé lorsque ces bactéries acquierent des génes de

résistance aux antibiotiques (Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014).

Bien que considérable, 1’arsenal de molécules antibactériennes disponible, ne répond pas a tous
les problémes posés. A I’heure actuelle nous faisant face a des problemes majeurs de santé
publique qui ont soulevés de graves préoccupations au niveau international: la multirésistance
des bactéries pathogénes nosocomiales et communautaires et la pénurie d’antibiotiques
(Desnottes, 1999 ; Cattoir et Daurel, 2010). Le besoin permanent du développement de
nouveaux antibiotiques pour le traitement des infections bactériennes séveres est évident. En
effet, dés qu’une nouvelle molécule est utilisée en pratique clinique, la résistance ne tarde pas a
émerger dans les années qui suivent (Cattoir et Daurel, 2010).

A titre d’exemple, les premieres resistances pour la pénicilline, découverte en 1943, ont été
observées en 1946. Les sulfamides découverts en 1930, ont vu I’apparition de la résistance en
1940. Pire encore, la céphalosporine découverte en 1960 a vue ’apparition de la résistance a

cette méme année (Palumbi, 2001).

Face a cette pénurie d’antibiotiques, nous avons un besoin urgent de nouvelles molécules
antibactériennes avec un mécanisme d’action innovant, pouvant garantir sur une durée plus
longue, une activité antibactérienne efficace et ayant un meilleur profil de toxicité (Grare et al.,
2010 ; Suresha et al., 2011).

L'introduction des sulfamides dans les années 1930 a été considérée comme une importante
révolution dans le traitement des maladies infectieuses (Grare et al., 2010). Leur importance a
éte réalisée lorsque le sulfonylamide, un analogue clé du sulfonamide, a été rapporté pour étre le
premier médicament antibactérien (Ponka, 2006 ; Loudon, 2008).

Les sulfonamides et leurs dérivés attirent continuellement I'attention des chimistes médicinaux
vue leur multiples activités biologiques (Ponka, 2006 ; Loudon, 2008), Ils ont été les premiers

agents chimiothérapeutiques efficaces utilises systématiquement pour la prévention et le
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traitement d'un large éventail de maladies bactériennes chez I'nomme et certains animaux (Grare
etal., 2010 ; Ozbek et al., 2012 ; Jain et al., 2013), principalement en raison de leur faible codt,
une faible toxicité et une excellente activité contre les bactéries pathogenes (Papich et Riviere,
2009).

Plus tard, de nombreux dérivés de sulfonylamides ont été synthétisés, caractérisés et testés pour
leur pouvoir antibactérien, anti-tumoral (Anand et Wolff, 1996 ; Melagraki et al., 2006), anti-
inflammatoire, diurétique (Grare et al., 2010), et hypoglycémiant (El-Sayed et al., 2011 ;
Berredjem et al., 2015). Ainsi, grace a leurs multiples activités biologiques, les sulfamides
constituent une classe thérapeutique importante. L'action synergique des sulfamides avec le
trimethoprime a provoqué une énorme utilisation des sulfamides durant cette derniére décennie
(Ozbek et al., 2007).

De nos jours de nombreuses firmes de biotechnologie ainsi que de nombreux scientifiques et
chercheurs s’investissent dans la recherche de nouvelles molécules efficaces et sans danger pour
la santé humaine. En effet, Il apparait chaque année entre 300 a 450 nouvelles molécules (Binet,
2001). Afin de valider ces nouvelles molécules, les chercheurs ont recours a plusieurs tests
d’évaluation recommandés par plusieurs organismes sanitaires (Binet et Rihin, 2001), a savoir,

les tests d’évaluation de ’activité biologique in vitro et in vivo.

L’évaluation de Dl’activité biologique d’une nouvelle molécule d’antibiotiques commence par
I’évaluation de D’activité antibactérienne qui se fait sur des souches cliniques ainsi que des
souches de références. Cette évaluation se fait qualitativement en mesurant les diametres des
zones d’inhibition, et quantitativement en déterminant les CMI et les CMB. Ensuite, plusieurs

autres parametres peuvent étre déterminés tel que les parameétres toxicologiques.

Les médicaments sont un exemple poignant dans I’étude de la toxicologie. Bien que
thérapeutiques et tres bénéfiques a certaines doses, ils ne sont pas sans effets secondaires
délétéres et peuvent étre mortels a des doses plus élevées. La question de la relation dose-
réponse est fondamentale a la toxicologie. De ce fait, les chercheurs ont recours a plusieurs tests

afin de valider ces nouvelles molécules (Timbrell, 2000 ; Hodgson, 2004).

L’évaluation du potentiel cytotoxique et génotoxique de molecules nouvellement synthétisées
constitue l'une des étapes préliminaires tres importantes dans le cadre de 1’évaluation de la
sécurité préclinique et le contréle réglementaire des produits chimiques (Binet, 2001).
La mesure de substances toxiques et la toxicité en général, est un aspect important portant
principalement sur la chimie analytique, les essais biologiques et les mathematiques appliquées
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qui sont congus pour fournir la méthodologie a répondre a certaines questions d'une importance
cruciale. Est-ce qu’une substance est susceptible d'étre toxique? Quel est sa composition
chimique? Comment pouvons-nous mesurer son effet toxique, et quel est le niveau minimum

auquel cet effet toxique peut étre détecté? (Hodgson, 2004).

Les tests de toxicité impliquent l'utilisation de systémes vivants pour estimer 1’activité
biologique ainsi que les effets toxiques. lls couvrent toute la gamme de tests a court terme pour
la génotoxicite tel que le test d’Ames, ainsi que les différentes techniques de cultures cellulaires
tel que le test de létalité sur Artemia salina (A. salina), jusqu’a l'utilisation des animaux pour les

tests de toxicité aigué a toxicité chronique a long terme (Hodgson, 2001).

Le crustacé marin A. salina (crevettes de saumure) est un invertébré qui a été largement utilisé
pour les études de I'écotoxicologie, de la toxicologie générale des produits chimiques (Cleuvers,
2003) ainsi que de composes naturels (Caldwell et al., 2003 ; Latha et al., 2007).

La bioactivité et la cytotoxicité sont déterminées par I’évaluation de la Iétalité des nauplii (larves
d’A. salina) en mesurant la CL50 (la concentration létale qui tue 50% de crustacés). C’est un
test qui a été développé par Michael et al., (1956) et adaptée par Meyer et al., (1982). Il s’agit
d’un essai pratique pour I’évaluation préliminaire de la toxicité vue I’importante sensibilité d’A.
salina a une grande variété de substances chimiques (Latha et al., 2007).

Une fois que les molécules sont évaluées pour leur potentiel cytotoxique, une batterie de tests
biologiques spécifiques et plus sophistiqués pourrait alors étre utilisée dont les tests de

génotoxicité.

Les tests de génotoxicité sont effectués afin de mettre en évidence un éventuel endommagement
de I'ADN qui est considéré comme l'initiateur par lequel une molécule peut causer des effets
héréditaires (des mutations ponctuelles ou des altérations chromosomiques) et le cancer
(Flamand et al., 2001). Ainsi, I'évaluation du potentiel génotoxique de molécules nouvellement
synthétisées constitue l'une des étapes préliminaires trés importantes dans le cadre de
I’évaluation de la securité préclinique et le contrble réglementaire des produits chimiques.

L’évaluation de la génotoxicité se fait principalement par des essais in vitro (Li et al., 2013).

Le test de mutagénicité ou le test d’Ames est un test de mutation bactérienne inverse
specifiqguement congu pour detecter un large éventail de substances chimiques qui peuvent
produire des dommages génétiques qui conduisent a des mutations au niveau des genes. Le test
emploie plusieurs souches de salmonella histidine dépendantes; chaque souche porte des
mutations déférentes dans différents genes de I'opéron de I'histidine. Ces mutations agissent
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comme des points chauds pour les substances mutagenes qui causent des dommages de I'ADN
par des mécanismes différents (Mortelmans et Zeiger, 2000).

Le test d’Ames est le test le plus largement utilisé, il a joué un réle crucial dans la propagation
des tests bactériens (Quillardet et Hofnung, 1985).

Au cours de la derniére décennie un autre test basé sur la capacité d’un mutagéne a induire la
réparation de I'ADN par le systtme SOS a également été utilisé a des fins de dépistage de
composés genotoxiques. Le SOS Chromotest est un dosage colorimétrique quantitatif des

génotoxines décrit par Quillardet et al., (1982).

L’objectif de notre travail est I’évaluation de I’activité antibactérienne, de I’effet cytotoxique et

du potentiel génotoxique de deux séries de sulfamides nouvellement synthétisées.

La premiere partie de notre travail porte sur 1’étude de la résistance aux antibiotiques standards

des souches cliniques isolées (hospitaliéres et communautaires).

La deuxieme partie porte sur I’évaluation de 1’activité antibactérienne des nouvelles molécules
de sulfamide. Ces différents points ont été étudieés :
» Les diamétres des zones d’inhibition.
» La concentration minimale inhibitrice (CMI).
» La concentration minimale bactéricide (CMB).
» La cinétique d’action des molécules.
» La stabilité structurale et fonctionnelle des molécules.
La troisiéme partie porte sur I’évaluation, in vitro, des différents risques toxiques a savoir :
» L’évaluation de I’effet cytotoxique sur Artemia salina.

» L’évaluation de I’effet génotoxique par le test d’Ames et le SOS Chromotest.
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Chapitre 1 :
LES SULFAMIDES
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1. Découverte des sulfamides :

Lorsque le role des bactéries dans les maladies infectieuses a été établi a la fin du XIXéme
siecle, deux approches de traitement on été proposées. La premiere et la plus fréquente, était une
série de tentatives d'attaque des bactéries par des techniques d'immunisation passive ou active
(vaccination), connue sous le nom d’immunothérapie. La deuxiéme approche, totalement
différente, a été la chimiothérapie, un terme qui a été utilisé pour la premiére fois par I’un de ses
plus grands promoteurs, Paul Ehrlich (1854 - 1915).

Toutefois, Ehrlich a eu un succes limité dans sa recherche de la solution miracle, mais son
raisonnement qui consistait a administrer sous forme de médicament un colorant, a permis de
mettre en évidence le fait qu'il pourrait y avoir un lien entre la bactériologie et les colorants
utilisés dans le textile (Leopold et Koss, 2005 ; Loudon, 2008).

Influencé par ces travaux, Gerhard Domagk (1895- 1965), a testé, in vivo, un nouveau colorant
rouge contenant un groupe sulfonamide sur des souris infectées par des streptocoques. Il a injecté
une dose de Streptocoques virulents (Streptococcus pyogenes) a vingt-six souris ; quatorze souris
ont été conservées comme témoins, et douze souris ont été traitées, une heure et demie apres
I’infection par S. pyogenes, avec une dose unique de la nouvelle teinte rouge. Les souris témoins
sont mortes quatre jours apres 1’infection, alors que toutes les souris ayant recu le colorant rouge
ont survécu. Il fut alors prouvé que ce colorant était bio-transformé par les bactéries présentes
dans I’intestin gréle de 1’animal, ce qui libérait un produit de dégradation appelé sulfanilamide
(Figure 1). C’était donc a la présence de ce composé que I’on devait attribuer I’action
antibactérienne. Le colorant rouge a été appelé Prontosil Rubrum (Domagk, 1935), ou
sulfamidochrysoidine, qui était le premier exemple d’un promédicament (Patrick, 2003).
L’observation de son effet secondaire hypoglycémiant a été a 1’origine du développement des

sulfamides antidiabétiques (Sébastien, 2009).

Cette decouverte des sulfamides par le savant allemand Gerhard Domagk en Décembre 1932, lui
a valu un prix Nobel en 1939 (Leopold et Koss, 2005).
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Prantosil

Sulfamide

Sulfanilamide - R4y=Fz=H

Figure 1 : Transformation, in vivo, du prontosil en sulfamide (Patrick, 2003).

2. Structure chimique :

Les sulfamides (appelés aussi sulfonamides), constituent le meilleur exemple de substances
antibactériennes fonctionnant en tant qu’anti-métabolites (Skold O., 2001). Ce sont des dérivés
de l’acide para-aminobenzéne-sulfonique, dans lesquels, sont indispensables a D’activité
antibactérienne la présence d’une fonction amine libre et d’un soufre substituant directement le

benzéne (Figure 2) (Patrick, 2003).
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Figure 2 : Structure chimique du sulfamide (Patrick, 2003).

3. Relation structure-activité :

La synthése d’un nombre élevé d’analogues de type sulfamide a permis de mettre en évidence les
propriétés suivantes :

» Le groupe amino en para est déterminant pour ’activité et il ne peut pas étre substitué,
c’est-a-dire que R1 est un H (hydrogene). La seule exception est lorsque R est un groupe
acyl c’est-a-dire qu’il s’agit d’amides. Les amides sont, comme tels, inactifs mais ils
peuvent étre métabolisés par I’organisme humain de maniére a générer in situ le composé
actif. Ainsi donc les amides peuvent servir de promédicaments des sulfamides.

» Le cycle benzénique avec son groupe fonctionnel sulfonamide est indispensable.

7
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» Le cycle benzénique ne peut étre substitué qu’en position para.
» L’azote du groupe sulfonamide doit étre secondaire.

» R2 est le seul endroit de ces sulfonamides qui puisse étre modifié (Patrick, 2003).

4. Spectre d’activité :

Les sulfamides sont des antibiotiques bactériostatiques synthétiques a spectre large, actifs contre
pratiqguement toutes les bactéries & Gram positif et de nombreuses bactéries a Gram négatif.
Cependant, la plupart de ces derniéres ont développé une résistance aux sulfamides, c’est
pourquoi ces antibiotiques sont réservés a des cas trés spécifiques (infections urinaires, affections
a méningocoques) et pour prévenir les fievres rhumatismales (Yala et al., 2001).

Les sulfamides sont actifs sur :

» Des bactéries a Gram positif telles que : Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumonae, Bacillus anthracis, Clostridium perfrengens ...

» Des bactéries a Gram négatif telles que : les entérobactéries, Haemophilus influenzae,
Pseudomonas, Vibrio cholerae, Legionella, Brucella ...

» Des parasites tels que Toxoplasma gondii, plasmodium, ainsi que certains champignons
(Bryskier, 1999 ; Yala et al., 2001).

» Les bactéries auxotrophes pour 1’acide folique sont résistantes naturellement aux
sulfamides exemples : Entérocoques, Lactobacilles (Bryskier, 1999).

» Certaines souches bactériennes ont développé une résistance au cours des traitements tels
que les Streptocoques a Gram positif ; d’autres bactéries @ Gram négatif ont acquis une
résistance plasmidique telles que Neisseria gonorrhaee et Neisseria meningitidis
(Bryskier, 1999).

5. Mécanisme d’action :

Les sulfonamides, en tant qu’analogues de 1’acide para-amino-benzoique par leur groupe
sulfanilamide, agissent en tant qu’inhibiteurs compétitifs d’une enzyme et empéchent ainsi la
biosynthése de 1’acide folique dans les cellules bactériennes (Figure 3). Ils exercent cet effet en
inhibant la dihydroptéroate-synthétase (DHPS) qui intervient lors de I’assemblage de certains
composants de 1’acide folique. Les conséquences sont néfastes pour le micro-organisme.

Dans les conditions normales, I’acide folique est le précurseur du tétrahydrofolate, une forme
active dont le role est déterminant pour le bon fonctionnement biochimique de la cellule. En

effet, le tetrahydrofolate est un transporteur d’entités monocarbonées qui sont indispensables
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dans de nombreuses biosyntheses dont celles aboutissant aux purines et pyrimidines. Si le
tétrahydrofolate ne peut étre synthétisé, cela signifie que toutes les biosynthéses, quelle qu’elles
soient et qui impliquent I’intervention de ces entités monocarbonées, sont bloquées. C’est ainsi
que la voie de synthése des acides nucléiques est complétement interrompue, ce qui se traduit par
I’arrét de la croissance et de la division des micro-organismes (Figure 4) (Skold, 2003;
Sébastien, 2009).

Les sulfonamides se comportent comme des inhibiteurs en jouant le r6le de faux substrats, en
imitant I’acide para-amino-benzoique (PABA), qui est un des composants normaux de 1’acide
folique. La structure de la molécule de sulfonamide ressemble tellement & celle du PABA que
I’enzyme est dupée et accepte cette substance dans son site actif. Une fois li€, le sulfonamide
empéche le PABA de venir s’y loger. De ce fait, I’acide folique ne peut plus étre synthétisé et
comme cet acide est essentiel a la croissance des cellules, celles-ci voient leurs divisions
bloguées (Skdld, 2003).

W
NH2 S—NHz
]
(o]
sulfanilamide
(8]
Il
NHZ Cc—OH

acide para-aminobenzoique

OH
N ﬁ ?OOH
NZ X\—CH,—N C—N—CH
| H Ho L
. N/ |2

NH, N acide folique CH,

Figure 3 : Comparaison de la structure du sulfamide, de I'acide para-aminobnzoique
et de I’acide folique (Web 1).
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Figure 4 : Mécanisme d’action des sulfamides (Doublet, 2004).

6. Mécanismes de résistance aux sulfamides :

6.1. Résistance naturelle :

Les bactéries auxotrophes pour I’acide folique (Enterococcus feacalis et les Lactobacilles) sont

naturellement résistantes aux sulfamides (Teichmann et al., 2014).

6.2. Résistance acquise :
6.2.1. Résistance plasmidique :
La derniére décennie a connue la propagation horizontale de genes de résistance exprimant des

variantes d’enzymes cibles DHPS, insensibles aux sulfamides. Deux génes, sull et sul2, portes
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par des transposons et des plasmides et exprimant des DHPS hautement résistantes aux
sulfamides, ont été trouvés.

Le gene sull se trouve principalement liée a d'autres génes de résistance portés par des intégrons
de classe 1, tandis que sul2 est géneralement situé sur de petits plasmides appartenant a la famille
IncQ (RSF 1010) (Skdold, 2001 ; Blahna et al., 2006 ; Teichmann et al., 2014).

6.2.2. Résistance chromosomique :

Il existe de nombreux exemples de résistance chromosomique aux sulfamides, avec divers degrés
de complexité, allant des simples changements de bases dans les genes cibles aux échanges par
transformation et recombinaison de géenes entiers ou de parties de génes, formant des structures
de génes en mosaique (Skéld, 1976 ; Skéld, 2001).

A partir de ces mécanismes moléculaires on peut distinguer plusieurs types de résistance :

» Hyper production de PABA :

Les sulfamides sont des inhibiteurs compétitifs vis-a-vis de la DHPS et comme tel, ’effet est
réversible. Ceci est démontré par certains micro-organismes comme les staphylocoques, les
pneumocoques et les gonocoques qui peuvent acquérir une résistance en synthétisant davantage
de PABA. Plus la concentration de PABA est ¢levée dans la cellule, plus grande sera I’efficacité
de cette molécule dans sa compétition avec le sulfamide inhibiteur pour s’ancrer dans le site actif

de ’enzyme (Patrick, 2003).
» Diminution de la perméabilité :

La diminution de I'entrée d'un antibiotique dans I'espace intracellulaire d'une bactérie, constitue
la premiére ligne de défense lorsqu'elle est exposée a un de ces agents toxiques. Cette propriété
peut résulter en une habileté intrinséque qu'a un groupe de bactéries a induire une resistance
(Patrick, 2003).

» Diminution de I’affinité des sulfamides pour la DHPS :

La résistance chromosomique par des mutations dans le géne de la DHPS est un mécanisme tres
important. Il est lié a une mutation spontanée du gene de la DHPS (folP) ce qui provoque la
modification qualitative de cette derniere, qui augmente son affinité a 1’enzyme PABA de 10
fois. Cette résistance a été observée chez E. coli, Staphylococcus sp., Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae et ainsi que d’autres espéces bactériennes et fongiques (Skold, 2003 ;
Alifrangis et al., 2009).
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> Modification de la cible des sulfamides :

La substitution de cible est un des mécanismes de résistance observés avec les sulfamides et le
triméthoprime. I résulte de I’acquisition de plasmides codant pour une DHPS ou une
dihydrofolate réductase (DHPR), ayant un réle physiologique identique a celui des enzymes
codées par le chromosome mais insensibles a 1’agent antibactérien. Ces bactéries produisent
donc des enzymes chromosomiques sensibles et des enzymes plasmidiques résistantes (Skold,
1976).
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1. Origine de la résistance bactérienne aux antibiotiques :

La résistance aux antibactériens par I'intermédiaire de genes ainsi que de différents mécanismes
specifiques, représente le résultat de I'évolution des bactéries qui expriment a la perfection le
principe biologique de Darwin «survie du plus apte». Ce phénomene a été, par conséquent,
présent dans la nature depuis des milliers d'années, bien avant l'introduction des agents
antibactériens commerciaux (Smith, 1967) (Figure 5). En fait, Dancer et al., (1979) ont isolé
des bactéries résistantes, qu’ils ont estimé vieilles de plus de 2000 ans, au niveau des

profondeurs d’un glaciers dans les régions arctiques élevée du Canada.

La résistance bactérienne aux antibiotiques est susceptible d'avoir eu son origine lorsque les
organismes, a l'origine sensibles, réussissent a acquérir une protection de I'attaque
concurrentielle d’autres organismes produisant des antibiotiques. Par conséquent, ces organismes
ont pu aussi obtenir une protection contre leurs propres produits toxiques (Smith, 1967 ; Phillips
et al.,, 2004). Cette supposition a été confirmée par la découverte d’enzymes modifiants
I’aminoglycoside dans des organismes producteurs de ce dernier et qui affichent une forte
homologie aux enzymes modificateurs trouvés chez des bactéries résistantes a la famille des
aminoglycosides (Davies, 1997).

Il est donc impératif de reconnaitre que la réponse a I'évolution bactérienne n'a pas été limitée a
I'acquisition de génes de résistance. Les bactéries ont également développées des moyens pour
stabiliser le phénotype de résistance, anéantissant ainsi les espoirs d'inversion de la résistance en

réduisant simplement 1’usage des antibactériens (Barbosa et Levy, 2000).

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement apres leur introduction dans
le traitement des maladies infectieuses (Tableau 1). Cette résistance est un facteur majeur
compliquant la chimiothérapie antibactérienne, le contr6le des maladies infectieuses et la

dissémination de souches multirésistantes (Mainardi et al., 1996).
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Gene Mutation Acquisition
Transfert d'ADN
Bactérie Survie des souches résistantes/ Emergence

disparition des souches sensibles

Individu Colonisation des acosystames Infection
(digestif, aérien supérieur...)
Population Transmission inter-individuelle

Homme <—=> Homme <= Animaux <=> Animaux

N A

Environnement Végeétaux Diffusion

Figure 5 : Origine et dissémination de la résistance bactérienne aux antibiotiques
(Henriet et Guillemot, 2000).

Tableau 1: Evolution de la résistance bactérienne aux agents antibactériens majeurs
(Palumbi, 2001).

Agents Année de Année d’observation

antibactériens découverte de la résistance
Sulfamides 1930 1940
Penicilline 1943 1946
Streptomycine 1943 1959
Chlorampphénicol 1947 1959
Tetracycline 1948 1953
Erythromycine 1952 1988
Vancomycine 1956 1988
Meéticilline 1960 1961
Ampicilline 1961 1973
Céphalosporine 1960 1960
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Il ya plusieurs raisons pour lesquelles la résistance bactérienne devrait étre d'une grande
préoccupation pour la communauté médicale (Figure 6). Tout d'abord, les bactéries résistantes,
en particulier les staphylocoques, les entérocoques, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas spp.
deviennent une menace croissante dans les établissements de soins, en plus, leur potentiel a
employer des mécanismes de résistance multiples vis-a-vis des différents antibactériens, rendent

le traitement inefficace (Adesiyun, 1992 ; Furuya, 2006).

A cause de cette résistance, il est difficile et plus colteux de traiter les infections communes,
provoquant des retards dans I’efficacité du traitement, ou pire encore, I'échec a fournir le
traitement approprié, qui peut avoir des conséquences graves, en particulier chez les patients
gravement malades (White, 2001).

Cycle de résistance aux antibiotiques

Augmentation de I’utilisation des
antibiotiques

Alternativesde & Augmentation des
traitement limitées g souchesreésistantes

Augmentationdela

mortalité | Thérapie empirique
inefficace

Augmentation desfrais Angmentatiofl dela
des soins morbidité

Plus d’antibiotiques

Augmentation del’hospitalisation

Plus d’antibiotiques

Figure 6 : Cycle de I’apparition de la résistance aux antibiotiques (Web 2).
2. Modes d’action des antibiotiques :

 Definition :
Un antibiotique est une substance antimicrobienne d’origine biologique, c¢’est-a-dire produite par
un microorganisme (champignon microscopique et bactérie), ou de synthese chimique (les
Sulfamides), et qui est capable d’inhiber la multiplication ou de détruire d’autres

microorganismes. Il existe deux catégories d’antibiotiques :
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- Les antibiotiques a effet bactériostatique qui inhibent la croissance bactérienne en ralentissant
puis arrétant la multiplication et qui sont : les B-lactamines, les aminosides, les quinolones, les
polypeptides, les rifamycines et les sulfamides-diaminopyrines.

- Les antibiotiques bactéricides qui lysent les bactéries et qui sont : les cyclines, les macrolides,
les phénicolés, I’acide fusidique et les nitrofuranes (Boulahbal, 2006).

La connaissance de ’effet bactéricide ou bactériostatique d’un antibiotique est essentielle en
antibiothérapie : la prescription d’un antibiotique bactéricide ou bactériostatique sera en fonction
de la gravité¢ de I’infection et de I’état du malade. Elle permet aussi de faire une association

judicieuse d’antibiotiques (Tenover, 2006).

La plupart des agents antibactériens peuvent étre classés en fonction de leur mécanisme d'action
principal (Figure 7) :

1. Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire.

2. Inhibition de la synthése des protéines.

3. Interférence avec la synthése d'acide nucléique.

4. Inhibition d'une voie métabolique.

5. Perturbation de la structure de la membrane phospholipidique bactérienne (Carpenter et
Chambers, 2004 ; Tenover, 2006).
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Figure 7 : Les grandes familles d’antibiotiques ainsi que leurs modes d’action sur les bactéries
a Gram positif et a Gram négatif (Web 3).
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3. Les types de résistances aux antibiotiques :

La résistance bactérienne aux antibiotiques se caractérise par son caractére naturel ou acquis, et
par son mécanisme et son support génétique. En dépit de leur différence, les bactéries possedent
un nombre limité de mécanismes de résistance. Cependant, de nouveaux mecanismes ainsi que
I'adaptation de mécanismes plus « anciens » apparaissent en réponse a l'utilisation de nouvelles

molécules (Mainardi et al., 2005).
3.1. Résistance naturelle ou intrinseque :

La résistance intrinséque ou I’insensibilité aux antibiotiques, peut étre décrite comme un
phénomeéne naturel, caractéristique propre appartenant a l'ensemble des souches d'une espéce
bactérienne et est en fonction de la composition biochimique ou physiologique de cette espece.

Elle fait, donc, partie du patrimoine génétique normal du germe (Yala et al., 2001).

Ce type de résistance peut résulter suite a une mutation des genes de la régulation ou des genes
structurels (évolution verticale), a l'acquisition de genes de résistance étrangers (évolution
horizontale), ou a une combinaison de ces deux mécanismes. Cette mutation pourrait ne pas étre
présente chez I'espece entiere mais seulement chez certaines lignées de bactéries dérivées

provenant d'un seul parent sensible (McManus, 1997 ; Harbottle et al., 2006).

La résistance naturelle a pour support génétique le chromosome bactérien et elle permet de
définir le spectre d’activité des antibiotiques. Plusieurs mécanismes ont ét¢ mis en évidence

(Philippon et Arlet, 2012). A titre d’exemple on cite :

- Les bacilles & Gram négatif (et notamment les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa) qui
sont naturellement résistants, le plus souvent a bas niveau, aux antibiotiques hydrophobes et/ou
de masse moléculaire élevée (pénicilline G, pénicilline M, macrolides, rifampicine, acide
fusidique, novobiocine, vancomycine) car ces antibiotiques ne peuvent pas traverser la
membrane externe de la paroi.

- Les systemes d'efflux constitutifs ont été identifiés chez de nombreuses bactéries a Gram
négatif. Ces mécanismes d'efflux actifs ont été décrits a l'origine chez Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa. lls s'exercent vis-a-vis de nombreux antibiotiques dont la cible
d'action est intracellulaire (quinolones, chloramphénicol, macrolides, tétracyclines...) et ils sont

qualifiés de pompes d'efflux multi-drogues.
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- Les PLP (protéines liant les pénicillines) des entérocoques qui ont une faible affinité pour les
pénicillines M et les céphalosporines et les PLP des entérobactéries ayant une faible affinité pour
la céfsulodine.

- Certaines especes (Pseudomonas aeruginosa, ...) produisant naturellement des B-lactamases
(Philippon et Arlet, 2012).

3.2. Résistance acquise :

Malgré I'abondance des phénotypes de résistances observés chez les bactéries, il y a
un nombre limité de mécanismes par lesquels ces caracteres de résistance sont acquis. Les
genes codant pour des déterminants de bactéries résistantes aux antibiotiques peuvent étre situés
sur le chromosome, hérité par les cellules filles, et peuvent étre transmises horizontalement sur
les ADN mobiles tels que les plasmides et les transposons (Bass et al., 1999) ; autrement dit,
c’est I’acquisition de nouveaux geénes capables de rendre la bactérie insensible a un antibiotique
ou a un groupe d’antibiotiques (Yala et al., 2001).

Ce phénomene a atteint une telle ampleur que la seule identification bactérienne ne permet plus

de prédire le comportement d’une souche isolée vis-a-vis des antibiotiques (Yala et al., 2001).
3.2.1. Mécanismes génétiques de la résistance acquise :

Le potentiel génétique d’une bactérie est constitué d’une part d’un génophore obligatoire, le
chromosome, et d’autre part d’un ou de plusieurs génophores facultatifs et extra-
chromosomiques, les plasmides. Des géenes sont également portés par des €léments génétiques
transposables et par des intégrons. Une bactérie peut ainsi acquérir une résistance aux
antibiotiques par deux grands mécanismes génétiques. L’un a pour support le chromosome et
définit une résistance chromosomique, l'autre a pour support les plasmides ou les éléments
transposables ou les intégrons et ils définissent une résistance extra-chromosomique (Hardy,
2002).

a. Résistance chromosomique :
La résistance chromosomique résulte d’une mutation présentant tous les caracteres
suivants (Hugues et Anderson, 2001):
*Rarete :
La mutation est un phénomene rare qui n'affecte qu'une faible fraction de I'ensemble des cellules

bactériennes au sein d'une large population.

18



Synthese bibliographique

*Hasard :
L’antibiotique ne provoque pas la mutation qui se produit au hasard. Il se contente de révéler et
de sélectionner les bactéries mutantes.

*Specificite :
La mutation n'affecte habituellement qu'un seul caractere en respectant les autres. Dans certains
cas, lorsqu’elle résulte de la modification d'une séquence de génes fonctionnant ensemble (un
opéron), elle peut affecter plusieurs caractéres (mutation, pléiotropie).

*Indépendance :
La mutation d'un caractere donné ne modifie pas la probabilité de mutation d'un autre caractere.
Il'y a indépendance des mutations.

*Transmissibilité :
le caractére acquis est alors transmissible a la descendance, donc héréditaire. Elle est permanente

(sauf mutation reverse).
b. Résistance extra-chromosomique : Plasmidique :

Les plasmides sont des segments d'’ADN bicaténaires, circulaires et cytoplasmiques extra-
chromosomiques, de petite taille, qui se répliquent de facon indépendante du chromosome et
peuvent étre échangés entre les différentes bactéries. La transmission d’un chromosome d'une
cellule bactérienne a une autre peut s'effectuer par transformation, par conjugaison ou par
transduction (Figure 8). Les plasmides ne sont pas essentiels pour la survie, mais portent
généralement des génes qui conferent a la bactérie héte un avantage sélectif, par exemple la
virulence, I'adhésion et les déterminants des bactéries résistantes aux antibiotiques (Frost et al.,
2005 ; Harbottle et al., 2006).

c. Résistance extra-chromosomique : éléments génétiques transposables et intégrons

*  Les eléments génétiques transposables :

Les transposons sont des séquences de genes qui peuvent se déplacer d'un endroit a un autre au
sein de I'ADN de la cellule bactérienne (chromosomique et plasmide). Les transposons sont
responsables d’une proportion ¢levée des mutations et des réarrangements chromosomiques
(Biémont, 2008).

Les transposons furent mis en évidence grace aux déterminants de résistance aux antibiotiques

qu’ils véhiculent entre plasmides et chromosomes.
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Un grand nombre de déterminants de résistance dans de nombreuses et différentes especes
bactériennes sont transmis par des transposons composites (Figure 9) (Salyers et Amabile-
Cuevas, 1997 ; McDermott et al., 2003 ).

* Les intégrons :

Les intégrons sont des systemes de recombinaison spécifique de site permettant de réorganiser
des genes sous forme de cassettes mobilisables par I'action d'une intégrase (Hall et al., 1999).
Depuis leur découverte dans les années 1980, ils se sont avéres les vecteurs d'expression naturels
les plus complexes concernant la réorganisation des genes de résistance aux antibiotiques (Figure
8). Les intégrons peuvent jouer un réle dans I'évolution des bactéries en acquérant et exprimant
rapidement de nouveaux genes provenant d'autres bactéries (Stokes et al., 1989 ; Hallet et al.,
1997).

Transformation Conjugaison
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} conjugative plasmid

Figure 8 : Mécanismes de la transformation, conjugaison
et transduction (Park Talaro, 2008).
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Figure 9 : Résistance extra-chromosomique par éléments génétiques transposables

et intégrons (McDermott, 2003).

3.2.2. Mécanismes biochimiques de la résistance acquise :

Les mécanismes biochimiques de la résistance acquise peuvent étre regroupés en trois grands

types:
a. Diminution de la perméabilité et efflux actif :

» Diminution de la permeéabilité :

Une diminution de la perméabilité résulte souvent d’une mutation affectant la structure des

porines ou diminuant la synthése des porines (Bonnet, 2004).

> Efflux actif :

Des mutations dans les régions régulatrices des opérons des systemes d'efflux multi-drogues

peuvent conduire a une surexpression des systemes d'efflux constitutifs, associée ou non a une

perte des porines, et conférer une multirésistance aux antibiotiques (Bissonnette et al., 1991 ;

Poole, 2000).
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b. Modification de la cible des antibiotiques :

Elle résulte d’une seule mutation sur le site de fixation de ’antibiotique, ce qui conduit a la
diminution de I’affinit¢ du B-lactame vis-a-vis des PLP. Une augmentation ou I’induction de
nouvelles PLP de faible affinité pour I’antibiotique conduit a la résistance (Fauchere et Avril,
2002).

c. Synthése d’enzymes inactivant les antibiotiques

Certaines bactéeries ont la capacité de produire des enzymes en modifiant ou en clivant la
molécule d’antibiotique, entrainant I’inactivation. Ce mécanisme est actuellement connu pour les
B-lactamines, les Aminosides, le Chloramphénicol, les Streptogramines. Il est tres largement
répandu parmi les souches isolées en clinique (Cavallo et al., 2004).
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Les infections bactériennes sont responsables de maladies allant de I'angine bénigne aux
épidémies de choléra et de peste. Les bactéries sont des micro-organismes remarquablement
adaptables, a l'origine de maladies graves ou de simple colonisation de la peau. Elles sont
capables de survivre et de se multiplier dans I'environnement ; certaines forment des spores qui
survivent pendant des décennies. Un grand nombre parasite les animaux, et n'infecte I'nomme
que par hasard. D'autres ne peuvent survivre qu'au contact intime de leur hote humain.

Alors que la plupart des bactéries se répliquent en quelques heures ou jours, d'autres ont une
croissance beaucoup plus lente, entrainant des infections chroniques difficiles a traiter. En plus
d'une grande diversité d'habitat, les bactéries ont un important potentiel d'adaptation génétique.
Elles contiennent souvent de I'ADN plasmidique, capable de transférer du matériel génétique au
sein de I'espéce ou vers des especes différentes. Cette adaptabilité génétique peut accroitre, a la

fois, leur pouvoir pathogeéne et leur résistance aux antibiotiques (Hart et Shears, 1997).

1. Les bactéries a Gram positif :

1.1. Staphylococcus aureus :

a. Habitat :

Les Staphylocoques ont été découverts dans un pus par Pasteur en 1880. Ce sont des cocci a
Gram positif, isolés ou groupés en diplocoques ou en amas, ayant la forme de grappe de raisin,
immobiles, non sporulés mais parfois encapsulés (Nauciel et Vildé, 2005).

Il s’agit de germes tres répandus dans la nature (air, eau, sol). Les staphylocoques font partie de
la flore normale de nombreux individus qui sont des porteurs « asymptomatiques ». Cependant,
ces souches peuvent étre a 1’origine d’auto-infections ou contaminer d’autres individus. Ils
peuvent étre trouvé a 1’état saprophyte chez ’homme et 1’animal au niveau des mugueuses
particulierement dans les fosses nasales antérieures (S. aureus : 30-40%). La transmission est
surtout interhumaine directe (contact) ou indirecte par I’intermédiaire des aliments ou du milieu

extérieur (Park Talaro, 2008).

b. Pouvoir pathogéne :

Les infections a S. aureus sont tres fréquentes et apparaissent sous des aspects cliniques trés
variés. S. aureus peut étre a I’ origine d’infections cutanées superficielles ou profondes.
L’infection superficielle se traduit par un impétigo, un onyxis ou une folliculite.

L’infection profonde est représentée par des abcés intra-folliculaires de toute la gaine du poil
appelés furoncles. Ces récidives sont parfois liées a des facteurs déclenchant: diabéte,
surmenage, etc ... (Elazhari et al., 2009).
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Il existe plusieurs formes d’infections a Staphylocoque a savoir les staphylococcies
pleuropulmonaires chez le nourrisson, les staphylococcies urogénitales, les staphylococcies
neuroméningées, I'endocardite staphylococcique, les infections ORL a savoir les Sinusites, les
otites, les abceés et amygdales (Wilson M., 2008).

Les septicémies & S. aureus, ou encore les staphylococcémies sont causées et entretenues par un
foyer infectieux primaire compliqué de thrombophlébite ; ce sont des infections fréquentes, d'une
gravité préoccupante (Elazhari et al., 2009).

Les toxi-infections alimentaires sont dues a l'ingestion d'entérotoxines (A et E), préformées dans
l'aliment ce qui entraine des troubles d'apparition précoce (moins de 3 heures) avec
vomissements, diarrhée, déshydratation et absence de fiévre. L'évolution est bénigne, sauf en cas

de pertes hydro-électrolytiques importantes (sujets agés, nourrissons) (Wilson M., 2008).

1.2. Enterococcus feacalis :

a. Habitat :

Les entérocoques font partie de la flore intestinale commensale du tractus gastro-intestinal de
I'hnomme et des animaux. lls ont été longtemps reconnus comme pathogénes humains importants.
Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium sont les espéces les plus répandues en culture de
I'nomme, ce qui représente plus de 90% des isolats cliniques.

Depuis le début de I'ere des antibiotiques, ils ont posé des defis thérapeutiques majeurs, d’ou la
nécessité d’une combinaison synergique des antibiotiques pour traiter avec succes I'endocardite

infectieuse a entérocoques (de Perio et al., 2006 ; Klibi et al., 2007).

b. Pouvoir pathogéne :

Les Infections a entérocoques peuvent étre parmi les problémes les plus difficiles rencontrés
dans la pratique clinique des maladies infectieuses. Enterococcus est le troisieme pathogéne le
plus couramment rencontré entrainant une endocardite infectieuse de la valve, aprés les
streptococcus et Staphylococcus aureus (Wax et al., 2008 ; Strickertsson et al., 2013).
Enterococcus faecalis peut causer des infections post-chirurgicales de la paroi abdominale, la
méningite, les infections des voies urinaires, bactériémie, et I'endocardite (inflammation de la
paroi interne du cceur) (Frainmow et al., 1994). Il a été, de plus en plus, isolé dans un grand
nombre de cas de Iésions cancéreuses orales et dans les cancers du cdlon humain (Strickertsson
et al., 2013).
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2. Les bactéries a Gram négatif (Enterobacteriaceae) :

La famille des Enterobacteriaceae est constituée de genres bactériens qui sont rassemblés en
raison de leurs caractéres bactériologiques communs (Avril et al., 2000 ; Freney, 2006).

- Ce sont des bacilles a Gram négatif dont les dimensions varient de 1 a 6 pum de longet 0,3a 1
pum de large.

- Mobiles par une ciliature péritriche ou immobiles.

- Se développant en aéro-anaérobiose et sur gélose nutritive ordinaire.

- Acidifiant le glucose par voie fermentative (a la différence des Pseudomonas) avec souvent
production de gaz.

- Ne possédant pas d'oxydase (a la différence des Vibrio et Pasteurella).

- Réduisant les nitrates en nitrites.

- Les Enterobacteriaceae ont un GC % compris entre 38 et 60 mol %.

Les bactéries appartenant a la famille des Enterobacteriaceae sont celles qui sont le plus souvent
rencontrées en clinique. Elles forment un vaste groupe de bacilles a Gram négatif, aérobies-
anaérobies facultatifs, non sporulés qui sont tres largement distribués dans la nature et peuvent
faire partie de la flore normale du tube digestif de I'hnomme et des animaux. Dans ce groupe de
bactéries entériques figurent des bactéries pathogenes strictes comme Salmonella et Shigella,
d'autres considérées comme opportunistes ou pathogénes occasionnels comme Proteus et
Klebsiella et enfin des bactéries essentiellement saprophytes du tube digestif et qui dans
certaines circonstances peuvent étre responsables d'infections comme Escherichia. Plus de 30
genres et plus de 130 espéces d'Enterobacteriaceae ont été décrits. Leur identification est basée
surtout sur des tests culturaux, des caracteres biochimiques et antigéniques (Avril et al., 2000 ;
Nauciel et Vildé, 2005).

2.1. Escherichia coli :

a. Habiat :

Isolée pour la premiére fois par Escherich en 1885, Escherichia coli est I’espéce bactérienne qui
a été la plus étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de génétique.
Cette bactérie est connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif et pathogene
pour I’appareil urinaire (Avril et al., 2000 ; Nauciel et Vildé, 2005).

Elle fait partie de la flore microbienne de la partie terminale du tube digestif de I'nomme et des
animaux a sang chaud (Freney et al., 2006). Dans I’intestin, E. coli est I’espéce aérobie
guantitativement la plus importante, présente a raison de 10’ a 10° corps bactériens par gramme
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de selles. La contamination se fait par voie oro-fécale. La transmission se fait souvent via la
viande contaminée et mangée crue ou pas assez cuite. La consommation de fruits et légumes
lavés avec de I'eau contaminée, de lait cru, ou une baignade dans une eau souillée par exemple,

peuvent aussi étre a l'origine de ces infections (Savageau, 1983).

b. Pouvoir pathogeéne :

E. coli est un agent pathogéne polyvalent et dévastateur impliqué dans une large gamme de
pathologies intestinales et extra-intestinales.

Les infections intestinales sont causées par plusieurs pathovars :

- E.coli entérovirulente et E. coli entéro-pathogéne se manifestent par une diarrhée.

- E. coli entéro-toxinogene qui est responsable de diarrhées tres liquides.

- E. coli entéro-invasif qui est isolée de syndromes dysentériques tant chez 1’adulte que chez
I’enfant.

- E. coli entéro-hémorragique responsable d’épidémies de diarrhées aqueuses puis hémorragique
(colite hémorragique).

- E. coli entéro-agrégatif qui peut étre responsable de diarrhée persistante.

La majorité des infections urinaires de la femme jeune observées en pratique médicale est due a
E. coli. Les souches provenant de la flore fécale contaminent les urines par voie ascendante.
C'est la classique « colibacillose ». On trouve également les méningites néo-natales dont un tiers
d'entre elles est due a E. coli. Cette bactérie est responsable de septicémie et de plusieurs

infections génitales (Kosek et al., 2003 ; Russo et Johnson, 2003).

2.2. Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca :

a. Habitat :

K. pneumoniae et K. oxytoca sont les especes les plus souvent rencontrées dans la nature et chez
I'hnomme. Elles sont fréquemment isolées des eaux, du sol et des végetaux. Elles sont présentes
dans la flore fécale de I'nomme et sont souvent commensales de la peau, des muqueuses et des
voies respiratoires.. lls peuvent également coloniser les plaies et I'urine.

Les malades s'infectent soit avec leurs propres souches, soit avec des souches responsables de
petites épidémies hospitalieres. Elles sont alors manuportées de malade a malade (Avril et al.,
2000).

b. Pouvoir pathogéne :
K. pneumoniae est de loin la plus rencontrée ainsi que K. oxytoca. Elles sont isolées

principalement de broncho-pneumopathies aigués ou subaigués ou elles provoquent des
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changements destructeurs a savoir la nécrose, I’inflammation, 1’hémorragie, les expéctorations
mucoides épaisses, elles sont responsables des infections urinaires, hépato-biliaires et de pus
divers. En raison du terrain débilité sur lequel elles se développent, les septicémies a Klebsiella
ont un pronostic tres sévere (Mandell et al., 2009 ; Nordmann et al., 2009).

En milieu hospitalier ou elles sont trés souvent rencontrées, elles sont considérées comme des
bactéries «pathogénes opportunistes» et présentent souvent une multirésistance aux antibiotiques
(Nordmann et al., 2009)

2.3. Enterobacter cloacae et Enterobacter aerogenes :

a. Habiat :

Les Enterobacter font partie de la flore normale du tractus gastro-intestinal de I'homme et des
animaux. lls sont largement présents dans I'environnement : on les trouve dans les eaux, sur le
sol, sur la peau et les muqueuses.

Les Enterobacter sont des bactéries opportunistes capables de causer des infections chez les
patients hospitalisés ou affaiblis (Keller et al., 1998 ; Avril et al., 2000 ).

b. Pouvoir pathogéne :

Les infections a Enterobacter peuvent inclure les bactériémies, les infections des voies
respiratoires inférieures, les infections cutanées et des tissus mous, les infections des voies
urinaires, l'endocardite, l'arthrite septique, l'ostéomyélite, les infections du systéme nerveux
central, et des infections ophtalmiques. Les Infections a Enterobacter peuvent nécessiter une
hospitalisation prolongée avec multiples études d'imagerie et de tests de laboratoire, diverses
interventions chirurgicales et non chirurgicales, et 1’utilisation d’agents antimicrobiens puissants
et codteux (Rossi et al., 2006 ; Lockhart et al., 2007).

2.4. Proteus mirabilis et Proteus vulgaris :

a. Habitat :

Le genre Proteus fait partie des bactéries de la flore intestinale humaine normale, avec E. coli et
les Klebsiella. Proteus est également rencontré partout dans I’environnement : sur le sol, dans les
eaux de surface, dans les eaux d’égout, en milieu hospitalier, ou il colonise a la fois la peau et la
muqueuse buccale des patients et du personnel hospitalier. L'infection se produit principalement
a partir de ces réservoirs. Cependant, les especes Proteus ne sont pas la cause la plus fréquente

des infections nosocomiales (Nauciel et Vildé, 2005 ; Frenod, 2006).

27



Synthese bibliographique

b. Pouvoir pathogeéne :

Proteus mirabilis est responsable de 90% des infections acquise dans la communauté.

Ces bactéries sont avant tout responsables d'infections urinaires. P. mirabilis est de loin I'espece
la plus fréquente. Une anomalie de l'appareil urinaire ou un diabete sont des circonstances
favorisant la survenue de ces infections qui peuvent étre a l'origine de septicémies.

Ces bactéries sont aussi isolées de produits pathologiques variés : sécrétions trachéo-
bronchiques, bralures, pus divers. Des méningites a Proteus ont été décrites chez le nourrisson.
Le pouvoir entéropathogene des Proteus est trés discutable. Ces especes sont souvent présentes
en grande quantité dans les selles lors des diarrhées par dysmicrobisme intestinal (Avril et al.,
2000 ; Frenod, 2006).

2.5. Serratia marcescens, Serratia fonticola et Serratia odoridefa :

a. Habitat :

Les Serratia sont des bactéries de I'environnement, trouvées sur le sol et sur les plantes. S.
marcescens est une espéce ubiquitaire qui est la seule a jouer un réle important comme
pathogéne opportuniste. Les souches pigmentées sont répandues dans la nature, mais rarement
isolées en milieu hospitalier ; les souches non pigmentées sont fréqguemment isolées en milieu
hospitalier. Elles sont beaucoup plus résistantes aux antibiotiques.

Les Serratia sont les Entérobactéries les plus résistantes aux agents physiques et chimiques
(Araj etal., 1994 ; Avril et al., 2000).

b. Pouvoir pathogéne :

Les Serratia sont peu pathogenes pour les sujets sains. Aujourd'hui, elles sont responsables
d'infections hospitalieres parfois épidémiques, particulierement S. marcescens.

S. marcescens est I'espéece la plus couramment isolé dans les infections humaines. Elle est
reconnue comme étant un important agent pathogéne humain. S. marcescens a été récupére a
partir d'une grande variété de spécimens cliniques. Elle cause des maladies du systéme nerveux
central telles que la méningite, les infections des voies urinaires, la pneumonie et d'autres
maladies respiratoires, les septicemies (S. marcescens se classe parmi les 10 genres les plus
fréeqguemment isolés), I'endocardite, et de nombreux types de plaies (Mahlen, 2011).

La localisation de l'infection dépend de la nature de l'activité du service hospitalier et de
I’appareillage utilisé. S. fonticola a été isolée a partir d’'un abcés purulent cutané, elle cause
également des sépticémie, des diarrhées et d’autres prélévements. S. odorifera est souvent isolée

lors des infections urinaires ou septicémies (Mahlen, 2011).
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En dehors des infections acquises a I'népital, des infections graves & Serratia (endocardites,
ostéomyeélites) ont été observées chez les héroinomanes (Avril et al., 2000).

2.6. Salmonella sp. :

a. Habitat :

Le genre Salmonella englobe un vaste éventail de bactéries qui causent un large spectre de
maladies chez 1’hote. Elles sont transmises par la voie fécale-orale, donc par les aliments et I'eau
souillés, par des selles de malades ou de convalescents (porteurs sains), ou la ou les conditions
sanitaires sont insuffisantes (les eaux d'égout en particulier) et I'accés a l'eau potable est limité.
Des Salmonella sont aussi fréquemment retrouvées dans les farines de poisson ou poudres d'os
utilisées pour l'alimentation des animaux. Elles sont avant tout des parasites du tube digestif de
I'hnomme et des animaux. Les sérotypes qui, contrairement aux précédents n'ont pas de spécificité

d'héte, sont dits ubiquitaires (Parry, 2006).

b. Pouvoir pathogéne :

L'homme est le seul hote naturel et le réservoir d'infection a S. enterica sérotype Typhi . La dose
infectieuse chez des porteurs varie entre 103-10° organismes. S. enterica sérovar Typhi doit
survivre a la barriére d'acide gastrique, en route vers les intestins (House et al., 2001 ;Bhan et
al., 2002).

Les salmonelles sont capables de survivre et de se multiplier dans les cellules phagocytaires
mononucléées des follicules lymphoides. La bactériémie due a la fievre typhoide persiste
pendant plusieurs semaines si le traitement antibiotique n'est pas administré. Dans cette phase, le
micro-organisme diffuse largement au niveau du foie, la rate, la moelle osseuse, la vésicule
biliaire et les plaques de Peyer de la borne de I’iléon (Everest et al., 2001).

- Les toxi-infections alimentaires a Salmonella se manifestent par des diarrhées, de la fievre, et
des vomissements. L'évolution de ces gastro-entérites est en régle générale spontanément
favorable en quelques jours.

- Les entérites a Salmonella s'observent principalement chez le jeune enfant. Des épidémies
peuvent survenir dans des collectivités de nourrissons.

- La typhoide est une forme septicémique qui se manifeste par une infection aigué géneralisée du
systeme réticuloendothélial, du tissu lymphoide intestinal et de la vésicule biliaire due
a Salmonella Typhi. Cette maladie transmissible est strictement humaine et les porteurs sains
jouent le role de réservoir de cette bactérie. Les formes séveres sont caractérisées par une fiévre

élevée, des douleurs abdominales, malaises et maux de téte.
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- Les fiévres paratyphoides sont également des fievres entériques comme la typhoide et sont dues
a Salmonella paratyphi A, B et C. Les fievres paratyphoides représentent environ 10 % des
fievres contre 90 % pour la typhoide due a Salmonella Typhi (Freney et al., 2006).

Il existe également des formes de salmonelloses extra-digestives qui sont plus rares : infections
urinaires, cholécystites, méningites, ostéomyélites, spondylodiscites, infections pulmonaires. Ces

formes surviennent plus volontiers chez des malades immunodéprimés (Parry, 2006).

2.7. Citrobacter freundii :

a. Habitat :

Les Citrobacter sont des bactéries commensales du tube digestif de I'nomme et des animaux a
sang chaud. lls sont trouvés dans l'environnement et dans les eaux. lls peuvent étre isolés
occasionnellement d'urines ou de suppurations diverses (Avril et al., 2000 ; Freney et al.,
2006).

b. Pouvoir pathogéne :

Comme un pathogéne opportuniste, Citrobacter freundii est souvent la cause des infections
opportunistes importantes, ce qui signifie qu'il ne cause généralement pas de maladie chez les
hotes humains sains. Il n’affecte que les patients avec un systéme immunitaire faible. Par
conséquent, I’infection par I’espere Citrobacter chez les patients ayant un systeme immunitaire
affaibli, provoque une grande variété d'infections nosocomiales des voies respiratoires, des voies
urinaires, et du sang (Whalen et al., 2007).

Des maladies hépatiques, biliaires et pancréatiques sont aussi des maladies communes causées
par Citrobacter freundii. Les voies biliaires sont le site le plus fréquemment infecté par ce
dernier (Marco et al., 1985).

Une maladie mortelle a été associée a C. freundii il s’agit de la méningite néonatale qui est une
inflammation des méninges (le systeme de membranes qui entourent le SNC) en raison de
I'invasion bactérienne causant des taux de mortalité allant de 25 a 50%. En outre, des problémes

neurologiques graves persistent dans 75% des survivants (Julie et al., 1985).

2.8. Pseudomonas aeruginosa :

a. Habitat :

C’est une bactérie ubiquiste qui vit normalement a 1’état saprophyte dans I’eau et le sol humide
ou sur les végetaux. Elle résiste mal a la dessiccation. Cette bactérie peut vivre en commensale

dans le tube digestif de ’homme et de divers animaux. Le bacille pyocyanique peut survivre et
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se multiplier dans une infinie variété de liquides et de milieux, de supports et de matériels,
surtout s’ils sont humides. Considéré comme une bactérie pathogene opportuniste c’est le germe-

type des infections hospitaliéres ou nosocomiales (Nauciel et Vildé, 2005).

b. Pouvoir pathogeéne :

Peu virulent pour l'individu normal, le bacille pyocyanique est par contre un agent infectieux
redoutable lorsque les défenses immunitaires du sujet sont altérées. P. aeruginosa est I'exemple
type de la bactérie pathogéne opportuniste.

Les malades particuliérement sensibles sont les nourrissons, les personnes ageées, les sujets
atteints d'infections graves, chroniques, métaboliques (diabéte) mais surtout hématologiques ou
cancéreuses. Les traitements immunosuppresseurs, les corticoides, les anti-métabolites favorisent
I'infection a bacille pyocyanique d'origine endogene. Chez les brdlés, cette infection est I'une des
causes majeures de mortalite.

P. aeruginosa est responsable d’infections pulmonaires qui peuvent étre primitives ou
secondaires a une septicémie. Les pneumopathies primitives s’observent exceptionnellement
chez le sujet sain mais sont le lot courant des maladies trachéotomisés, des insuffisants
respiratoires sous antibiothérapie prolongée, des malades atteints d’hémopathies ou de cancers et
recevant une chimiothérapie, ainsi que chez les enfants atteints de mucoviscidose qui se
compligue souvent de surinfections bronchiques bactériennes notamment a S. aureus (Avril et
al., 2000).

Il est responsable d’infections urinaire qui sont trés fréquentes ; elles ne sont jamais primitives,
mais toujours nosocomiales ou iatrogenes secondaires a une exploration des voies urinaires. En
ce qui concerne les infections cutanées chez le sujet sain, on peut observer un onyxis, avec
périonyxis réalisant 1’ongle vert, des infections interdigitales et des surinfections d’ulcéres de
jambe. Chez les brules, la colonisation des Iésions par le bacille pyocyanique est rapide.

P. aeruginosa est freqguemment rencontré dans les bactériémies nosocomiales (14%),
représentant environ ¥ des bactériémies a Gram négatif (Avril et al., 2000 ; Nauciel et Vildé,
2005).

2.9. Acinetobacter baumannii :

a. Habitat :

A. baumannii est I'espéce la plus souvent isolée en milieu hospitalier. Bactérie ubiquitaire, elle se
trouve principalement dans le sol et I'eau (les eaux d'égouts), isolée parfois dans le lait et les

produits laitiers et dans les aliments. Elle est trés fréequemment isolée chez I'hnomme : peau,
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salive, urine, conjonctive. Elle figure parmi les bactéries de la flore résidente normale du
revétement cutane.

Les sources d'infections a Acinetobacter sont nombreuses en milieu hospitalier. Cette bactérie a
la faculté de coloniser le matériel : respirateurs, humidificateurs, lavabos, savons et
antiseptiques. Elle peut étre véhiculée par les mains du personnel soignant et la majorité des
infections sont acquises a I'hopital. Le fait que les Acinetobacter soient fréquemment isolés de la
peau des malades hospitalisés, mais aussi de sujets normaux, ne permet pas de dire avec certitude

s'il s'agit de germes commensaux ou contaminants (Avril et al., 2000).

b. Pouvoir pathogéne :

Les Acinetobacter sont parfois considérés uniquement comme des contaminants des
prélevements. Ils sont cependant dans un certain nombre de cas responsables de méningites
graves, de septicémies, de pleurésies, de conjonctivites, de sinusites, de suppurations cutanées,
d'infections urinaires, d'ulcérations intestinales et de péricardites.

Lorsque Acinetobacter est isolé dans les hémocultures, le foyer initial est souvent un cathéter
suite a une intervention de chirurgie digestive. On peut observer une septicémie vraie dans le cas
d’un malade fragilisé par une intervention chirurgicale majeure, un traumatisme ou un age
avancé. Dans le cas des infections urinaires, une cause mécanique est souvent retrouvée
(adénome prostatique, grossesse, sondage).

Quand aux meningites, elles peuvent étre secondaires & une manceuvre chirurgicale ou a un
traumatisme. Le diagnostic différentiel rigoureux avec les Neisseria s'impose. Dans les cas
authentiques de méningites a Acinetobacter, le pronostic est mauvais.

Les suppurations a Acinetobacter peuvent survenir notamment en chirurgie o0sseuse par
surinfections de plaies provenant de la pose de prothéses (hanche), de broches, d'enclouages.
Dans les infections respiratoires Acinetobacter peut étre isolé lors de pleurésies, de pneumonies,

dans les crachats et aspirations de malades de réanimation (Wilson M., 2008).
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Afin d’évaluer le potentiel toxique d’un médicament ou d’une molécule nouvellement
synthétisée (promédicament), plusieurs tests sont utilisés parmi lesquels, les tests d’évaluation de

la cytotoxicité et de la génotoxicité.
1. La cytotoxicite :

La toxicologie est une branche de la science qui a pour objectif 1’étude des poisons, indiquant
les effets indésirables causés par l'interaction entre les substances toxiques et les cellules
(Syahmi et al., 2010 ; Alam et al., 2012). Elle vise a analyser 1’origine des substances, leur effet
physiologique, leur mécanisme d’action, les doses d’apparition de cette toxicité ainsi que les
moyens pour lutter contre leurs actions nocives.

Le poison ou toxique est une substance qui produit une action nocive sur I’organisme vivant.
Cette action toxique se manifeste par des troubles d’une ou de plusieurs fonctions vitales
pouvant conduire a la destruction de celle-ci, voire au décés de I’individu. Ainsi, toute action qui
restaure, corrige ou modifie le fonctionnement de 1’organisme est potentiellement toxique envers

ce dernier. Ce sont, en effet, la quantité et la voie d’administration qui font la toxicité du produit.

Un xénobiotique est une substance chimique exogene, qui n’eXiste pas dans un cycle prédestiné
de I’organisme. Les médicaments sont des xénobiotiques et peuvent étre toxiques. Leur étude
suppose 1’évaluation de leur toxicité (Claverie et Hedde, 2008).

C’est pourquoi toute demande d’obtention d’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) d’un
nouveau produit, nécessite une étude approfondie de la toxicité du principe actif et de ses
métabolites, ce qui permet de définir les doses usuelles, les doses maximales et les signes de
surdosage (Claverie et Hedde, 2008).

Plusieurs facteurs conférent une toxicité a un xénobiotique :
a) Facteurs dépendants du médicament :
» La nature chimique du principe actif.
» La nature des excipients du médicament, ou on peut citer le lactose, I’aspartam, 1’amidon
de blé.

> Voie et vitesse d’administration.

b) Facteurs dépendant du patient:
> Etat physiologique : 1’age, le sexe, le poids et la masse corporelle ; I’appartenance a un
type ou un autre de métabolisme.

» Etat pathologique du patient.
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» Environnement : pollution atmosphérique, pollution sur le lieu de travail, pollution
domestique (Claverie et Hedde, 2008).

1.1. Le test d’évaluation de la cytotoxicité sur Artemia salina :

L’évaluation de la cytotoxicité est le premier test qui peut apporter un apergu fiable de la sécurité
d’un produit destiné pour la consommation pharmaceutique, cosmétique, alimentaire etc ...
Depuis I’interdiction de I’utilisation des animaux pour I’évaluation de la cytotoxicit¢ d’un
produit, des tests de cytotoxicité, in vitro, ont été mis au point comme méthode alternative a la
manipulation sur les animaux (rongeurs, lapin, cochon,...). Ainsi, ces dernieres années ont vu le
développement d'un certain nombre de tests de toxicité dans lequel la réponse a été mesurée chez
les invertébrés. Ces tests ont l'avantage d'étre peu colteux, reproductibles et faciles a réaliser
(Favilla et al., 2006). Les invertébrés ont été utilisés dans des tests qui sont régis par certaines
autorités réglementaires pour I'évaluation des risques environnementaux des pesticides, des
produits chimiques et polluants (Commission of the European Communities (CEC), 1991;
United States Environment Protection Agency (US EPA), 2002).

Beaucoup de chercheurs ont fait usage d’un crustacé aquatique, Artemia salina (A. salina), pour
I'analyse de la toxicité de produits synthétiques et naturels (Caldwell et al., 2003 ; Alluri et al.,
2006 ; Favilla et al., 2006 ; Manilal et al, 2009 ; Syahmi et al, 2010). L'évaluation de la
toxicité est basée sur la mesure du pourcentage de létalité des nauplii d’A. salina a différentes
concentrations du produit a tester. Ce test est couramment utilisés pour l'estimation de la
cytotoxicité et fournit des données toxicologiques qui sont importantes pour évaluer la
pertinence pharmacologique des produits naturels ou de synthése (Hisem et al., 2011 ; Otang et
al., 2013).

Le dosage de la cytotoxicité sur A. Salina, en mesurant la CL50 (concentration nécessaire pour
provoquer 50% de letalité), a été considéré comme un outil important pour I'évaluation
préliminaire de la toxicité (Syahmi et al., 2010). Cette méthode détecte des petites quantités de
toxines et peut étre réalisée a I'échelle de microcellules (Kamba et Hassan, 2010).

» L’Artemia salina (la crevette de saumure) :
A. salina est un arthropode aquatique primitif de la famille Artemiidae, &ge d'environ 100
millions d'années, et qui ne vit que dans les lacs et les étangs a forte saliniteé (jusqu'a 300
grammes de sel par litre d'eau) en présence du permanganate de potassium et du nitrate d'argent.
En 1758 Linny I’a décrit comme Cyncer salinus ; 61 ans plus tard, Leach (1819) I’a renommé

Artemia salina (Dumitrascu, 2011).
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Cette espéce peut survivre dans I'eau avec une carence élevée en oxygene, et peut résister a de
longues périodes de sécheresse sous forme de kystes pour reprendre le cycle de vie normal
lorsque les conditions sont propices a son développement et a sa reproduction.

A. salina, en particulier le stade nauplii, est utilisé dans I'aquaculture comme nourriture vivante
pour la croissance de nombreuses especes de poissons et de crustaces.

La résistance de ce crustacé en a fait un modéle idéal pour les études d'écotoxicologie, ainsi que
de toxicologie générale (Dumitrascu, 2011). A. salina est utilisé régulierement dans les tests de
toxicité de divers produits chimiques (Cleuvers, 2003) et de composes naturels (Caldwell et al.,
2003).

L’évaluation de la cytotoxicité des composés bioactifs, tel que les médicaments, est réalisée sur

les ceufs et sur les larves d’A. salina (Meyer et al., 1982 ; Ishfaq et al., 2013).

2. la génotoxicité :

La toxicologie génétique ou génotoxicologie est une discipline qui vise a détecter des facteurs
chimiques ou physiques interagissant (directement ou non) avec I’ADN des cellules somatiques
et/ou germinales et qui, en ’absence de réparation fidéle, sont susceptibles de provoquer des
mutations géniques et/ou chromosomiques. Ces mutations sont susceptibles d’initier un
processus cancérogene lorsqu’elles ont lieu sur des cellules somatiques. En cas d’atteinte des
cellules germinales, 1’effet génotoxique risque d’entrainer une toxicité vis-a-vis de la
reproduction (reprotoxicité) et/ou un risque théorique de transmission des mutations a la
descendance (Figure 10) (Thybaud et al., 2007 ; Berthelot-Ricou et al., 2013).
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@ules somati@ @ules germi@

/ \ Sterilité

Vieillissement Cancer
Maladies Y
cardiovasculaires Maladies

génétiques
un seul géne

Maladies
multifactorielles

/ \ Diabéte
Hémophilie Psychoses
Hibrosecystique - . Maladies
Anémie falciforme cardiovasculaires

Figure 10 : Les différents risques génotoxiques.

Une mutation est décrite comme étant un changement spontané ou induit de I’ADN.

Une mutation spontanée est un changement aléatoire dans I'ADN résultant d'erreurs dans la
réplication qui se produisent sans cause connue. La fréquence des mutations spontanées a été
mesurée pour un certain nombre d'organismes. La fréquence rapide de reproduction bactérienne
permet d’observer plus facilement ces mutations chez ces derniéres que chez la plupart des
eucaryotes.

Les mutations induites résultent de I'exposition aux agents mutagénes connus, qui sont
principalement des agents physiques ou chimiques qui interagissent avec I'ADN. L'utilisation
contr6lée de mutagenes a permis de mettre au point des souches microbiennes mutantes

destinées a des etudes de genotoxicité (Park Talaro, 2008).

L’exposition d’une cellule & un agent mutagéne augmente le nombre d’erreurs. On peut donc
definir un agent mutagene comme un agent physique ou chimique capable de provoquer des
mutations a une fréquence supérieure a celle des mutations spontanées. Toutes les mutations

n’entrainent pas heureusement des effets en termes d’initiation d’un processus de cancérogenése.
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Les mutations dangereuses portent en général sur les genes impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire, dans 1I’embryogenése ou dans la différentiation cellulaire.

La recherche d’une génotoxicité est au premier rang des recherches d’effet, lorsqu’une cellule est
mise en présence d’un xénobiotique. Différents processus de détoxification et de réparation de
I’ADN interviennent. Si ces mécanismes sont dépassés, des mutations peuvent apparaitre. Si ces
mutations sont spécifiques, stables et transmissibles au génome des cellules filles, on considére
que la phase d’initiation est compléte (Figure 11). Dans ce cas, les phases suivantes peuvent

s’enclencher : promotion, progression, invasion (Binet, 2001).

®
Prolifération / \ Inhibition de 'apoptose
® o — (@ 2 &
ation Apoptose
I 4mm Activation de prolifération

Agentsinitiateurs

Agent génotoxique

. . _ Agents promoteurs

.‘
(»
- "

Figure 11 : Activation de la prolifération cellulaire et inhibition de I’apoptose
au cours du processus de cancérisation: rdle des agents initiateurs et promoteurs
(Alkhatib, 2010).
Les substances genotoxiques dans les produits pharmaceutiques, gagnent de plus en plus
d'attention. L’effet génotoxique par rapport aux produits pharmaceutiques peut provenir de
plusieurs facteurs, y compris les matieres premieres, des réactifs, des intermédiaires, des solvants
ou bien des réactions secondaires indésirables du processus de synthése d'ingrédients
pharmaceutiques actifs qui se reporte dans le produit final. Ces derniers peuvent se décomposer
ou interférer avec d’autres excipients pharmaceutiques pour former le produit génotoxique
(Janson, 2009).
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D’une maniere générale, les Substances génotoxiques sont celles qui ont un impact sur le
matériel génétique par le biais de mutations. Les mutations peuvent étre des cassures
chromosomiques, des réarrangements, des liaisons covalentes ou des insertions au niveau de
I'’ADN lors de la réplication. Des mutations peuvent également se produire indirectement par
I'activation d'une cellule a produire des substances génotoxiques. Ces changements du matériel
génétique, peuvent étre causés par une exposition a de trés faibles concentrations d'un agent
génotoxique, et peuvent conduire au cancer (Skett, 2007).

On peut résumer les effets provoques par un agent toxique par : les mutations pouvant toucher le
génome humain (mutagenése), les capacités de multiplication des cellules (cancérogenése) ou le

développement de I’embryon (tératogenese) (Binet et Rihin, 2001).
2.1. Les tests de génotoxicité :

Parmi les méthodes mises au point pour I’étude de la génotoxicité d’un xénobiotique, les tests de
mutagenese sont les tests de choix, se distinguant par leur possibilité de détecter 1’action de
guantités infimes de toxiques, mais aussi des évenements qui surviennent tres tot dans la
progression entre 1’exposition et la maladie (Pilliere, 2001).

Les objectifs des différents tests de génotoxicité sont, d’une part I’identification des agents
génotoxiques (4 a 10 % des cancers proviendraient de I’exposition a des produits chimiques et
industriels), et d’autre part la détermination de leurs modes d’action moléculaires et cellulaires
(bio-activation, nature des interactions avec I’ADN, modifications de bases, cassures de brins,
pontages, intercalations, substitutions, addition ou délétion de paires de bases, cassures
chromatidiennes ou chromosomiques, pertes de chromosomes entiers. . .) (Binet, 2001 ;
Dearfield et Moore, 2005).

Il existe plusieurs tests de génotoxicité (Figure 12) :
» Le test d’Ames ou test de mutation réverse.

Le SOS Chromotest.

Le test de micronucleus.

Le test des Cometes.

YV V VYV V

Le test des aberrations chromosomiques.
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Histidine (-) LB/Agar plates XGAL LB/Agar plates

Figure 12 : Exemples de tests de génotoxicité (Musgrove et Camps, 2012).

2.1.1. Le Test d’Ames :

Le test de mutation bactérienne inverse développé par Bruce Ames et ses collegues (1970) est le
test a court terme le plus connu et le plus largement utilisé pour détecter et évaluer le potentiel
mutagéne d’un composé ou d’un mélange de composés (des produits chimiques et mélanges
environnementaux, des liquides organiques, des aliments, des médicaments et agents physiques),
capables d’induire des altérations genétiques qui conduisent a des mutations géniques.

Ce test utilise des souches histidine-dépendantes afin de détecter des mutations, par exemple des
substitutions, des additions, ou des délétions d'un ou de plusieurs nucléotides de I'ADN ce qui
permet de revenir a la séquence d’origine du géne modifié dans les souches d'essai (Ames et al.,
1973 ; Zeiger, 2014).

Le principe du test d’Ames est d’ensemencer, en présence de 1’agent a tester, une gélose avec
des bactéries incapables de se développer sur un milieu pauvre en histidine. Si 1’agent est

mutagene, des colonies de mutants réverses (c’est-a-dire capables de pousser sur un milieu
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appauvri en histidine) apparaissent en plus grand nombre que les mutants spontanés. Le nombre
de ces colonies est un indicateur de la puissance de I'agent mutagéne (Binet, 2001).

Le Test d’Ames a de nombreux avantages, c’est un test tres polyvalent, qui peut étre utilisé pour
détecter le potentiel mutagene et antimutagene des produits chimiques de I'environnement, des
mélanges de liquides organiques, des aliments, des medicaments, ainsi que des agents physiques
(Pillco et de la Pefia, 2014). Ses différentes modifications ont été développées pour déterminer
le potentiel mutagéne, et il est recommandé par plusieurs organismes de réglementation
(Tennant et al. 1987 ; Kirkland et al, 2005).

De nombreux produits chimiques sont biologiquement inactifs dans leurs formes natives
et ils doivent étre métabolisés, habituellement dans le foie de mammiferes, en une
forme active. C’est cette forme active qui, dans de nombreux cas, est I'agent causal de mutation,
de cancer et d'autres effets. Etant donné que les bactéries utilisées dans le test ne sont pas en
mesure d'exécuter ce métabolisme, Ames et al., (1973) ont ajouté un homogénat de foie de rat
appelé S9 mix, préparé a partir d'un surnageant d’une fraction du foie et de cofacteurs
enzymatiques (Ames et al., 1973. Hakura et al. 2005).

Bien que Salmonella soit un organisme procaryote, la combinaison du systeme d'activation
métabolique S9 avec le systéme de test d’Ames permet la détermination des agents mutagénes
(Zeiger, 2014).

» Souches bactériennes :

Les souches de Salmonella ont été initialement développées pour étudier la génétique de la
biosynthése de I'histidine. Les souches utilisées pour le test présentent des mutations dans les
geénes de ’opéron histidine (his) du genre substitution de paires de bases (Figure 13 et 14) ou
frameshift (décalage du cadre de lecture) (Figure 15).

Ces souches ont éte choisis pour I'ensemble du test parce qu'elles sont facilement réversibles par
les mutagenes chimiques et représentent différentes cibles moléculaires.

Aprés traitement avec le mutagene, seules les cellules qui subissent une mutation ultérieure, qui
restaure leur capacité a synthetiser I'histidine, sera en mesure de croitre et former des colonies
sur les boites de gélose minimale. Le nombre de colonies révertantes formées apres le traitement
fournit une mesure du pouvoir mutagene de la substance (Ames et Whitfield, 1966 ;
Mortelmans et Zeiger, 2000 ; Zeiger, 2014).
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TA 100, TA1535 Base-Panr Substitutions
Missense Mutation

Original DNA Code for an amino acid sequence
DNA
Bases CATECEATCATCATCATCATCAT
- —{ mis - wis }{wis F{ wis F{ wis H{ mis H WS — -

Amino Acid

Replacement of a single nucleotide

CAT CGAT CATCECTCATCAT-GAT
- —{ mis H{ nis Hwis EEVR-{ wis H{ o F{ ms — -

Incorrect amino acid, which may lead to
production of a malfunctioning protein

Figure 13 : La mutation par substitution de paire de bases de type faux sens, des souches
de S. typhimurium TA100 et TA1535 (Web 4).

TA 100, TA 1535 Base-Pair Substitutions
Nonsense Mutation

Original DNA Codc for an amino acid sequence
DNA
Bases CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
- —{ Gln }{ Gn }{ GIn }{ Gln }{ Gln }-{ Gln }{ Gln }—- -

Amino Acid

Replacement of a single nucleotide

¢
CAGCAGCAGTAGCAGCAGCAG
-—[GnHG G
J
Protein Incorrect seqence causes shortening

of a protein

Figure 14 : La mutation par substitution de paire de bases de type non sens, des souches
de S. typhimurium TA100 et TA1535 (Web 5).
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TA 98 Fram-Shift Mutation

Original DNA Code for an amino acid sequence
DNA
Bascs CAT TCACACGTACTCATGCTA I
- —{Tnis }-{ Ser } {wtis }{ val F{ Leu F{ Met H Leu }— -

Amino Acid

T T T T T T T T2

C ATT CAC ACG TACTCATGC TAT

< - AT - - I -

Frameshift of one DNA base results in
abnormal amino acid sequence

Figure 15 : La mutation frameshift (décalage du cadre de lecture) de la souche
S. typhimurium TA98 (Web 6).

Différentes mutations sont induites dans les génes de 1’opéron histidine (his) :

>

Mutation hisD 3052 : la souche TA98 contient ce genre de mutation, la rendant déficiente en
histidinom déshydrognase. Cette souche détecte les substances qui causent des mutations de
type « frameshift », affectant le cadre de lecture d'une séquence a proximité répétitive

"COCECECE  seacac. (Tableau 2) (Maron et Ames, 1983 ; Mortelmans et Zeiger, 2000).

Mutation hisG 46 : les souches TA100 et TA1535 portent un alléle his 46 déterminé par la

séquence °CC¢

"_cce-- Elles sont déficientes en la premiere enzyme qui entre dans la synthése
de TI’histidine. Ces deux souches détectent les mutations qui causent des substitutions de

paires de bases GC (Tableau 2) (Barnes et al., 1982 ; Mortelmans et Zeiger, 2000).

Mutation rfa : Cette mutation cause la perte partielle des polysaccharides a la surface de la
paroi cellulaire la rendant ainsi defectueuse, ce qui la rend perméables aux grandes
molécules, incapables de pénétrées dans une cellule normale (Tableau 3) (Maron et Ames,
1983 ; Mortelmans et Zeiger, 2000).

Mutation uvrB : La délétion uvr supprime le systéeme de réparation d’ADN « excision-
resynthése », ce qui rend la souche plus sensible a la détection des mutagenes. Pour des

raisons techniques, la délétion du gene uvrB s’étend jusqu’au géne bio et par conséquent,
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la bactérie devient auxotrophe a la biotine (Tableau 3) (Maron et Ames, 1983 ; Mortelmans
et Zeiger, 2000).

Plasmide PKM 101 : ce plasmide porte le gene de la résistance a 1’ampicilline ; il est présent
chez les souches TA 100 et TA 98. Ces souches sont plus sensibles aux mutagénes qui sont
faiblement détectés par les autres souches. Le plasmide PKM 101 contient deux génes

amplifiant le processus de réparation SOS de la mutagénése induite (Tableau 3) (Ames et al.,

1973, Mortelmans et Zeiger, 2000).

Tableau 2: Phénotype des souches de S. typhimurium : TA98, TA100 et TA1535
(Lietal., 2013).

Souches Allele Evenement de réversion ADN cible Réfrences

TA98 His D3052 Frameshifts —-C-G-C-G-C-G-C-G-  Isono and Yourno (1974)
TA100 His G46 Base-pair substitution -G-G-G- Barnes et al. (1982)
TA1535

Tableau 3: Génotypes des souches de S. typhimurium : TA98, TA100 et TA1535
(Lietal., 2013).

Diagnostique TA98 TA100 TA1535 Moyen

his + + + -L-his

rfa + + + +L-his(CV disque)
facteur R + + + +Amp

urvB + + _ + Gélose nutritive
Revertants 15-75 A 60-220 A 5-20A

Plasmide pKM101 pKM101 pas de plasmide

Notes : + croissance; - absence e croissance.
A : San activation métabolique.

L-his : L- histidine

Disque CV : disque de Cristal Violet

AMP : ampicilline.
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2.1.2. Le SOS Chromotest :

Le SOS chromotest, tout comme le test d’Ames, est un test simple et rapide a court terme pour
identifier les génotoxines et est facilement adaptable a diverses conditions (Quillardet et
Hofnung, 1993).

Ce test évalue, in vitro, la capacité d’un agent chimique a induire le systéme de réparation dit
SOS qui est un systéme de contournement permettant a la réplication de se poursuivre en dépit
du blocage occasionné par la présence d’une lésion (Figure 16). En fait, la cellule négocie sa

survie au prix d’un certain niveau de mutagenese.

DNA
damage signal

." f ,—) Failure of repair

mechanisms

DNA repair ¢————— .

RecA inactive Expression of RecA protein
LexA
Bt
Accumulation S LexA breakdown
= —)
<
<
[‘ch b é
—> a S
[INONOS TN ONONONONONINY
promoter SOS gene promoter SOS gene
b s hd
Repression of Induction of
all SOS responding gene all SOS responding gene

Figure 16 : Principe de la réponse SOS (Web 7).

Le principe de ce test est de combiner la synthése de la B-galactosidase a I’induction du systéme
SOS. En cas de Iésion génétique nécessitant 1’intervention du systéme SOS, la f-galactosidase
est exprimée et des colonies d’E. coli bleues apparaissent (Binet, 2001).

Chez E. coli, plusieurs traitements peuvent endommager, ou inhiber la réplication de I'ADN,
induisant ainsi, une série complexe de changements phénotypiques decrits comme une réponse
SOS. Parmi ces changements on peut citer la filamentation de la cellule ou I’induction du

prophage (Castellazzi et al., 1973).
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Le SOS Chromotest fait usage d'une fusion de 1’opéron sfiA::lacZ ou sfiA est I'un des genes SOS
(Figure 17). Le test consiste a incuber la souche d'essai avec des concentrations croissantes de
l'agent a tester. Aprés un temps de synthése des protéines, I’activité de la f-galactosidase est
dosée par un test colorimétrique simple. Une activation métabolique (S9) peut étre additionnée
dans le mélange d'incubation. Le produit chimique testé peut, a certaines concentrations, inhiber
la synthese protéique, ce qui conduirait & une sous-estimation de I’induction de la p-
galactosidase. Dans les cas extrémes, cela aboutirait & de faux négatifs. Pour corriger ceci, la
synthese des protéines au cours de la période d'incubation générale peut étre estimée par le
dosage de la phosphatase alcaline en parallele avec la B-galactosidase. Le test est quantitatif et
les courbes dose-réponse présentent une région linéaire. La pente de la partie linéaire permet,
sans équivoque, I’association de chaque composé actif dans I'induction d'un seul paramétre, et la
puissance d’induction SOS (SOSIP) refléte l'activité d'induction du composé (Quillardet et al.,
1982).

Cellule non induite Génelsfm

uvrA rfa A LAC ,P 0 LAC Z !
I | TILTT] N [

Réparation Induction de LexA
d’erreur prophage

N

RecA protease

I Filamentation cellulaire

Protéine
r RecA
Clivage dLlreprésseur LexA
Signal SOS . .
I ADN endommagé
X [ TITTH B |

\ Transcription - Traduction

. . ® o
Agent génotoxique ® o0
LK I

[

Cellule induite

B-galactosidase

Figure 17 : Principe de la réponse SOS combinée a I’expression de la f-galactosidase
dans le SOS Chromotest.
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a. Souche bactérienne E. coli PQ37 :

La souche de E. coli PQ37 utilisée dans le SOS chromotest porte une fusion sfiA::lacZ et a une
délétion de la région lac normale, de sorte que I’activité de la B-galactosidase est strictement
dépendante de I'expression du géne sfiA. Ainsi, lorsque les fonctions SOS sont induites,
I’induction de I’opéron SfiA se traduit par la production de la B-galactosidase dont on peut
déterminer I’activité enzymatique par dosage colorimétrique. En outre, la souche est faite

génétiquement plus sensibles aux agents génotoxiques (Quillardet et Hofnung, 1985).

La souche E. coli PQ 37 est une souche dérivée de la souche E. coli GC4436, elle présente les

caractéristiques génétiques suivantes (Quillardet et Hofnung, 1985):

» Fusion sfiA::lacZ :
Cette fusion est obtenue par délétion de la région normale lac, donc I’activité de la

B-galactosidase est strictement dépendante de 1’expression du gene SfiA.

» Mutation uvrA :
La souche est dépourvue de la voie de réparation par excision de sorte qu'un nombre de lésions

ne sont pas, ou sont peu, traitées.

» Mutation rfa:
Rend I'enveloppe cellulaire plus perméable a un certain nombre de composés suite a un déficit en

lipopolysaccharides.

» Mutation galE :
Cette mutation permet la sélection des mutants rfa avec le phage C21.

» Mutation PHO :
Responsable de la synthese et 1’expression constitutive de la phosphatase alcaline, une enzyme

indépendante du systeme SOS et qui sert de témoin pour la toxicité.

» Plasmide pKM 101 :

Ce plasmide porte le géne de la résistance a I’ampicilline.

b. Le systéme de réparation SOS chez la souche d’E. coli PQ 37 :

La réponse SOS (augmentation de la capacité de réparer 'ADN endommagé) joue un réle central
dans la réponse d'E. coli aux agents génotoxiques en raison de son large spectre de reponses vers

une grande variété d'agents. Le déclenchement du systéme peut ainsi étre utilisé comme un signe
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précoce général de dommages a I'ADN. Deux genes jouent un role essentiel : lexA code pour un
répresseur pour tous les génes du systeme (plus de 15 sont connues), recA code pour une
protéine capable de cliver (ou pour favoriser le clivage) le répresseur LexA lors de l'activation du
systtme SOS par un signal d’induction. La nature exacte du signal inducteur SOS reste
mystérieuse. Cependant, il est produit lorsqu’une lésion perturbe ou arréte la réplication de
I’ADN (Walker, 1984 ; Devoret, 1992).

La réponse SOS est initiée par l'interaction de la protéine RecA avec le répresseur LexA (Figure
16).

Les étapes impliquées sont les suivantes:

- Un traitement endommageant active la protéine RecA (une protéase), par des intermédiaires
communs (petites molécules d’ADN ou des séquences monocaténaire).

- La protéase RecA interagit avec le répresseur LexA (codée par le géne lexA) et en raison de
I'action protéolytique de RecA sur LexA, tous les opérons auxquels LexA est lié sont induits
(figure 17). Ceci peut inclure un certain nombre de genes des opérons appelés DIN (Dommages
Inductible Genes), tels que les genes uvrA, uvrB, uvrC et hinA ou hisA. Chacun de ces genes a
une boite SOS, ayant 20 pb de long et une longue séquence de consensus de 8 pb. Depuis, LexA
réprime sa propre synthése et celle de RecA; sa dégradation protéolytique conduit a
I'amplification des deux protéines LexA et RecA. Toutefois, lorsque le signal endommageant
I'ADN est enlevé, RecA n’est pas induite et LexA accumulée, réprime tous les autres génes
appartenant au systeme SOS (Janion, 2008).

Le suivi du déclenchement du systeme SOS pourrait étre effectuée par le dosage des différents
points terminaux tels que : l'activation de la protéine RecA, le clivage du répresseur LexA,
I'expression d'un quelconque des genes SOS, etc... Un moyen simple consiste a surveiller
I'expression d'un géne SOS au moyen d'une fusion avec lacZ, le géne de structure de la

B-galactosidase chez E. coli (Quillardet et Hofnung, 1993).
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1. MATERIEL :

1.1. Les souches bactériennes :

Dans ce travail, nous avons utilisé des souches bactériennes représentées par des souches
cliniques, des souches de référence et des souches génétiguement modifiees (Salmonella
typhimurium et E. coli PQ 37).

¢+ Les 262 souches cliniques utilisées dans cette étude proviennent du Laboratoire central de
Microbiologie, CHU Dorban-Annaba (souches nosocomiales) et de Laboratoires
d’analyses médicales (souches communautaires). L’ensemble des souches a été isolé a
partir de plusieurs prélevements biologiques. Ces prélevements étaient a visée diagnostic.

Le recueil des souches a été effectué entre janvier 2010 et janvier 2011.

% Cing souches de référence provenant de I’Institut Pasteur d’Alger, ont été utilisées
comme souches de controle :
» Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

vV V VYV VY

Le contrdle de qualité des souches de référence doit se faire avant chaque manipulation.
Le contrble de qualité des milieux de culture et des antibiotiques doit se faire a chaque nouveau

lot sur les souches de référence. Ce travail de contrdle doit étre permanent.

% Les souches pour le test d’Ames et le SOS Chromotest :
Pour la réalisation du test d’Ames nous avons utilisé des souches de Salmonella typhimurium
TA100, TA98 et TA1535 (MOLTOX, Molecular Toxicology Inc. USA.).
Pour la réalisation du SOS Chromotest nous avons utilisé¢ une souche d’E. coli PQ37 (ebpi :

environment bio-detection products inc. CANADA).

1.2. Artemia salina :

Pour la réalisation du test de cytotoxicité, in vitro, nous avons utilisé un crustacé marin Artemia
salina (A. salina) gracieusement fourni par le Laboratoire des Bioresources Marines,

Département des Sciences de la Mer, UMBA.
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1.3. Les molécules de sulfamides testées :

Il s’agit de deux nouvelles séries de sulfamides la-d (Tableau 4) et 2a-f (Tableau 5),
synthétisées au niveau du Laboratoire de Chimie Organique Appliquée, Département de Chimie.
Des gammes de dilutions de raison géométrique 2 de chaque molécule ont été réalisées, dans

I’acétone, de maniére a obtenir des concentrations finales allant de 0,5 pg/ml a 512 pg/ml.

Deux médicaments commercialisés ont été utilises comme témoins positifs (Tableau 6) :

e Témoin 1: Bactrim, le sulfaméthoxazole-triméthoprime (400 / 80mg) (Laboratoire
Roche, France).

e Témoin 2: Sulfaguanidine (500 mg) (Merck, France).

Ces deux témoins ont été dilués de la méme maniere que précédemment.
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Tableau 4: Structures chimiques des sulfamides 1a-d.

Molécules testées | Nomenclature Formules PM Structures chimiques
moléculaires | (g/mol)
la N'(4' C7H10N203S 203 MBO‘Q;HN\/R/NHZ
methoxyphenyl) o” Yo
sulfamide
F
1b N-(3- CeH:N,O,SF | 190 OHN\ _NH,
fluorophenyl) o/s\o
sulfamide
1c N-(phenyl) | CeHeN,0,S | 172 QHN\ N,
sulfamide o/s o
1d N-(phenylethyl) CsH12N,0,S 200 @/J\HN\ _NH;
A\

sulfamide

o o
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Tableau 5 : Structures chimiques des sulfamides 2a-f.

Molécules testées Nomenclature Formules PM Structures chimiques
moléculaires | (g/mol)
2a N, N’- Bis CuH1eN,0,S | 276 O\\S//O
(benzyl) ©/\E E/\©
sulfamide
CH; O\/O CH;
Sulfamides| 2b | N, N-Bis | CieHxN,0,S | 304 S
linéaires (phenyléthyl) o
sulfamide
O, (0]
\/
2¢c | N,N>-Bis(propyl) | CsHsN,0,S 180 I N N\
H H
sulfamide
2d N, N’-Dibenzyl' C15H18N2028 330
1,2,5-
// \\
thiadiazolidine
1,1-dioxyde
Sulfamides 2e N, N’-bis (l' ClgHZZNZOZS 302 H,C CH,
cycliques phenyléthyl)- / \
1,2,5- // \\
thiadiazolidine
1,1-dioxyde
2f N,N’-Dipropyl- CgH1sN,0O,S 206 / \

1,2,5-
thiadiazolidine
1,1-dioxyde

51




Matériel et Méthodes

Tableau 6: Structures chimiques des molécules témoins.

Molécules testées Nomenclature Formule PM Structures chimiques
moléculaire | (g/mol)
: : NH; |
Trimethoprime CuH1sNsO5 | 290, 318 0
N7
|
_ HZN)\)NJ/\@O/
Témoin 1 0
~
(Bactrim) o
00 N°
‘SQNM
Sulfamethoxazole | CyoHi:N;OsS | 253,279 » /O/ H
2
Témoin 2 Sulfaguanidine (4- | C;HoN4O,S | 214.249

(Sulfaguanidine)

Amino-N-
[amino(imino)methyl]

Benzenesulfonamide

il,) NH;
IsOoas
HaN

1.4. Les Antibiotiques :

Au total, 37 antibiotiques standards ont été utilisés pour 1’antibiogramme (Annexe 2).

2. METHODES: :

2.1. Synthése chimique des séries 1la-d et 2a-f :

La premiere série de sulfamides la-d a été préparée par un procedé qui implique la réaction du

tert-butanol et I'isocyanate de chlorosulfonyle en présence du chlorure de méthylene anhydre a

0°C. Aprés 30 min, le N-chlorosulfonyle carbamate formé et la triéthylamine sont ajoutés a une

solution d’amine primaire dans le méme solvant.

Aprés achevement de la réaction, le mélange réactionnel a été lave avec du HCI 0,1 N puis a

I'eau. La phase organique a été séchée sur du sulfate de sodium anhydre et concentrée sous

vide afin de donner des carboxylsulfamides sous forme de poudre blanche avec un trés bon

rendement. Une réaction de déprotection des composés obtenus a été réalisée dans 1’eau distillée

100°C pendant 30-60 min pour donner les sulfamides 1a-d avec de bons rendements quantitatifs
(Tableau 4) (Boufas et al., 2014).
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Les dérivés de sulfamides linéaires symétriques 2a-c de la deuxiéme série ont été préparés a
partir d'une amine primaire. Les sulfamides cycliques symétriques 2d-f ont été préparés en deux
étapes (duplication-cyclisation) par la réaction d'une amine primaire et du chlorure de sulfuryle
en présence de triéthylamine, la réaction a été suivie par TLC. Ces composés ont été obtenus
avec de bons rendements, sous forme d’une poudre blanche aprés traitement par un acide et
lavage a 1’eau, le résidu est purifié par chromatographie sur colonne. La cyclisation
intramoléculaire des composés linéaires 2a-c a eté facilement effectuée en utilisant le
dibromoéthane en présence du carbonate de potassium dans l'acétone. Les composés 2a-f
(Tableau 5) ont été obtenus sous forme de poudre blanche ou d’une huile jaune avec des

rendements compris entre 60 et 65% (Hessainia et al., 2013).
2.2. Techniques de prélévements :

Les préléevements provenant des divers produits biologiques (urines, sang, pus, secrétions
respiratoires et liquide pleural) ont été réalisés selon les différentes techniques, ainsi que les
conditions préanalytiques conformes au Référentiel en Microbiologie Médicale 2010. Les

différentes techniques de prélevements sont mentionnées dans le Tableau 7.
2.3. Isolement des souches :

Les souches ont été isolées et identifiées par le personnel du laboratoire central de Microbiologie
du CHU Dorban, ainsi que par le personnel de chaque laboratoire ou les souches ont été isolées.
Des informations concernant chaque prélévement effectué ont été recueillies de maniére
prospective : le type du prélévement, la date, I’age et le sexe du patient.

Néanmoins, tous les isolements et toutes les identifications préalablement réalisés par les
différents laboratoires ont été refaits et confirmeés au niveau du laboratoire de Biochimie et
Microbiologie Appliquées du Département de Biochimie, en utilisant des milieux de culture
sélectifs pour I’isolement des différentes souches bactériennes : Gélose nutritive, gélose

Mac Conkey, gélose Hecktoen, gélose Chapman, gélose Cetrimide et gélose au sang.
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Tableau 7 : Conditions pré-analytiques des prélevements conformes au Référentiel
en microbiologie médicale (2010).

Température Délai
Parametres et volume | Fréquence d’analyse de transport d’analyse Matériel de recueil
recommandé et particularités ou de approprie de prélevement
conservation
Continue
Urines (ECBU Urine du matin ou apreés 2-8°C <4h
10 ml d’urine) 4 h de séjour dans la Température <2h Flacon stérile
vessie ambiante
Continue
Urine Désinfection de la paroi Température
(Sonde urinaire) Prélevement a la ambiante <2h Flacon stérile
seringue
Continue
Examen d’un pus Prélevement a la Température <2h Flacon stérile
et écoulements seringue conseillé ambiante 2 écouvillons
Ecouvillon
Continue
Prélevement distal Prélevement par Température Immédiat Flacon stérile contenant 1
protégé cathéter ambiante ml d’eau physiologique
Hémoculture Flacons pour
(quantité par flacon) Continue Température hémocultures
5-10 ml de sang total | 2 ou 3 hémocultures par ambiante <12h (1 aérobie et
(adulte) 24 h 1 anaérobie)
1-2 ml de sang total
(enfant)
Continue
Coproculture Urgence pour le Température <2h
3 noix de selles syndrome ambiante ou Flacon coproculture
(3 ml ou 3 grammes hémolytique et Ou 2-8°C <12h
de selles) urémique
Prélevement Continue Température <2h
vaginal Prélevement cul-de-sac ambiante 2 écouvillons
et endocol
Spermoculture Continue Température <2h Flacon stérile
Désinfection du gland ambiante
Liquide pleural Continue Température <2h Tube stérile
(3 ml) Désinfection cutanée ambiante Flacon d’hémoculture
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2.4. Purification et identification des souches :

La purification et I’identification des souches ont été faites selon les méthodes conventionnelles.
Apres incubation, on examine 1’aspect des colonies ayant poussé sur les milieux de culture.
Lorsque les boites contiennent plusieurs types de colonies, on procéde a la purification de la
souche en réalisant des repiquages successifs.

L’identification des souches a été réalisée selon les €tapes suivantes :

- Observation de 1’état frais.

- Coloration de Gram.

- Test de I’oxydase.

- Test de la catalase.

- Identification par le systéeme API, (APl 20E, APl STAPH, APINE) (Annexe 1).

Des tests complémentaires ont été réalisés pour les souches de Staphylococcus aureus.

2.4.1. Tests spécifiques aux Staphylococcus aureus:

2.4.1.1. Recherche de la staphylo-coagulase :

a. Principe :
La coagulase est une enzyme produite par Staphylococcus aureus capable de coaguler le plasma

du lapin ou le plasma humain (Rahal, 2005).

b. Protocol expérimental :

- A partir du milieu Chapman, prendre une colonie ayant fermenté le mannitol et la mettre dans
le bouillon cceur-cervelle.

- Incuber a 37 °C pendant 18 h.

- Ajouter, dans un tube a hémolyse contenant 0,5 ml de dilution de plasma de lapin,

0,5 ml de bouillon de culture et incuber a 37 °C pendant 30 min dans un bain Marie.

- La coagulation est observée en un temps inférieur a 3 h, on prolonge 1’incubation pendant 24 a
48 h.

- Effectuées les lectures toutes les heures au moins pendant les cing premieres heures.

c. Lecture :

La formation d’un caillot indique une coagulase positive.
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2.4.1.2. Recherche de la résistance de Staphylococcus aureus a I’oxacilline :
» Test de diffusion du disque de Céfoxitine :

La résistance de S. aureus a I’Oxacilline est recherchée a I’aide d’un disque de Céfoxitine

(30 pg) dans les conditions standards (Rahal, 2005).

Pour une souche de S. aureus, si le diamétre de la zone d’inhibition autour d’un disque de
Cefoxitine est :

- Inférieur ou égal a 19 mm, la souche est dite résistante a 1’oxacilline.

- Compris entre 19 et 20 mm la souche est d’une sensibilité¢ diminuée.

- Supérieur ou égale a 20 mm, la souche est dite sensible a I’oxacilline.

Devant tout probléme d’interprétation, faire un test de confirmation par la technique de screening

a I’oxacilline.
» Test de screening a I’oxacilline pour Staphylococcus aureus :

Devant tout probléme d’interprétation du diameétre d’inhibition de la céfoxitine on réalise un
screening test (Rahal, 2005).

a. Protocol expérimental :
- Additionner a la gélose Mueller Hinton 4% de NaCl, la solution d’oxacilline 6 pg/ml.
- La préparation de la solution d’oxacilline se fait de la maniére suivante :

* Diluer 6 mg d’oxacilline (poudre injectable) dans 10 ml d’eau distillée stérile, puis faire une
dilution au dixiéme.

* Répartir la solution obtenue a raison de 2 ml par tube; ainsi conditionnées ces solutions
peuvent étre conservées a -20°C pendant une semaine.
- Mettre 2 ml de cette solution dans une boite de 90 mm de diamétre ; ajouter 18 ml de gélose
Mueller Hinton additionnée de 4% de NaCl.
- Mélanger en faisant des mouvements rotatoires.
- Préparer un inoculum a partir d’une culture pure de 18 h sur milieu d’isolement ; racler a 1’aide
d’une ance de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Décharger I’ance dans 5 a10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.
- Bien homogenéiser la suspension bactérienne ; son opacité doit étre équivalente a une DO de
0,08 lue & 625 nm.
- L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de 1’inoculum ; il se
fait par spot, en appliquant verticalement sur la gélose 1I’extrémité d’un écouvillon trempé dans la
suspension bactérienne (ou ensemencer un cadran en entier).
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Les souches de référence doivent étre testées dans les mémes conditions :
S. aureus ATCC 29213 souches sensibles a 1’oxacilline.

S. aureus ATCC 43300 souche résistante a I’oxacilline.

- Incuber pendant 24 ha 35 + 2 °C.

c. Lecture :
La poussée de plus d’une colonie de la souche test suffit pour indiquer une résistance a

I’oxacilline, impliquant une résistance a toutes les 3-lactamines.
2.5. L’antibiogramme standard :

Un antibiogramme standard utilisant 37 antibiotiques (Annexe 2) a été réalisé selon les
recommandations du CLSI (2009), afin de déterminer la résistance ou la sensibilité des
différentes souches cliniques.

a. Principe :

L’antibiogramme est une méthode simple, appliquée en routine a toute bactérie considérée
comme pathogeéne, en vue de guider le choix thérapeutique du clinicien (Boulahbal, 2006).
L’antibiogramme est une méthode qualitative (réponse : Sensible, Intermédiaire et Résistant), qui
doit permettre d’explorer un grand nombre d’antibiotiques vis-a-vis de chaque souche
(Bosgiraud, 2003).

La méthode consiste a déposer des disques d’antibiotiques a la surface de la gélose coulée dans
des boites de Petri, et ensemencées avec le germe a étudier. Ces disques sont chargés d’une
quantité d’antibiotique déterminée de telle sorte que les concentrations diffusants dans la gélose
correspondent aux taux sériques obtenus avec les doses usuelles.

Chague antibiotique diffuse au sein de la gélose et y détermine des gradients de concentrations
inversement proportionnels a la distance du disque. Apres incubation, les boites seront
examineées (CLSI, 2009).

b. Protocol expérimental :

Les antibiogrammes ont été réalisés sur gélose Mueller-Hinton (Sigma, France) par la méthode
de diffusion en gélose.

- Couler la gelose Mueller-Hinton en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm.

- Sécher les géloses avant emploi.

- Préparer un inoculum & partir d’une culture pure de 18 h sur milieu d’isolement ; racler a ’aide

d’une ance de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
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- Décharger I’ance dans 5 a10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne ; son opacité doit étre équivalente a une DO de
0,08 lue a 625 nm.

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de I’inoculum.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

- L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries serrées.

- Répéter ’opération trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon a chaque
fois.

- Tester la liste des antibiotiques indiqués selon la bactérie isolée. Les disques d’antibiotiques
doivent étre espaces de 24 mm, centre a centre.

- Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide d’une pince bactériologique stérile pour s’assurer
de son application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplace.

- Incuber pendant 18 h a 37° C.

c. Lecture :

La lecture se fait en mesurant avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’aide d’un
pied a coulisse métallique, a I’extérieur de la boite fermée.

Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture.

Classer la bactérie dans 1’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.

2.6. Evaluation de ’activité des nouvelles molécules de sulfamide :

2.6.1. Préparation des dilutions :

Nous avons préparé différentes dilutions des sulfamides 1b-d et 2a-e a tester a partir de la
poudre diluée dans de I’acétone. Une quantité égale a 5,12 mg du sulfamide est diluée dans 10
ml d’acétone. Une série de dilution géométrique de raison 2 est préparée dans de 1’eau distillée
stérile a partir de la premiére concentration de 512 pg/ml.

Les concentrations obtenues s’échelonnent entre 0,5 pug/ml et 512 pg/ml.

Les molécules de sulfamide la et 2f, sont sous forme d’huile. Une solution mére de
concentration connue est préparée, a partir de laquelle les dilutions sont calculées puis préparées

de facon a avoir des concentrations allant de 512 pg/ ml jusqu'a 0,5 pg/ml.
58



Matériel et Méthodes

2.6.2. Détermination des diamétres des zones d’inhibition :

a. Principe :

Le principe de la méthode utilisée (méthode de Kirby-Bauer, 1966), consiste & mesurer le
diamétre d’inhibition de la croissance microbienne autour du papier buvard imprégné d’une
concentration fixe de la molécule testée, déposée a la surface de la gélose. Chaque concentration
du sulfamide diffuse dans la gélose formant ainsi une zone d’inhibition qui sera mesurée 24 h
apres incubation a 37°C (Boulahbal, 2006).

b. Protocol expérimental (Figure 18) :
L’ensemencement des boites de Petri est effectué de la méme facon que pour la technique de

I’antibiogramme.

L’ Application des molécules de sulfamide se fait comme suit :

- Déposer quatre disques de papier buvard stérile dans chaque boite de Petri a 1’aide d’une pince
stérile ; chaque molécule de sulfamide et chaque souche clinique sont testés en triplicate.

- Verser 20 pl de sulfamide sur le disque en utilisant la micropipette munie d’embout stérile.

- Verser 20 pul d’acétone sur un disque de papier buvard en tant que témoin.

- Laisser les boites a température ambiante pendant 2 h.

- Incuber pendant 18 h a 37° C.

c. Lecture :
La lecture se fait en mesurant avec précision les diamétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un

pied a coulisse métallique, a I’extérieur de la boite fermée.
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&
’
' Sulfamide testé
2 1 05 Témoin
pgiml pgiml pgiml acétone
32 16 8 4
L aisser a temp érature pegml pg/ml pg/ml pg/ml
ambiante pendant 2heures
Aprés 18Sheures d’mcubation a 37°C
A _
i Mesuredu 512 256 128 64
i diametre de pgfml pgfml pgiml pgiml
: lazone
V¥ d’inhibition

Figure 18 : Détermination des diamétres des zones d’inhibition
des nouvelles molécules de sulfamides 1a-d et 2a-f.

2.6.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

a. Principe :
C’est la plus petite concentration d’antibiotique qui inhibe toute culture visible d’une souche

bactérienne apres 18 heures de culture a 37° C.

Dans une série de tubes, on répartit une quantité égale de bouillon nutritif ensemencé d’une dose
connue de la souche bactérienne a étudier.

On distribue ensuite dans les tubes, 1’antibiotique a tester en quantité croissante. Le premier tube
ne recoit que la bactérie en suspension et constitue le tube témoin (T) sans antibiotique.
L’ensemble des tubes est mis a I’étuve a 37° C. La croissance bactérienne dans chaque tube sera
évaluee sur la DO en fonction du temps d’incubation, ou par rapport au témoin (Boulahbal,
2006).
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b. Protocol expérimental (Figure 19):

- Préparer une série de 12 tubes stériles pour chaque souche contenant chacun 9 ml de bouillon
nutritif.

- Le 12°™ tube ne recoit que la bactérie en suspension et constitue le témoin positif.

- Etiqueter chaque tube (souche +dilution).

- Préparer un inoculum a partir d’une culture pure de 18 h ; sur milieu d’isolement, racler a 1’aide
d’une ance de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- Décharger I’ance dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne.

- Ensemencer les tubes en ajoutant un inoculum a partir de chaque suspension dans les tubes.

- Le tube 1 ne contient pas de sulfamide, ¢’est le témoin. Les tubes de 2 a 11 contenant chacun 1
ml de sulfamide avec des concentrations croissantes : 0,5, 1, 2, 4 jusqu’a 512 pg/ml.

- Incuber a 37° C pendant 18 h.

c. Lecture :
La lecture se fait par comparaison avec le tube témoin ; la dilution qui donne le premier tube

clair c’est-a-dire pas de croissance bactérienne, détermine la CMI (Rahal, 2005).
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9 ml Bouillon nuiritif
1mlde sulfamide a testé
9 11 Bo uillo n nutritif Inoculum hactérien
Inoculum hactéxien
Témoin 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 05
pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml  pgfml  pg/ml pgiml
Incubation
18heuresa 37°C CMI

Gélose nutritive
Incubation
18heuresa 37°C

Lesmolécules de sulfamides
sonthactériostatiques

CMB

Figure 19 : Détermination de la CMI et la CMB des nouvelles molécules
de sulfamides 1a-d et 2a-f.

2.6.4. Détermination de la CMlsget la CMlg :

a. Détermination de la CMI s :

La concentration de chaque agent antimicrobien, qui inhibe 50% (MICsp) des souches, a été
calculé pour chaque sulfamide testé selon la formule géométrique suivante (Smith et al., 1986 ;
Hojabri et al., 2013):

CMls = (M<50) + (n =X)x[(M>50)—(M<50)]
Y

M <50 : CMI du pourcentage cumulatif le plus élevé au-dessous de 50%.
M> 50 : CMI du pourcentage cumulé le plus bas au-dessus de 50%.

n : égal a 50% du nombre des organismes testés.

X : nombre d'organismes présents dans le groupe en M <50.

Y : nombre d'organismes dans le groupe a M> 50.
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b. Détermination de la CMlg :

La concentration de chaque agent antimicrobien, qui inhibe 90% (MICg) des souches, a été
calculé pour chaque sulfamide testé selon la formule géométrique suivante (Smith et al., 1986 ;
Hojabri et al., 2013):

CMlgg = (M<90) + (n =X)x[(M>90)—(M<90)]
Y

M <90 : CMI du pourcentage cumulatif le plus élevé au-dessous de 90%.
M> 90 : CMI du pourcentage cumulé le plus bas au-dessus de 90%.

n : égal a 90% du nombre des organismes testés.

X : nombre d'organismes présents dans le groupe en M <90.

Y : nombre d'organismes dans le groupe a M> 90.

2.6.5. Détermination de la CMB :

a. Principe :
C’est la plus petite concentration d’antibiotique ne laissant subsister que 0,01% ou moins de
survivants de I’inoculum initial aprés 18 h de culture a 37° C. Cette valeur caractérise 1’effet

bactéricide d’un antibiotique.

b. Protocol expérimental (Figure 19) :
Un volume de 0,1 ml de tous les tubes qui ne montrent pas de turbidité est subcultivé sur un

milieu de gélose nutritive et incubé a 37° C pendant 18 h.
2.6.6. La cinétique d’action des molécules de sulfamides :

a. Principe :

La cinétique d’action des nouvelles molécules de sulfamides ou la courbe de bactéricidie, est un
pré-requis indispensable lors de 1’évaluation du potentiel antibactérien de nouvelles molécules.
Elle permet de suivre 1’évolution de la croissance bactérienne sur 24 heures, voire 48 heures,
avec des préléevements a différents intervalles de temps (0, 2,4, 6, 8 ... 24 et 48 h) (Grare et al.,
2010).

b. Protocol expérimental :

Les suspensions bactériennes ont été préparées dans l'eau physiologique stérile a une DO de
0,08 lue a 625 nm puis inoculées dans un bouillon Muller-Hinton.

Les dérivés de sulfamide ont éte ajoutés a la concentration de la CMI déterminées

précédemment.

63



Matériel et Méthodes

Une souche bactérienne seule sans traitement avec le sulfamide a été utilisée en tant que témoin
de la croissance bactérienne.
La DO a 625 nm est mesurée chaque 2 h d’incubation pendant 48 h (0, 2, 4, 8, 12, 24 et 48 h).

2.6.7. Control de la stabilité des molécules testées :

La synthése chimique des sulfamides ayant fait 1’objet de ce travail a été finalisé en Juin 2012.
Ainsi, notre travail s’est étalé sur la période de 4 ans allant de Juin 2011 & Juin 2015.

Ces molécules ont été conservées a température ambiante, loin de la lumiére et de I’humidité.
Nous avons évalué la stabilité des molécules de sulfamides testés, périodiquement tous les 3
mois sur les souches de références, et ce, pendant toute la période de notre travail.

D’autre part, cette évaluation a été également réalisée grace a une Chromatographie sur Couche
Mince (CCM) afin de confirmer la stabilité et mettre en évidence une éventuelle dégradation des

molécules.

a. Principe :

La chromatographie est une méthode d’analyse chimique de séparation physique, d’identification
et de purification d’une molécule ou d’un mélange de molécules; elle est basée sur les
différences d’affinité des substances a 1’égard de deux phases, une phase stationnaire solide
(support en silice), une phase mobile liquide (éluant) constituée par un systéme de solvant.

Elle consiste a placer sur une feuille (papier, silice ou autre) une tache et de la laisser éluer en la
trempant dans un solvant ou un mélange de solvant (appelé éluant). L’¢éluant diffuse le long du
support. La tache migre sur la feuille plus ou moins vite selon la nature des interactions gu'elle

subit de la part du support et de I'éluant (Levine, 1990).

b. Protocol expérimental (Bounias, 1983 ; Levine, 1990):

» Préparation de la cuve
Une cuve de chromatographie se compose de la cuve et d'un couvercle. Le couvercle sert d'une
part & éviter I'évaporation du solvant mais surtout a réaliser la CCM en atmospheére saturée

(pression de vapeur saturante du solvant), de fagon a avoir des valeurs reproductibles.

- Préparer I'éluant en respectant les proportions du mode opératoire : Dichloromeéthane (caractere
polaire croissant des molécules) plus quelques gouttes (2 a 3 gouttes) de Méthanol afin
d’augmenter la polarité.

- placer 5 mm d’éluant au le fond de la cuve, puis fermer le couvercle.

- Découper les plagues de CCM aux dimensions convenables.

- Tracer au crayon un traita 1 cm au bas de la plaque.
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- Sur ce trait marquer 2 petits points a 1,5 cm de distance ou seront déposes les taches (une tache
correspond a la molécule témoin conservée en poudre ou huile, 1’autre tache correspond a la
molécule en dilution).

- Déposer a l'aide d'un capillaire fabriqué in situ avec une pipette pasteur les solutions sur chaque
point.

- Vérifier la densité du dépdt (de la molécule) sous lampe UV 265 nm.

» Elution ou migration :
- Placer la plaque dans la cuve, fermer et laisser I'éluant diffuser.
- Arréter la CCM lorsque le front d'éluant est arrivé a 1 cm du haut de la plaque (cette opération
prend 15 min, et dépend du support et de 1’éluant).
- Retirer la plaque et tracer au crayon le front de I'éluant.

- Sécher la plaque au pistolet.

» Reévélation
Certains composés sont colorés : il n'est pas nécessaire de les révéler. La plupart sont incolores
(molécules contenant des cycles aromatiques) et c’est le cas de nos molécules de sulfamides.
Dans ce cas la révélation se fait en mettant en contact la plaqgue CCM avec les UV, ensuite on
utilise un révelateur atomisant.

e Révélation UV :

Placer la plaque sous une lampe UV a 265 nm ; si elle est fluorescente, toute la plague apparait
verte sauf la ou sont les taches que I'on entoure au crayon. Les dérivés aromatiques absorbent
I'UV ; on entoure les taches coloreées.

e Révélation par atomisation :

Cette technique utilise le ninhydrine comme révélateur pour les acides aminés (taches violettes
qui brunissent puis disparaissent en quelques jours)
La plague CCM est plongée dans la solution de ninhydrine, puis retirée et séchée a I’aide d’un

pistolet.
» Interprétation

La position finale da la tache (ou spot) est caractéristique de la molécule.
Selon le niveau de migration des deux spots, on peut conclure que la molécule est restée intégre
ou a subit une dégradation, révelée par I’apparition de plusicurs spots sur la méme ligne de

migration.
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2.7. Evaluation de la cytotoxicité :

a. Principe :

Le test de cytotoxicité permet la recherche d’un effet toxique sur un type cellulaire par une
méthode évaluant un paramétre donné, dans notre cas la viabilité/Iétalité cellulaire, dans le but de
déterminer la concentration qui tue 50% des organismes (LC50).

La cytotocycité est évaluée en utilisant un test biologique simple pour la détection de substances
toxiques vis-a-vis d’un petit crustacé ou un systéme zoologique appelé Artemia salina (A. salina)
ou encore les crevettes de saumure. La technique se base sur la détermination de la valeur de la

CL50 en pg/ml des molécules de sulfamides présents dans le milieu (Meyer et al., 1982).

b. Protocol expérimental :
L’évaluation de ’effet cytotoxique des nouvelles molécules de sulfamides la-d et 2a-f a été

réalisée et interprétée selon Geran et al., (1972) et Meyer et al., (1982).

» Préparation des échantillons :
- Les dérives de sulfonamides des deux nouvelles séries 1la-d et 2a-f testées ont été dilues dans
de I'acétone, puis des dilutions géométriques de raison 2 ont été préparées allant de 0,5 pg/ml a
512 pg/ml.
- 0,5 ml de chaque dilution est transféré dans un tube stérile ; 3 tubes son préparés pour chaque

dilution de chaque molécule.

» L'éclosion de I’Artémia salina:
L’éclosion des ceufs des crevettes de saumure se fait dans une cuve plate rectangulaire peu
profonde (22 x 32 cm) remplie d'eau de mer artificielle préparée avec un mélange de sels
commerciaux et d'eau distillée.
Un séparateur en plastique avec plusieurs trous de 2 mm a été introduit dans la cuve de facon a
avoir deux compartiments inégaux. Les ceufs (50 mg) ont été disperses dans le compartiment le
plus grand qui a été rendue sombre, tandis que le petit compartiment reste exposé a une source
de lumiere.
Apres 48 heures, les nauplii phototrophes (larves d’A. salina) sont recueillies a 1’aide d’une
pipette du coté éclairé de la cuve aprés avoir étre débarrassées de leur coquilles.

» Procedure du test :
- Transférer dix nauplii récupérés a 1’aide d’une pipette Pasteur (capillaire en verre) dans un tube

a essai contenant 4 ml d’eau de mer artificielle et 0,5 ml du compose a testé a la concentration
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voulue ; compléter le volume & 5 ml avec la solution d’eau de mer artificielle. Chaque
concentration est testée en triplicate.

- Préparer un tube témoin contenant 5 ml de la solution d’eau de mer artificielle, deux gouttes
d’acétone et dix nauplii.

- Ajouter une suspension de levure séche (3 mg dans 5 ml d'eau de mer artificielle) dans chaque
tube comme source de nourriture aux nauplii.

- Maintenir les tubes a température ambiante pendant 24 h sous légére source de lumiere.

C. Lecture :
Apres 24 h, comptabiliser les nauplii (larves) survivantes dans chaque tube.
La Concentration létale 50 (LC50) de chaque molécule de sulfamide a été calculée a l'aide de du

logiciel Prism 5.

2.8. Evaluation de la génotoxicité :

» Preparation des dilutions :
Etant donné que ’acétone est toxique Vis-a-vis des souches de S. typhimurium utilisées dans le
test d’Ames, nous avons préparé les différentes dilutions des sulfamides a tester dans le DMSO
qui est le solvant de choix pour ce test. Doté d’une DL50 supérieure a 10 g/kg par voie orale
chez la plupart des especes le DMSO peut étre considéré comme une substance relativement
atoxique (Bégin et al., 2002).

Les dilutions ont été préparées de la méme fagon que I’activité antibactérienne.

2.8.1. Le test d’Ames :

Le test d’Ames a été réalisé selon la méthode de préincubation décrite par Maron et Ames,
(1983).

La technique de préincubation est jugée plus sensible que celle de I’incorporation car les
métabolites mutagenes peuvent avoir une meilleure chance de réagir avec les souches tests dans

un petit volume de préincubation (Mortelmans et Zeiger, 2000).

a. Principe :

Le test d’Ames est un test a court terme basee sur des mutations réverses spécifiquement congu
sur des bactérien pour détecter un large éventail de substances chimiques qui peuvent produire
des dommages génétiques qui conduisent a des mutations de génes.

Ce test utilise des souches de Salmonella typhimurium histidine-dépendantes. Ces souches
présentent des mutations dans le gene de ’opéron histidine de type substitution de paires de

bases (TA100 et TA1535) ou frameshift (TA98) et ont été choisis parce qu'elles sont facilement
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réversibles par les agents chimiques mutagénes. Ainsi, elles subissent une mutation ultérieure qui
restaure leur capacité a synthétiser I'histidine et seront en mesure de croitre et former des
colonies sur les boites de gélose minimale. Le nombre de colonies révertantes formées apres le
traitement fournit une mesure du pouvoir mutagene de la substance d'essai dans ce test systéeme
(Zeiger, 2014).

Dans la méthode de pré-incubation, les souches tests sont exposées a la substance chimique pour
une courte periode (20-30 min) dans un petit volume (0,5 ml) du mélange S9 d’activation
enzymatique, avant ensemencement sur milieu d’agar minimale enrichie de glucose (agar GM) et

supplémentée avec des traces d'histidine.

b. Protocol expérimental :
> Activation et croissance des souches tests :

- Les souches de génotoxicité TA100, TA98 et TA1535 sont recus sous forme d’un petit disque
contenu dans un flacon stérile. Transférer le disque dans 5 ml de bouillon nutritif.

- Recouvrir le tube avec du papier aluminium pour éviter le contact avec la lumiére.

- Incuber la culture en bouillon nutritif a 37 °C pendant une nuit avec agitation.

- Aprés incubation, ensemencer des boites de gélose nutritive et des boites d’agar minimal
enrichies.

- Incuber les boites de gélose nutritive pendant 24 h, et les boite d’agar minimale enrichie
pendant 48 h.

- Lorsqu’une bonne croissance est observée avec pureté des cultures, inoculer 5 ml de bouillon
nutritif avec un petit inoculum & partir de colonies isolées. Aprés une nuit d’incubation avec

agitation a 37 °C, confirmer les génotypes des souches d'essai comme suit :

» Analyse génétique des souches tests : Confirmation des caractéres génétiques des

souches :

Les souches de S. typhimirium doivent étre, préalablement, analysées pour leur intégrité

géneétique et eventuellement pour vérifier le taux de mutations spontanees.

L’analyse de l'intégrité génétique de chaque souche utilisée doit également étre effectuée avant et
pendant chaque expérience, afin de s’assurer que chaque souche contient les mutations uvrB, et

rfa, ainsi que le plasmide approprié.
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a. La dépendance a histidine et a la biotine (his, bio) :
La délétion uvrB, dans les souches, de Salmonella supprime également les genes de la biotine

(bio) de sorte que les souches uvrB nécessitent la biotine pour la croissance.

- Ensemencer, par une seule strie, les souches test et une souche sauvage de Salmonella (témoin
positif) a I’aide d’un écouvillon ou une ance de platine. L’ensemencement se fait sur une boite de
gélose minimal supplémentée de la biotine seule (bio), et sur une boite additionnée d’un excés de
biotine et histidine (bio/his).

- Incubation a 37°C pendant 24 h.

- La croissance doit étre observée chez toutes les souches dans les boites contenant de

I'histidine/biotine, mais pas dans les boites contenant uniquement la biotine.

b. La résistance a ’ampicilline et 1a sensibilité au Cristal Violet (la mutation rfa) :
La résistance a I’ampicilline confirme la présence du plasmide PKM101 chez les souches TA100

et TA98. La sensibilité au Cristal Violet confirme la présence de la mutation rfa.

- Ensemencer par écouvillonnage une boite de gélose nutritive ou une boite de Mueller Hinton a
partir d’une culture de nuit.

- Placez trois disques de papier buvard stériles dans le centre de chaque compartiment de la
boite.

- Appliquer 10 pl de la solution stérile de cristal violet & 0,1% sur le premier disque.

- Appliquer 10 pl de la solution d’ampicilline a 10 mg/ml sur le deuxiéme disque.

- Appliquer 10 pl d’eau distillée stérile sur le 3 troisiéme disque (témoin).

- Incuber a 37°C pendant 24 h.

Les souches TA100 et TA98 résistent a ’ampicilline, la TA1535 montre une sensibilité.

Toutes les souches devraient montrer une zone d'inhibition autour du disque de Cristal Violet.

c. La sensibilité aux UV :

Le but de ce test est de vérifier la présence de la mutation uvrB.

- Ensemencer sur gélose nutritive en boite de Petri, par une seule strie, la souche TA100, TA98
et une souche sauvage de Salmonella (souche témoin)

- Ensemencer sur gélose nutritive en boite de Petri, par une seule strie, la souche TA1535 et la
souche sauvage de Salmonella.

- Couvrir la moitié de chaque boite par une plaque en verre, puis irradier la boite par une lampe

UV a une distance de 30 mm.
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- Irradier pendant 8 secondes la boite contenant les souches TA100, TA98 et la souche sauvage.
- Irradier pendant 6 secondes la boite contenant les souches TA1535 et la souche sauvage.
- Incuber a 37°C pendant 24 h.

On note 1I’absence de croissance dans la partie exposée aux UV des souches tests, contrairement

a la souche sauvage de Salmonella qui n’a pas été affectée par les UV.

» Préparation du mélange d’activation métabolique S9 :
La fraction du foie du rat, S9 (MOLTOX, Molecular toxycology, Inc, USA) est utilisé dans le
test d’Ames en tant que systéme d'activation métabolique.
La préparation du mélange d’activation métabolique se fait comme suit (Mortelmans et Zeiger,
2000) :

- Mélanger le D-glucose-6-phosphate (423 mg) avec le NADH (124 mg).

- Mélanger 30 ml de la fraction de foie S9 avec le glucose-6-phosphate déshydrogénase (280 U).
- Mélanger les deux solutions précédemment préparées.

- Ajouter la solution FMN (Flavine mononucléotide, 96 mg/7ml).

- Le mélange S9 étre conservé dans la glace durant 1’expérience.

» Latechnique de pré-incubation (Figure 20) :
Avant chaque expérience, les souches TA100, TA98 et TA1535 sont incubées 37 °C pendant
une nuit dans un bouillon nutritif.
- Dans des tubes stériles, ajouter dans I'ordre suivant, avec agitation apres chaque addition :
0,05 ml de la solution chimique a tester ; 0,10 ml de la culture de nuit de la souche test a une
densité d’environ 1-2 x 10° UFC/ ml. Le test est réalisé avec (en ajoutant 0,50 ml du mélange
S9) et sans activation métaboligue.
- Incuber le mélange a 37°C pendant 20 min, avec agitation douce.
- Ajouter 2 ml agar molle (top agar) fondue et maintenue a 40-43°C dans chaque tube.
- Mélanger le contenu, et versez a la surface des boites de gelose minimale. Remuer doucement
la boite pour distribuer la gélose uniformément sur toute sa surface.
Lorsque la gélose a durci (2-3 min), les boites sont inversées et placées dans 1’étuve a 37°C
pendant 48 h.

Deux témoins positifs sont testés de la méme facon ; il s’agit du 4NQO, et du sodium azide
(Tableau 8).
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Tableau 8 : Produits chimiques de contréle positif pour le test d’Ames
(sans activation métabolique par le S9). (Mortelmans et Zeiger, 2000).

Souches Produits chimiques de controle (ug/ml)

TA100 Sodium azide (5)
TA98 4-Nitro-o-phenylenediamine (4-NQO) (2,5)
TA1535 Sodium azide (5)

» Lecture et interprétation:

- Une réponse positive dans l'une des souches d'essai est suffisante pour démontrer qu'une
substance est mutagene et qu'il y a une forte probabilité qu’elle soit carcinogéne chez les
animaux de laboratoire (typiquement des rats et des souris).

- Un test est considéré comme positif s’il y a une réponse liée a la dose dépassant au moins deux
fois le contréle (Tableau 9).

- Pour toutes les souches d'essai avec une faible fréquence de mutants (nombre faible de
mutants), cas de la souche TA1535, une dose-réponse conduisant a une multiplication par trois
est considérée comme positive (Pillco et Pefia, 2014).

- La probabilité que le produit chimique soit un agent cancérigene est la méme quelle que soit la

souche, ou le nombre de souches d'essai, pour laquelle la substance chimique est mutagene.

Tableau 9 : Nombre de révertants spontanés de contrdle pour les souches d'essai
de S. typhimurium (Pillco et Pefia, 2014).

Nombre de révertants
Souches Maron et Ames Mortelmans et Zeiger Pillco (2011)
(1983) (2000)
(-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
TA98 30-50 - 20-50 20-50 22-80 22-80
TA100 120-200 - 75-200 75-200 60-220 60-220
TA1535 - - 5-20 5-20 - -
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Figure 20 : Protocole expérimental du test d’ Ames, méthode de pré-incubation.
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2.8.2. Le SOS ChromoTest :

Le SOS Chromotest & été réalisé en utilisant le SOS ChromoTest™ kit, (ebpi : environment bio-
detection products inc. CANADA)

a. Principe :

Le SOS Chromotest est un test colorimétrique, in vitro, qui mesure la capacité d’un agent
chimique a induire le systéme de réparation dit SOS, chez E. coli, au moyen d'une fusion des
genes du systeme SOS avec le gene de structure pour la B-galactosidase.

La souche test d’E. coli PQ37, utilisée dans le SOS chromotest, porte une fusion sfiA :: lacZ et a
une délétion de la région lac, de sorte que I’activité de la B-galactosidase est strictement
dépendante de I'expression sfiA. En outre, la souche est génétiquement congue plus sensibles aux
agents génotoxiques: elle est dépourvue de la voie de réparation par excision (uvrA de mutation)
de telle sorte qu'un certain nombre de Iésions n’est pas, ou est lentement réparé ; en plus, la
présence d’une mutation (rfa) rend la paroi cellulaire plus perméable a un certain nombre de
composés. La Synthése constitutive de la phosphatase alcaline, une enzyme indépendante du
systéeme SOS, sert de control de la toxicité (Quillardet et Hofnung, 1985 ; Binet, 2001).

b. Protocole expérimental (Figure 22) :

» Culture de nuit des bactéries :
- Retirez le flacon du milieu de croissance préalablement conservé au réfrigérateur ainsi que le
flacon de bactéries conservé au congélateur.
- En utilisant des conditions aseptiques transférer le milieu de croissance dans le flacon
contenant les bacteries.
- Agiter rapidement le flacon pour s'assurer que les bactéries sont bien dispersées dans le milieu
de culture. Incuber a 37°C pendant 16 a 18 h.
- Examiner visuellement la turbidité du flacon contenant les bactéries cultivées pendant la nuit.

Mesurer la DO a 600 nm par rapport au milieu frais (blanc), ajuster la DOgg a 0,05.

» Letest:
- Déposer, dans une microplaque de 96 puits, 10 pl de la solution saline dans chaque puits.
- Récupérer le témoin 4NQO du congélateur, ainsi que tous les échantillons a tester.
- Déposer 20 ul de la solution 4NQO dans le puit 2A ; retirer 10 pl du puit 2A et le déposer dans
le puits 2B ; bien mélanger et retirer 10 pl et les déposer dans le puits 2C. Continuer cette
opération jusqu'au puits 2G. Retirer 10 pl du puits 2G et s’en débarrasser (le puits 2H est une
référence et ne contient aucun des échantillons ou des controles).
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- Prendre les échantillons a tester (sulfamides 1a-d et 2a-f), et les distribuer en double dilution de
la méme maniére que le contréle (Figure 21).

- Une fois la DOggo de la culture bactérienne est égale a 0,05, distribuer 100 pl de la culture
bactérienne dans chaque puits de la microplaque y compris la rangée H.

- Incuber la microplaque a 37 °C pendant 2 h. Pendant ce temps, les bactéries sont exposées a la
matiére qui contient les génotoxines présumés.

- Aprés deux heures d'incubation, rajouter le substrat chromogene.

La procédure a suivre est la vérification quantitative de I'activité simultanée de la B-galactosidase

et la phosphatase alcaline (analyse par instrumentation).

T+ la 1b 1c 1d T1
4-NQO 512 (1a) | 512(1b) | 512(1c) | 512(1d)| 4(1a) | 05(1b) | 1(1d) | 512(T)
4-NQO | 256(1a)| 256(1b)| 256 (1c) | 256(1d) | 2(1a) | 4(1) |05(1d) | 256(T)
4-NQO 128(1a) | 128(1b) | 128(1c) | 128(1d)| 1(1a) | 2(1¢) a(m 128(T)
4NQO | 64(1a) | 64(1b) | 64(1b) | 64(1b) | 0,5(1a) | 1(1c) 2(1) 64 (T)
ANQO | 35(1a) | 32(1b) | 32(2b) | 32(b) | a@b) | 05010 | 1(m) | 32(7
4NQO | 16(1a) | 16(1b) | 16(1b) | 16(1b) | 2(1b) | 4(1d) | 05(T) | 16(T)
4NQO | 8(1a) | 8(1b) | 8(1b) | 8(1b) | 1(1b) | 2(1d) - 8(1)
@ | Banc | T- T- T- T- T- T- T- | T
T+ 2a 2b 2C 2d 2e 2f T2
ANQO |[512(2a) | 512(2b) [512(2) | 512(2d) | 512(2¢) | 512(2) | 4(2a) |05(2b) | 1(2d) | 2(20) | 512(12)

4-NQO | 256(2a) | 256(2b) | 256 (2c) | 256 (2d) |256(2e) | 256 (2f) 2(2a) 4 (2¢) 0,5 (2d) 1(2f) 256 (T2)

4-NQO | 128(2a) | 128(2b) |128(2c) | 128(2d) | 128 (2¢) | 128(2f) 1(2a) 2 (2¢) 4(2e) | 0,5(2f) | 128(T2)

4-NQO 64 (2a) | 64 (2b) 64 (2c) 64 (2d) | 64(2d) 64 (2f) 0,5 (2a) 1(2¢) 2(2e) 4(12) 64 (T2)

4-NQO 32(2a) | 32(2b) 32(2¢) 32(2d) | 32(2d) 32 (2f) 4 (2b) 0,5 (2¢) 1(2e) 2(12) 32(12)

4-NQO 16(2a) | 16(2b) | 16(2c) | 16(2d) | 16(2d) | 16(2f) | 2(2b) a(2d) | 05(2) | 1(12) | 16(12)
4-NQO 8 (2a) 8 (2b) 8 (2¢) 8(2d) | 8(2d) 8 (2f) 1(2b) 2 (2d) 4 (2f) 0,5 (T2) 8(T2)
Blanc T- T- T- T- T- T- T- T- T- T- T-

Figure 21 : Distribution des différentes concentrations des molécules 1a-d (a) et 2a-f (b) ainsi
que les deux molécules témoins dans les microplaques du SOS Chromotest.
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» Controle de I'activité simultanée de la g-galactosidase et de la phosphatase alcaline :

- Transférer le chromogene bleu sur le substrat de la phosphatase alcaline en poudre ; bien
mélanger.

- Ajouter 100 ul du mélange obtenu (Chromogene bleu et phosphatase alcaline) dans chaque
puits de la plague.

- Incuber la plaque a 37 °C pendant 60 a 90 min jusqu'a ce qu’une couleur verte apparaisse.

- Si une couleur jaune se développe dans les puits au lieu de la couleur verte, cela signifie la
viabilité des bactéries sans développement d’une activité génotoxique.

- Ajouter 50 pl de la solution d'arrét a chaque puits de la plaque.

- Lire la DO a une longueur d’onde de 615 nm afin de mesurer 1’activité génotoxique.

- Lire la DO a une longueur d’onde de 405 nm afin de déterminer la viabilité des bactéries.

C. Calcul du potentiel d’induction SOS (SOSIP) .

Afin de calculer le SOSIP, on doit tout d’abord tracer et identifier la partie positive linéaire de la
courbe (a et b), la DO (mesurée a 615 nm) augmente linéairement avec la concentration du
produit testé. Le potentiel d’induction SOS (SOSIP) est la pente de la partie linéaire de la courbe,

et est donnée par I'équation suivante:
(1) SOSIP= 10X (OD,- ODp)/ (Ca- Cp)

L'expression "(C,- Cp)” dans I'équation (1) permet d’exprimer le résultat en hano-moles par puits
de réaction.
L'équation (2) transforme les valeurs de concentration de I'activité des microgrammes en nano-
mole :

(2) C=CONC XVOL /MW

CONC : Concentration du matériel testé en pg/ml,
VOL : Volume de la solution de la matiére testée dans le puits en microlitres.
MW : Poids moléculaire du produit testeé.

Le SOSIP calculé pourrait changer de temps en temps en raison du changement des conditions
d'incubation, de 1’a4ge de la bactérie etc...; il serait recommandé de corriger les valeurs en

fonction de l'activité d’un standard connu. La procédure est la suivante :

Dans chaque plaque chromotest, le standard 4-NQO fourni est dilué selon les instructions du

manuel du Kit. Calculer le SOSIP pour le 4-NQO comme décrit ci-dessus. Diviser le SOSIP
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obtenu par 71 pour obtenir un facteur de correction de SOSIP (71 est la valeur publiée par
Quillardet et al., (1982), pour le 4-NQO dans la procédure originale du SOS Chromotest).
Diviser toutes les valeurs SOSIP obtenues, pour les molécules testées, par le facteur de

correction.
2.9. Analyse statistique :

L'analyse des données a été effectuée en utilisant le logiciel d’analyse des variances (ANOVA)
suivie par le test t Student.
Tous les résultats sont exprimés en moyenne + DS (Déviation standard).

La signification statistique a été considérée a p <0,05.
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Figure 22 : Protocole expérimental du SOS Chromotest (Web 8).
77



o)

RESULTATS




Résultats

1. Isolement et identification des souches :

1.1. Répartition des souches par espéce :

Dans notre étude les especes isolées sont représentées principalement par P. aeruginosa,

S. aureus, E. coli et K. pneumoniae avec les pourcentages respectifs : 25,33 %, 15,20%,
12,16% et 11,78%. Les autres especes sont réparties selon des pourcentages relativement
semblables (Tableau 10, Figure 23).

Pourcentage (%)
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Figure 23 : Répartition des souches bactériennes isolées selon les espéces.

1.2. Répartition des souches selon I’établissement d’isolement :

Afin de différencier les souches nosocomiales des souches communautaires, nous avons
classé¢ chaque souche selon I’origine de 1’établissement ou le prélévement a été récupéré
(Tableau 10).

Selon les résultats obtenus, 46,18% soit un total de 121 souches ont été isolées chez des
patients hospitalisés au niveau des CHU Annaba (infections nosocomiales), et 53,81% soit un
total de 141 souches ont été isolées au niveau des laboratoires privés d’analyses médicales de

la ville d’Annaba (infections communautaires).
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Tableau 10 : Répartition des souches selon 1’établissement d’isolement.

bactériennes Nombre % Nombre % souches € s((();)():hes
S. aureus 26 65 14 35 40 15,2
E. faecalis 3 50 3 50 6 2,28
E. coli 07 21,87 25 78,12 32 12,16
K. pneumoniae 15 48,38 16 51,61 31 11,78
K. oxytoca 3 30 7 70 10 3,8
P. mirabilis 10 52,63 9 47,36 19 7,22
P. vulgaris 2 20 8 80 10 3,8
E. cloacae 3 30 7 70 10 3,8
E. aerogenes 0 0 3 100 3 1,14
S. marcescens 0 0 5 100 5 1,9
S. fonticola 0 0 1 100 1 0,38
S. odorifera 0 0 1 100 1 0,38
Salmonella sp. 5 100 0 0 5 1,9
C. freundii 2 50 2 50 4 1,52
P. aeruginosa 34 53,12 30 46,87 64 25,33
A. baumannii 11 52,38 10 47,61 21 7,98
Total 121 / 141 / 262 100

1.3. Répartition des souches selon I’origine du prélevement :

Pour les prélevements d’origine hospitaliére, la plupart des souches ont été isolées a partir de pus

(Iésions cutanées et pieds diabétiques) (32,23%), et de prélévements distaux protégés (24,79%)

(Figure 24).

Les souches d’origine communautaire ont été majoritairement isolées a partir des urines

(73,23%), et de prelevements de pus (21,83%), (Figure 25).
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Figure 24 : Répartition des souches nosocomiales selon le type de prélevement.

2129 496%

1,41% m Urines

HPus

= Selles

H Prélevement vaginal

B Sperme

Figure 25 : Répartition des souches communautaires selon le type de prélévement.

1.4. Répartition des especes bactériennes selon le sexe :

La répartition, selon le sexe, des souches isolées faisant I’objet de cette étude montre un sexe
ratio Hommes/Femmes de 0,95 (prédominance féminine).

Pour les infections nosocomiales, le sexe ratio Hommes/Femmes est de 1,10 (prédominance
masculine), alors que pour les infections communautaires, le sexe ratio Hommes/Femmes est de

0,84 (prédominance féminine) (Figure 26).
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Figure 26 : Répartition des espéces bactériennes isolées selon le sexe des patients.

1.5. Répartition des souches selon I’age des patients :

L’age des patients varie entre 6 mois et 88 ans. Les tranches d’age les plus exposées aux

infections bactériennes sont situées entre 20 et 60 ans. On note également un nombre

important de patients dépassant les 60 ans; il s’agit d’une population dont le systéme

immunitaire est affaiblit.

Dans le cas des patients hospitalisés, I’age varie entre 6 mois (liquide pleural) et 88 ans

(urines). Pour les patients atteints d’infections communautaires, 1’age varie entre 9 mois et 88

ans (urines) (Tableau 11).
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Tableau 11 : Répartition des espéces bactériennes selon 1’dge des patients.

Intervalles
d’age

<1ans

1-5

6-10

11-20

21-30

31-40

41-50

51-60

> 60

Souches
bactériennes

pd

@)

z
(@)

2
(@)

=2
(@)

2
@)

=2
@)

2
(@]

z
(@)

=2
(@)

S. aureus
E. faecalis
E. coli
K. pneumoniae
K. oxytoca
P. mirabilis
P. vulgaris
E. cloacae
E. aerogenes.
S. marcescens
S. fonticola
S. odorifera
Salmonella sp.
C. freundii
P. aeruginosa
A. baumannii

~ P~~~ ~— e~~~ o~~~ ~

~ e~~~ i~~~ N N N N N - P~ ~

PR o~~~ o~ o~ - N ————_—_—-N
~ e~ - N~ N N N N NN - -~ -

N O~~~ o~~~ o~~~ — o~~~ - -
~ O~ ~ ~ N~ N~ N~ W - RPN —-W—PFr, -~ -

P N ~N~PFP N~ N NN NNPFP N NN B>
PN~~~ FP FPDN-SDTNDDMN -~

PN ~F ~~"~~N~~~~DMN~-~WPFrPr -
NO~~~~~~FPFPDNFPDMNMNDdDd~~®

P N N~ N N N N~~~ PFP P NNDNDNND-WwW
WOl ~~~~~ NP LWOWPF ~W,r,owowu

P N~F ~“N~~~~—~~—~—~DN>—-PFPPFPw>
N U~~~ ——F —— DN —-DNMNWW— PR

N O~~~ N~~~ DNFDNPFP O
P W F ~~N~~FF SFP ~NNDNPFP W-=DN

N~~~ PFDNDDNNPFP DD -

o
N
P NP ~FP NN~~~ -FPFP®®WO W

w

N : Nosocomiale.
C : Communautaire.

2. Antibiogramme standard:

2.1. Antibiogramme standard des souches a Gram positif :

2.1.1. Antibiogramme standard des souches de S. aureus :

Les souches de S. aureus montrent une grande résistance vis-a-vis de la majorité des

antibiotiques testés a savoir les B-lactamines : la penicilline (97,5%), 1’oxacilline (67,5%) et la
cefoxitine (70%) (Photo 1).

La résistance a la céfoxitine a été confirmée par le test de screening a I’oxacilline (Photo 2).

Ainsi, 28 souches de S. aureus dites MRSA (S. aureus Résistant a la Méticilline) ont été isolées ;

elles sont constituées de 22 souches nosocomiales (13 souches isolées a partir de pus, 2 souches

isolées a partir des urines, 2 souches isolées a partir de PDP et 5 souches isolées a partir de sang),

et de 6 souches communautaires (4 souches isolées a partir des urines et 2 souches isolées a

partir de pus).

Les souches de S. aureus qui se sont montrées les plus résistantes sont des souches

nosocomiales ; en plus de leur résistance aux B-lactamines elles résistent aux aminosides : la
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streptomycine (100%), la kanamycine (90%), la tobramycine (75%), I’amikacine (62,5%), la
gentamicine (57,5%), la clindamycine (30%), la lincomycine (55%), la vancomycine (17,5%), la
teicoplanine (30%) et au trimethoprime/ sulfamethoxazole (35%). Néanmoins, quelques souches
communautaires ont développé des résistances tout comme pour le cas de la penicilline (30%), la
kanamycine (30%), la streptomycine (100%), le sulfamide SSS (27,5 %), la rifampicine (32,5%)
et I’acide fusidique (27,5 %).

Les souches résistantes a la vancomycine sont des souches nosocomiales isolées a partir de pus
(3 souches), PDP (2 souches) et sang (2 souches).

Toujours dans le cas des souches nosocomiales, la rifampicine, les sulfamides (SSS), 1’acide
fusidique et la tétracycline présentent, respectivement, les pourcentages de résistance suivants :
97,5% 87,5%, 82,5% et 80%.

Néanmaoins, on note une bonne sensibilité vis-a-vis de la vancomycine (82,5%), la clindamycine
(70%), la teicoplanine (70%) et le triméthoprime/sulfaméthoxazole (65%) (Tableau 12).

Tableau 12 : Résultats de 1’antibiogramme standard des souches de S. aureus.

Familles Antibiotiques S. aureus (%)
P 97,5
OX 67,5
B-lactamines | Céphalosporine FOX 70
de 2eme
génération
™ 75
AK 62,5
Aminosides GM 57,5
K 90
S 100
Quinolones OFX 62,5
E 52,5
CN 30
Macrolides L 55
PT 60
. VA 17,5
Glycopeptides TEC 30
Sulfamides SXT 35
SSS 87,5
Polymyxines CS 60
Fosfomycines FOS 52,5
Phénicols C 52,5
Tetracyclines TE 80
RA 97,5
Autres A 825
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S. aureus ATCC 43300

S. aureus ATCC 29213 Souche testée

Photo 2 : Screening test d’une souche de S. aureus résistante a la Méticilline (MRSA).
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La présence d’une culture bactérienne de plus d’une colonie dans la zone ou la souche clinique a
été ensemencée, comparée au témoin positif S. aureus ATCC 43300 résistante a 1’oxacilline,

montre que cette dernicre est également résistante a 1’oxacilline et elle est dite SARM.
2.1.2. Antibiogramme standard des souches d’E. faecalis :

Les souches d’E. faecalis montrent une résistance vis-a-vis de la plupart des antibiotiques testés.
Cette résistance est importante vis-a-vis de I’erythromycine (66,66%) et la tétracycline (83,33%).
On note néanmoins une sensibilité de 100% vis-a-vis de la pénicilline, ’amoxicilline,
amoxicilline/acide clavulanique, la ciprofloxacine, le chloramphénicol et le nitrofurantoine
(Tableau 13).

Les souches d’E. faecalis nosocomiales ou communautaires, isolées a partir des prélevements

urinaires, montrent des résistances similaires.
Une souche nosocomiale a présenté une résistance a I’imipenéme et a la vancomycine.

Tableau 13 : Résultats de 1’antibiogramme standard des souches d’E. faecalis.

Familles Antibiotiques E. faecalis (%)
P 0
OX 100
AM 0
Aminopénicillines+
p-lactamines inhibiteur de AMC 0
p-lactamase
Céphalosporine de FOX 100
2éme génération
Carbapénemes IMP 16,66
™ 100
AK 100
Aminosides GM 100
K 100
S 100
. OFX 100
Quinolones cIp 0
E 66,66
Macrolides CN 100
L 100
Glycopeptides VA 16,66
. SXT 100
Sulfamides SsS 100
Phénicols C 0
Tetracyclines TE 83,33
Furanes (nitrofurantoine) F 0
Autres RA 33,33
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2.2. Antibiogramme standard des souches a Gram négatif :

2.2.1. Antibiogramme standard des souches a Gram négatif fermentaires :

Les résultats de I’antibiogramme d’E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis et P.

vulgaris sont présentés dans le Tableau 14.

Les souches d’E. coli montrent une résistance importante vis-a-vis de la plupart des antibiotiques
testés avec des pourcentages allant de 50% (céfotaxime) a 100% (cefalotine, amoxicilline/acide
clavulanique, ticarcilline et tobramycine).

Certaines souches ont également montré une résistance au reste des antibiotiques tout comme
pour le cas des Céphalosporines de 3*™ génération, oll les souches communautaires isolées a
partir des urines ont été les plus résistantes pour la ceftazidime, la céfotaxime et la céftriaxone
avec des pourcentages respectifs de 40,62 %, 50 % et 31,25 %.

Néanmoins, ces souches restent sensibles a I’'imipénéme, I’amikacine, la gentamycine,
I’ofloxacine la fosfomycine et le chloramphénicol (Photo 3).

Les 3 souches résistantes a 1’ofloxacine sont nosocomiales et sont isolées a partir de PDP (2
souches) et de sperme (1 souche). Les 10 souches résistantes a I’acide nalidixique sont isolées a
partir des urines (2 souches nosocomiales et 6 souches communautaires), et a partir de PDP (2

souches nosocomiales).

Les souches de K. pneumoniae et K. oxytoca présentent des pourcentages de résistance similaires
pour tous les antibiotiques testés. En effet, on note pour les deux souches une résistance de 100%
pour la famille des PB-lactamines (céftazidime, céfotaxime, céfalotine et amoxicilline/acide
clavulanique), ainsi que pour la ticarcilline, tobramycine, gentamycine, sulfamides et
tetracycline.

Toute fois, les souches de K. oxytoca présentent 100% de résistance a la colistine, alors que les
souches de K. pneumoniae présentent 70,96% de résistance (Photo 4).

Concernant K. pneumoniae, parmi les 12 souches résistantes au céftriaxone, 2 souches ont été
isolées a partir des urines d’origine communautaire, 6 souches a partir de pus nosocomial et 4
souches a partir de PDP nosocomials. Les souches résistantes a la Céfoxitine sont isolées a partir
du sang (nosocomial).

Les deux souches de K. oxytoca isolées a partir de pus nosocomial sont résistantes au

trimethoprime/sulfamethoxazole.

P. mirabilis et P. vulgaris sont sensibles a la majorité des antibiotiques de la famille des

B-lactamines excepté 1’amoxicilline/acide clavulanique qui présente 100% de résistance.
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En ce qui concerne les souches de P. mirabilis on note une résistance pour 1’ofloxacine
(63,15%), ’acide nalidixique (73,68%) et le triméthoprime/sulfaméthoxazole (84,21%). Ces
pourcentages sont légerement supérieurs a ceux obtenus pour les souches de P. vulgaris et sont
respectivement de : 50%, 70% et 80%.

Les souches de P. mirabilis résistantes a 1’oflaxacine et a ’acide nalidixique sont respectivement
isolées a partir des urines communautaires, de pus et de préléevement vaginal nosocomial.

Les souches de P. mirabilis résistantes au trimethoprime/sulfamethoxazole sont isolées a partir
des urines (6 souches) et de pus (3 souches) communautaires ; 4 souches sont isolées a partir de
pus, 1 souche isolée a partir de PDP et 2 souches isolées a partir de prélevements vaginaux

nosocomials.

Les souches de P. vulgaris résistantes a I’oflaxacine et a I’acide nalidixique ainsi que les souches

sensibles au triméthoprime/sulfaméthoxazole sont isolées a partir des urines communautaires.

Tableau 14 : Antibiogramme standard des souches d’E. coli, K. pneumoniae,
K. oxytoca, P. mirabilis et P. vulgaris.

Familles Antibiotiques | E. coli S . K. oxytoca | P. mirabilis | P. vulgaris
pneumoniae
Céphalosporine CAZz 40,62 100 100 0 0
de 3°™ génération CTX 50 100 100 0 0
CRO 31,25 38,7 50 0 0
p-lactamines [ Cgphalosporine CF 100 100 100 0 0
de 2°™ génération FOX 0 9,67 0 0 0
Aminopénicillines
+ inhibiteur AMC 100 100 100 100 100
De B-lactamase
Monobactames ATM 70,87 93,54 100 100 100
Carbapénemes IMP 0 0 0 0 0
Carboxpenicilline TIC 100 100 100 100 100
™ 100 100 100 0
Aminosides AK 0 77,41 80 0
GM 0 100 100 0 0
OFX 9,37 41,94 50 63,15 50
Quinolones NA 31,25 70,96 80 73,68 70
CIP 21,87 58,06 60 0 0
. SXT 84,37 67,74 80 84,21 80
Sulfamides
SSS 90,62 100 100 100 100
Polymyxines CS 81,25 70,96 100 100 100
Les fosfomycines FOS 0 0 0 0 0
Phénicols C 0 0 0 0 0
Tétracycline TE 59,37 100 100 100 100
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Photo 4 : Antibiogramme standard d’une souche nosocomiale de K. pneumoniae.
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Les souches d’E. cloacae montrent une forte & moyenne résistance a la famille des p-lactamines,
elle est de 100% pour la céfalotine et la céfoxitine. Cette résistance est de 100% pour
I’aztréonam, la ticarcilline, et les sulfamides (SSS). Elle reste importante pour les autres
antibiotiques (Tableau 15).

Toutes les souches isolées a partir des urines nosocomiales ou communautaires sont résistantes
aux céphalosporines de 3°™ génération (céftazidime, céfotaxime et céftriaxone) ainsi qu’a
I’amoxicilline/acide clavulanique, en plus d’une souche isolée a partir des selles. Ces souches
résistent également a la tobramycine et a la gentamycine. Les souches résistantes a 1’acide
nalidixique (40%) sont isolées a partir de sperme (3 souches communautaires) et des selles (1
souche nosocomiale). Les 3 souches résistantes a la colistine sont isolées a partir de sperme
communautaire. La souche isolée a partir des selles ainsi que deux souches isolées a partir des
urines communautaires sont sensibles au triméthoprime/sulfaméthoxazole.

Néanmoins, les souches d’E. cloacae restent sensibles a 100% a I’imipéneme, 1’amikacine, la

ciprofloxacine et la fosfomycine.

Les souches d’E. aerogenes ont une résistance de 100% a plusieurs antibiotiques, néanmoins
elles restent sensibles a la céftriaxone, I’imipéneme, la tobramycine, I’amikacine, la gentamycine
de la famille des aminosides, ’acide nalidixique et a la ciprofloxacine de la famille des
quinolones, mais aussi a la colistine, la fosfomycine, le chloramphénicol et a la tétracycline
(Tableau 15).

Concernant la famille des pB-lactamines, les souches de S. marcescens, S. fonticola et S. odorifera
sont 100% sensibles a la céftazidime, la céfotaxime, la céftriaxone et la céfoxitine (Tableau 16).
Les souches de S. odorifera sont également sensibles a 1’amoxicilline/acide clavulanique
(100%), contrairement aux souches de S. marcescens et S. fonticola qui sont résistantes avec les
pourcentages respectifs de 50% et 100% au méme antibiotique.

Les trois espéces bactériennes sont résistantes aux mémes antibiotiques, excepté S. marcescens

qui résiste également a la tobramycine (50%), sulfamides (50%) et la colistine (100%).

Les souches de Salmonella sp. résistent a la majorité des antibiotiques testés mis a part
I’imipénéme, la gentamycine, le triméthoprime/sulfaméthoxazole, le sulfamide (SSS), le
chloramphenicol et la tétracycline avec 100% de sensibilité (Tableau 16).

La souche qui a resisté a la céfoxitine et a la fosfomycine a été isolée a partir des selles
nosocomiales. Les 2 souches résistantes a la tobramycine sont isolées a partir des selles
nosocomiales (1 souche), et de selles communautaires (1 souche).
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Tableau 15 : Antibiogramme standard des souches d’E. cloacae et E. aerogenes.

Familles Antibiotiques | E. cloacae | E. aerogenes
B-lactamines Céphalosporine de CAZ 60 100
3éme génération CTX 70 100
CRO 50 0
Céphalosporine de CF 100 100
2éme genération FOX 100 100
Aminopénicillines+ AMC 60 100
inhibiteur de f-
lactamase
Monobactames ATM 100 100
Carbapénemes IMP 0 0
Carboxpenicilline TIC 100 100
™ 60 0
Aminosides AK 0 0
GM 70 0
OFX 70 100
Quinolones NA 40 0
CIP 0 0
. SXT 70 100
Sulfamides 35S 100 100
Polymyxines CS 30 0
Les fosfomycines FOS 0 0
Phénicols C 70 0
Tétracycline TE 70 0

Les quatre souches de C. freundii ont également une forte résistance aux antibiotiques testés.

Néanmoins, elles sont 100% sensibles a la ceftazidime, ’imipéneme, la gentamycine, le

triméthoprime/sulfaméthoxazole, la colistine, le chlorampheénicol et a la tétracycline (Tableau

16).

Les deux souches de C. freundii résistantes a la céfotaxime, 1’amoxicilline/acide clavulanique et

a la fosfomycine, sont isolées a partir des urines nosocomials. Une souche communautaire isolée

a partir des urines a montré également une résistance vis-a-vis de ces antibiotiques.
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Tableau 16 : Antibiogramme standard des souches de S. marcescens, S. fonticola,

S. odorifera, Salmonella sp. et C. freundii.

Familles Antibiotiques marciscens fontsit.:ola odofi.fera Salmonella sp. | C. freundii
Céphalosporine de CAZ 0 0 0 100 0
3éme génération CTX 0 0 0 100 75
CRO 0 0 0 100 100
. Céphalosporine de CF 100 100 100 100 100
B-lactamines | 5 e ganeration FOX 0 0 0 80 25
Aminopénicillines
+ inhibiteur AMC 60 100 0 100 50
de p-lactamase
Monobactames ATM 100 100 100 100 100
Carbapénémes IMP 0 0 0 0 0
Carboxpenicilline TIC 100 100 100 100 100
™ 60 0 0 60 100
Aminosides AK 100 100 100 100 100
GM 0 0 0 0 0
OFX 100 100 100 100 100
Quinolones NA 100 100 100 100 100
CIP 100 100 100 100 100
. SXT 0 0 0 0 0
Sulfamides SSS 60 0 0 0 100
Polymyxines CS 100 0 0 100 0
Les fosfomycines FOS 0 0 0 80 75
Phénicols Cc 0 0 0 0 0
Tétracycline TE 0 0 0 0 0

2.2.2. Antibiogramme standard des souches a Gram négatif non fermentaires :

P. aeruginosa et A. baumannii se classent parmi les souches les plus résistantes. En effet, on

remarque que les souches de P. aeruginosa reésistent a une multitude d’antibiotiques et avec des

pourcentages élevés. Toute fois, elles restent sensibles a I’amikacine (92,19%), la gentamycine
(62,5%), la ciprofloxacine (90,63%) et a la colistine (92,18%) (Tableau 17) (Photo 5).

Les souches résistantes a la gentamicine, 1’amikacine et a la ciprofloxacine et a la colistine sont

isolées & partir de pus et de liquide pleural d’origine nosocomiale; en plus des souches

communautaires isolées a partir de pus.

Les souches de P. aeruginosa qui ont montré une résistance a I’aztréonam, 1’imipénéme, la

ticarcilline, la céftazidime, la ticarcilline/acide clavulanique, la pipéracilline, la tobramycine, la

fosfomycine et a la tétracycline sont isolées a partir des urines
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(6 souches nosocomiales et 10 souches communautaires), de pus (9 souches nosocomiales et 2
souches communautaires), de liquide pleural (3 souches nosocomiales), le reste des souches

résistantes est isolée a partir de PDP nosocomials.

Les souches d’A. baumannii, se montrent encore plus résistantes vis-a-vis des antibiotiques.
Néanmoins, elles restent sensibles a la colistine (90,48%) et a la fosfomycine (100%) (Tableau
17).

Les souches résistantes d’A. baumannii (I’imipénéme, I’aztréonam, la pipéracilline, la
tobramycine, I’amikacine, la gentamicine, la ciprofloxacine et le
triméthoprime/sulfaméthoxazole) sont isolées a partir de pus, PDP, sperme et liquide pleural
nosocomials (15 souches). Quelgues souches isolées a partir des urines communautaires ont
également montrées une résistance a 1’aztréonam, la pipéracilline et la gentamicine. Les deux

souches résistantes a la colistine sont isolées a partir de sperme communautaire.

Tableau 17 : Antibiogramme standard des souches de P. aeruginosa et A. baumannii.

Familles Antibiotiques P. aeruginosa | A. baumannii
p-lactamines Céphalosporine de CAZ 64,06 100
3éme génération
Carbapénémes IMP 46,87 66,66
Monobactames ATM 42,18 85,71
TIC 68,75 100
Carboxpenicilline TCC 65,62 100
Uréidopénicilline PIP 60,93 90,47
™ 71,87 61,90
. AK 7,81 52,38
Aminosides GM 375 76.19
CIP 9,37 61,90
. SXT 92,18 71,42
Sulfamides 3SS 100 100
Polymixines CS 7,81 9,52
Fosfomycines FOS 59,37 0
Phénicols C 0 0
Tetracyclines TE 68,75 100
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Photo 5 : Antibiogramme standard d’une souche nosocomiale de P. aeruginosa.

Conclusion 1 :

La résistance bactérienne aux antibiotiques standards, utilisés en thérapie humaine, prend une
grande ampleur et touche la majorité des especes bactériennes pathogenes aussi bien les souches

nosocomiales que les souches communautaires, ce qui a €té démontré dans cette étude.

En effet, les bactéries a Gram positif telle que S. aureus montrent une grande résistance vis-a-vis
de la majorité des antibiotiques testés a savoir les B-lactamines: la pénicilline (97,5%),
I’oxacilline (67,5%) et la céfoxitine (70%) ; parmi les 40 souches isolées, 28 souches étaient des
SARM. Les souches d’E. faecalis montrent également une résistance a la plupart des

antibiotiques testés.

En ce qui concerne les bactéries a Gram négatif, un taux de résistance important a été noté.
Pour les céphalosporines de 3°™ génération, elle varie de 50% pour les souches d’E. coli & 100%
pour K. pneumoniae et K. oxytoca. Des pourcentages élevés sont obtenus avec la plupart des
souches et avec la majorité des antibiotiques.

P. aeruginosa et A. baumannii se classent parmi les souches les plus résistantes. En
effet, P. aeruginosa résistent a une multitude d’antibiotiques. Quant aux souches d’A.
baumannii, elles se montrent encore plus résistantes a la majorité des antibiotiques testés.

La conséquence majeure de 1’émergence de cette résistance est la diminution du nombre
d’antibiotiques bioactifs, et donc la diminution des probabilités thérapeutiques. Comment peut-
on pallier a ce déficit de molécules antibactériennes ? Quel est I’apport, I’importance et
I’efficacité des molécules de synthése, tels que les sulfamides, pour faire face aux problémes de

la résistance antibactérienne ?
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3. Evaluation de Dactivité antibactérienne de deux séries de sulfamides
néosynthétisés :
3.1. Détermination des zones d’inhibition et des CMI des deux séries de sulfamides 1a-d et

2a-f vis-a-vis des souches de références:

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antibactérienne des deux nouvelles séries de sulfamides
la-d et 2a-f vis-a-vis des souches de références, concernant les zones d’inhibition ainsi que les

CMI sont exprimés dans les Tableaux 18 et 19.

a) La série de sulfamide la-d :

Les résultats du Tableau 18 montrent que les diametres des zones d’inhibition de la série de
sulfamides 1a-d vis-a-vis des souches de références, varient entre 15 et 34 mm.

La molécule 1la a montré une activité antibactérienne avec uniquement les souches a Gram
positif (S. aureus ATCC 25923 et E. faecalis ATCC 29212). La souche S. aureus ATCC 25923 a
présenté le diametre le plus important (34 mm) obtenu avec la molécule 1a.

Les diametres des zones d’inhibition pour les entérobactéries (bactéries a Gram négatif) varient
entre 15 et 20 mm. Les diameétres les plus faibles sont obtenus avec P. aeruginosa ATCC 27853,

les diameétres les plus élevés sont obtenus avec K. pneumoniae ATCC 700603.

Les CMI les plus élevées pour la série 1a-d sont obtenues avec la souche S. aureus ; elles varient
entre 64 et 256 pg/ml.

Les souches d’E. faecalis sont naturellement résistantes aux sulfamides ce qui est confirmé par
leur résistance aux deux molécules témoins commercialisées. Contre toute attente, cette souche a
montré une activité antibactérienne vis-a-vis de la nouvelle série de molécules de sulfamides en
donnant des diamétres de zones d’inhibition importants qui varient entre 16 et 24 mm et des CMI
faibles variant entre 1 et 2 pg/ml.

Concernant les souches d’enterobactéries, les CMI obtenues varient entre 1 et 128 pg/ml.

Le témoin 1 (Bactrim) n’a montré d’activité qu’avec la souche S. aureus (la zone d’inhibition est
de 24 mm, et la CMI est de 32 pg/ml). Le témoin 2 (Sulfaguanidine) a montré une activité
antibactérienne avec les 4 souches de réference (S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922,
K. pneumoniae ATCC 700603, et P. aeruginosa ATCC 27853) ; E. faecalis ATCC 29212 a

résisté aux deux témoins.
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Tableau 18 : Valeurs des zones d’inhibition et des CMI de la série de sulfamides 1a-d
vis-a-vis des souches de références.

Souches de . . . .
N S. aureus E. faecalis E. coli K. pneumoniae | P. aeruginosa
ATCC 25923 | ATCC 29212 | ATCC 25922 | ATCC 700603 | ATCC 27853
Molécules Zl CMI Z1 CMI Z1 CMI Z1 CMI Zl CMI
testées (mm) | (ug/ml) | (mm) | (ug/mi) | (mm) | (ug/ml) | (mm) | (ug/ml) | (mm) | (ug/mi)
Témoin 1 24 32 R R R R R R R R
Témoin 2 16 512 R R 22 1 22 2 17 32
la 34 256 24 1 R R R R R R
1b 15 64 20 1 20 1 20 4 16 64
1c 15 128 20 2 17 64 20 4 17 64
1d 16 128 21 2 16 64 20 4 15 128
R : Résistant.

Z.| : Zone d’inhibition.
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.

b) La série de sulfamide 2a-f :

La deuxiéme série de sulfamide 2a-f est composée de trois molécules de structures linéaires 2a-c
et de trois molécules de structures cycliques 2d-f. Tous les résultats sont illustrés dans le
Tableau 19.

Les molécules linéaires ont montré une bonne activité antibactérienne avec les 5 souches de
références, avec des diameétres de zones d’inhibition variant entre 17 et 23 mm.

S. aureus ATCC 25923 a montré la meilleure activité antibactérienne avec les 3 molécules
linéaires 2a-c par rapport aux trois molécules cycliques, avec des diamétres de zones
d’inhibition qui varient entre 20 et 21 mm et des CMI variant entre 32 et 64 pg/ml.

Un résultat original a été également obtenu avec E. faecalis ATCC 29212 ; les diamétres
d’inhibition varient entre 20 et 21 mm pour toutes les molécules de la nouvelle série 2a-f. Les

CMI sont faibles et varient entre 1 et 2 pg/ml.

Pour les bactéries a Gram négatif, les diamétres des zones d’inhibitions varient entre 17 et
24 mm et les CMI varient entre 0,5 et 64 pg/ml. E. coli ATCC 25922 a montré le meilleur
résultat avec la molécule linéaire 2c, la zone d’inhibition est de 24 mm et la CMI est faible de 1

pg/ml.
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K. pneumoniae ATCC 700603 a montré de bons résultats avec les six molécules ; les diametres
des zones d’inhibition varient entre 21 et 23 mm et les CMI varient entre let 4 ug/ml.

Les diameétres les plus faibles ont été obtenus avec la souche de référence P. aeruginosa ATCC
27853 (17 mm), ou on note une résistance de cette souche vis-a-vis des molécules 2c, 2d et 2f.
On note que les résultats obtenus avec les 3 molécules linéaires 2a-f sont meilleurs que ceux

obtenus avec les 3 molécules cycliques.

Le témoin 1 (Bactrim) n’a montré d’activité qu’avec la souche S. aureus ATCC 25923 (la zone
d’inhibition est de 24 mm, et la CMI est de 32 pg/ml), le témoin 2 (Sulfaguanidine) & montré une
activité avec les 4 souches de référence (S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, K.
pneumoniae ATCC 700603, et P. aeruginosa ATCC 27853). E. faecalis ATCC 29212 est

naturellement résistant aux sulfamides, elle a résisté aux deux témoins (Tableau 19).

Tableau 19 : Valeurs des zones d’inhibition et des CMI de la série de sulfamides 2a-f
vis-a-vis des souches de références.

Souches de . . . .
référence S. aureus E. faecalis E. coli K. pneumoniae | P. aeruginosa
ATCC 25923 | ATCC 29212 | ATCC 25922 | ATCC 700603 | ATCC 27853
Molécules Z1 CMI Zl CMI Zl CMI Zl CMI Zl CMI
testées (mm) | (ug/ml) | (mm) | (ug/ml) | (mm) | (ug/ml) | (mm) | (ug/ml) | (mm) | (ug/ml)
Témoin 1 24 32 R R R R R R R R
Témoin 2 16 512 R R 22 1 22 2 17 32
2a 21 64 20 1 22 0,5 22 1 17 32
2b 20 64 21 1 20 32 23 1 22 8
2c 20 32 20 2 24 1 22 2 R R
2d 16 256 20 2 17 64 20 4 R R
2e 16 256 21 2 21 64 20 4 22 4
2f 16 256 20 1 20 2 21 2 R R
R : Résistant.

Z.1 : Zone d’inhibition.
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.
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3.2. Détermination des zones d’inhibition des deux séries de sulfamides la-d et 2a-f vis-a-vis

des souches cliniques testees:

a) La série de sulfamides la-b :

La premiére série de sulfamide 1la-d a été testée sur la totalité des souches cliniques. D’apres les
résultats obtenus (Tableau 20), la molécule 1a [N-(4-methoxyphenyl) sulfamide] n’a donné
d’activité qu’avec les souches a Gram positif a savoir S. aureus et E. faecalis avec des moyennes
de diameétres de zones d’inhibition de 22,15 £ 6,22 et 24 + 0,63 mm respectivement (Photos 6 et
7).

Concernant les trois autres molécules de sulfamides 1b-d [N-(3-fluorophenyl) sulfamide ; N-
(phenyl) sulfamide et N-(phenylethyl) sulfamide], une activité antibactérienne a été obtenue avec
la majorité des souches cliniques avec des moyennes de zones d’inhibition intéressantes qui
varient entre 15,42 + 0,66 et 23,85 £ 1,06 mm. Les souches de S. fonticola et C. freundii sont

résistantes aux quatre molécules.

Les diametres les plus faibles ont été obtenus avec les souches de S. aureus, E. coli (Photo 8), K.
pneumoniae, K. oxytoca et P. aeruginosa (Photo 9) qui ont, préalablement, montré une
importante résistance vis-a-vis des antibiotiques standards (Tableaux 12, 14 et 17). La moyenne
des diameétres d’inhibition varie entre 15,42 + 0,66 mm pour la molécule 1c avec les souches de

S. aureus et 18,15 £ 1,25 mm pour la molécule 1d avec les souches d’E. coli.

Les diameétres des zones d’inhibition les plus élevés ont été obtenus avec les souches de
Salmonella sp. et A. baumannii avec la molécule 1d ; ils sont respectivement 23,2 + 0,44 et
23,85 + 1,06 mm.

E. faecalis, qui sont considérées comme étant des souches naturellement résistantes aux
sulfamides, montrent une importante activité antibactérienne pour la molécule la avec une

moyenne de zones d’inhibition de 24 + 0,63 mm.

Comparant ces résultats a ceux obtenus avec les deux témoins, on note que le Bactrim (temoinl)
présente des résultats similaires a ceux obtenus avec les molécules 1a-d pour certaines espéces
bactériennes et plus importants pour d’autres especes.

La majorité des souches testées montrent une résistance au témoin 2 (sulfaguanidine) excepté

S. aureus, S. marcescens et Salmonella sp.

Les photos 10,11, 12, 13 et 14 montrent des diametres de zones d’inhibition des souches

cliniques obtenus avec les molécules de sulfamides 1b-d.
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Tableau 20 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition de la série de sulfamides 1a-d

vis-a-vis des souches cliniques testées.

Souches Diameétres des zones d’inhibition (mm) + DS
bactériennes la 1b lc 1d Témoin 1 Témoin 2
S. aureus 22,15+ 6,22 16,39 +1,17 15,42 + 0,66 16,27 +1,28 24,03+452 | 16,16+ 1,60
E. faecalis 24,00+ 0,63 20,50+ 0,83 20,83+0,98 20,16 + 0,40 R R
E. coli R 17,30+ 0,92 17,16 £ 1,09 18,15+ 1,25 26,41+ 2,27 R
K. pneumoniae R 17,35+ 0,86 17,58 + 1,00 17,70+ 1,04 17,33+1,03 R
K. oxytoca R 17,00 £ 0,89 17,60 + 0,54 17,60+ 1,14 21,83 +4,02 R
P. mirabilis R 21,36 +1,21 19,84 +0,89 19,94 +1,22 R R
P. vulgaris R 18,80 + 1,22 19,60 + 0,69 19,50 + 0,97 19,20 + 0,83 R
E. cloacae R 18,10+ 1,10 18,90+ 0,73 18,00+ 1,15 21,20+5,21 R
E. aerogenes R 20,00 + 0,00 19,66 + 0,57 19,33+ 0,57 21,00+ 1,00 R
S. marcescens R 20,20+ 0,83 19,60 + 0,54 20,00+ 0,70 23,00+1,00 | 19,00+ 1,00
S. fonticola R 19,00 + 0,00 20,00 + 0,00 19,00 £ 0,00 26,00 + 0,00 R
S. odorifera R R R R R R
Salmonella sp. R 23,20+ 0,44 20,40 + 0,54 20,20 £ 0,44 22,60+054 | 26,20+0,83
C. freundii R R R R 22,66 £ 1,15 R
P. aeruginosa R 17,62 + 1,31 17,51+ 1,26 17,43 + 1,23 17,23 + 1,53 R
A. baumannii R 23,85 + 1,06 21,52 +0,87 21,85+ 1,06 22,08 £ 6,93 R
R : Résistant.

DS : Déviation Standard.

Photo 6 : Zones d’inhibition d’une souche nosocomiale de S. aureus
a différentes concentrations (ug/ml) de la molécule de sulfamide 1a.
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Photo 7 : Zones d’inhibition d’une souche nosocomiale d’E. faecalis
a différentes concentrations (ug/ml) de la molécule de sulfamide 1a.

Photo 8 : Zones d’inhibition d’une souche communautaire d’E. coli
a différentes concentrations (pug/ml) de la molécule de sulfamide 1b.

Photo 9 : Zones d’inhibition d’une souche communautaire de P. aeruginosa
a différentes concentrations (ug/ml) de la molécule de sulfamide 1c.
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Photo 10 : Diamétre de la zone d’inhibition d’une Photo 11 : Diamétre de la zone d’inhibition d’une
souche communautaire d’A. baumannii (22 mm) souche nosocomiale de Salmonella sp. (20 mm)
par le sulfamide 1c a concentration 1pg/ml. par sulfamide 1d a concentration 16pg/ml.

Photo 12 : Diamétre de la zone d’inhibition d’une Photo 13 : Diamétre de la zone d’inhibition d’une
souche nosocomiale de P. mirabilis (19mm) souche nosocomiale de P. vulgaris (18mm)
par le sulfamide 1b a concentration 32ug/ml. par le sulfamide 1d a concentration 16pg/ml.

Photo 14 : Diameétre de la zone d’inhibition d’une
souche communautaire de S. marcescens (21mm)
par le sulfamide 1c a concentration 32ug/ml.
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a) La série de sulfamides 2a-f :

La deuxiéme série de sulfamides 2a-f est composée de deux types de molécules:

* trois molécules linéaires 2a-c [ (N, N- Bis (benzyl) sulfamide ; N, N’- Bis (phenylethyl)
sulfamide et N, N- Bis (propyl) sulfamide)].

* trois molécules cycliques 2d-f [(N, N’-Dibenzyl-1,2,5-thiadiazolidine 1,1-dioxyde ; N, N’-bis
(1-phenyléthyl)-1,2,5-thiadiazolidine 1,1-dioxyde et  N,N’-Dipropyl-1,2,5-thiadiazolidine 1,1-
dioxyde)].

Les six nouvelles molécules ont montré une bonne activité antibactérienne vis-a-vis de la totalité
des souches cliniques testées. Néanmoins, les molécules linéaires ont montré une meilleure

activité antibactérienne que les molécules cycliques (Tableau 21).

Les souches de S. aureus ont les diameétres de zones d’inhibitions les plus bas avec les six
molécules, particulierement, avec les trois molécules cycliques (Photo 15). Les moyennes des
zones d’inhibition varient entre 17,86 + 2,35 et 19 + 1,65 mm pour les molécules linéaires 2a-c,
et entre 16,85 £ 1,96 et 17,16 = 1,92mm pour les molécules cycliques 2d-f.

La nouvelle série de sulfamides a également montré une activité antibactérienne originale vis-a-
vis des souches d’E. faecalis avec des diameétres importants variant entre 20,33 £ 0,51 et 21,66 *
0,51 mm (Photo 16).

Les moyennes des diamétres des zones d’inhibitions les plus importants sont obtenues avec les
souches de K. pneumoniae (24,06 + 1,82 mm avec la molécule 2f), P. mirabilis (24,47 + 1,07
mm avec la molécule 2c) et A. baumannii (25,19 + 1,07 mm avec la molécule 2c).

Il est a noté que les souches d’A. baumannii, qui ont montré une trés importante résistance vis-a-
vis des antibiotiques standards (Tableau 18), ont présenté les diamétres de zones d’inhibitions les
plus élevés vis-a-vis des six nouvelles molécules de sulfamides, particulierement avec les trois
molécules linéaires 2a-c a savoir : 25,09 £ 1,09 mm avec la molécule 2a ; 24,47 £ 1,16 mm avec

la molécule 2b et 25,19 + 1,07 mm avec la molécule 2c.

Une bonne activité antibactérienne des nouvelles molécules 2a-f a été observée avec les souches
de Salmonella sp. ainsi que sur les souches de S. odorifera et C. freundii, ayant présenté une

résistance vis-a-vis de la premiere série de sulfamides 1la-d.

Comparant ses résultats & ceux obtenus avec les deux témoins, on note que le Bactrim (temoinl)

montre des résultats plus ou moins similaires aux résultats obtenus avec les molécules 2a-f.
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La majorité des souches bactériennes testées montrent une résistance au témoin 2
(sulfaguanidine), excepté les souches de S. aureus, S. marcescens et Salmonella sp.
Les photos 17,18, 19, 20, 21, 22, 23 et 24 montrent des diametres de zones d’inhibition des

souches cliniques obtenus avec les molécules de sulfamides 2a-f.

Tableau 21 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition de la série de sulfamides 2a-f
vis-a-vis des souches cliniques testées.

Diamétres des zones d’inhibition (mm) + SD
Souches

- Molécules linéaires Molécules cycliques Molécules témoins
bactériennes

2a 2b 2c 2d 2e 2f Témoin 1 Témoin 2

S. aureus 19,00+1,66 | 1827+2,17 | 1786+235 | 17,12+190 | 17,16+192 | 1685+1,96 | 2403 +452 | 16,16 +1,60

E. faecalis 2150+054 | 21,33+051 | 2166+0,51 | 21,16+0,51 | 20,33+0,51 | 21,00 + 0,63 R R
E. coli 21,12+2,40 | 20,73 +2,47 | 1983+£194 | 19,39+2,16 | 19,29 +195 | 18,85+1,97 | 26,41 +£2,27 R
K. pneumoniae | 22,54+1,78 | 22,61+1,62 | 2387+158 | 2332+2,03 | 2251+1,71 | 24,06+1,82 | 17,33+1,03 R
K. oxytoca 20,20+1,93 | 21,10+0,87 | 21,80+257 | 22,40+1,50 | 23,80 +1,93 | 22,60 +2,22 | 21,83 £4,02 R
P. mirabilis 2421+135 | 23,89+0,80 | 2447107 | 23,00+1,41 | 23,10+0,93 | 23,21 +1,31 R R
P. vulgaris 23,50+0,70 | 23,40£0,51 | 22,00+0,81 | 21,10+0,87 | 20,00+ 0,66 | 20,00 +0,81 | 19,20 +0,83 R
E. cloacae 20,50+1,35 | 20,50+0,97 | 20,30+1,05 | 20,60+0,96 | 19,80 +1,03 | 19,50 +1,17 | 21,20 £5,21 R
E. aerogenes 21,66 £0,57 | 20,0000 | 20,66+0,57 | 19,66+0,57 | 19,33 +0,57 19,00 21,00 1,00 R
S. marcescens 22,0000 | 22,66+057 | 22,33+0,57 | 21,33+0,57 | 20,33 £0,57 | 21,33 £0,57 | 23,00 +1,00 | 19,00 + 1,00
S. fonticola 20,00 £ 00 21,00 £00 21,00 £00 20,00 £ 00 20,00 £ 00 20,00 £ 00 26,00 + 00 R
S. odorifera 21,00 £ 00 20,00 =00 20,00 £ 00 19,00 + 00 20,00 =00 19,00 £ 00 R R
Salmonella sp. | 23,00+0,70 | 22,00+0,70 | 24,00x00 | 20,80+0,44 | 21,40+0,89 | 20,40 +0,89 | 22,60 +0,54 | 26,20 + 0,83
C. freundii 23,00+1,00 | 23,33+0,57 | 22,66 +0,57 | 21,33+0,57 | 21,00+1,00 | 21,00 +1,00 | 22,66 + 1,15 R
P. aeruginosa | 20,57 £3,11 | 20,32 +290 | 19,94+289 | 19,41+221 | 18,81+2,14 | 19,00+1,87 | 17,23 +1,53 R
A. baumannii 2509+1,09 | 2457+1,16 | 2519+£1,07 | 22,61+1,39 | 22,95+1,77 | 23,19+1,63 | 22,08 +£6,93 R
R : Résistant.

DS : Déviation Standard.

Photo 15 : Zones d’inhibition d’une souche nosocomiale de S. aureus
a différentes concentrations (pug/ml) de la molécule de sulfamide 2a.
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Photo 16 : Zones d’inhibition d’une souche nosocomiale d’E. faecalis
a différentes concentrations (pug/ml) de la molécule de sulfamide 2d.

Figure 17 : Zones d’inhibition d’une souche communautaires d’E. coli
a différentes concentrations (ug/ml) de la molécule de sulfamide 2c.

Figure 18 : Zones d’inhibition d’une souche communautaires de P. aeruginosa
a différentes concentrations (ug/ml) de la molécule de sulfamide 2b.
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Photo 19 : Diamétre de la zone d’inhibition d’une Photo 20 : Diamétre de la zone d’inhibition d’une
souche nosocomiale d’A. baumannii (24mm) souche communautaire de C. freundii (21mm)
par le sulfamide 2a a concentration 2ug/ml. par le sulfamide 2b a concentration 8 pg/ml.

Photo 21 : Diamétre de la zone d’inhibition d’une Photo 22 : Diamétre de la zone d’inhibition d’une
souche nosocomiale de Salmonella sp. 21mm) souche communautaire de P. vulgaris (22mm)
par le sulfamide 2f & concentration 4pg/ml. par le sulfamide 2b & concentration 2ug/ml.

Photo 23 : Diamétre de la zone d’inhibition d’une Photo 24 : Diametre de la zone d’inhibition d’une
souche communautaire de P. mirabilis (24mm) souche nosocomiale de S. marcescens (23mm)
par le sulfamide 2a a concentration 1pug/ml. par le sulfamide 2b & concentration 2pg/ml.
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3.3. Détermination des CMI, CMIsg et CMIgg des deux séries de sulfamides 1a-d et 2a-f vis-
a-vis des souches cliniques testées:

a) La série de sulfamides la-d :

> Les résultats des CMI, CMIsg et CMlgy de la série de sulfamides la-d vis-a-vis des

souches cliniques a Gram positif sont représentés dans le Tableau 22.

Les résultats de la CMI des molécules 1a-d pour les souches de S. aureus varient entre 4 et 512
pug/ml. Les CMls varient entre 32 et 64 pg/ml et les CMlgy sont égales a 128 pg/ml. Les
pourcentages d’inhibition ainsi calculés sont de 80 et 82,5%.

Les souches de S. aureus ont montré un pourcentage d’inhibition (sensibilité¢) de 80% pour la
premiére molécule la, les 8 souches résistantes sont isolées a partir des urines nosocomiales
(2souches), de PDP (3 souches) et de sang (3 souches). Les 7 souches résistantes aux trois autres
molécules 1b, 1c et 1d sont les mémes souches isolées a partir de PDP et de sang avec en plus

une souche nosocomiale isolée a partir des urines.

Un résultat original a été obtenu avec les souches d’E. faecalis présentant un pourcentage
d’inhibition de 100%, avec des CMI faibles variant entre 1 et 8 pg/ml.
Les résultats obtenus concernant les molécules témoins pour S. aureus montrent un pourcentage

d’inhibition de 67,5% pour le Bactrim et 14,63% pour le Sulfaguanidine.

Tableau 22 : Détermination des CMI, CMlso et CMlg de la série de sulfamides 1a-d
vis-a-vis des souches cliniques de S. aureus et d’E. faecalis.

ek ; CMI (ug/ml) Inhi(l)oition
bactériennes Moleeules  Hreralle CMIs, CMIg,| (P
S. aureus la 256-512 271,05 ND 80
1b 4-512 56,94 320 82,5
1c 64-512 123,07 > 512 82,5
1d 32-512 105,84 > 512 82,5
Témoin 1 4-64 16,5 37 67,5
Témoin 2 512 ND ND 14,63
E. faecalis la 1-2 ND ND 100
1b 2-8 3,33 ND 100
1c 2-8 3,33 6,66 100
1d 2-8 3,33 ND 100
Témoin 1 R R R 0
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.
R : résistant.
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> Les résultats des CMI, CMls, et CMlgy la série de sulfamides la-d vis-a-vis des
souches cliniques a Gram négatif fermentaires de sont représentés dans les Tableaux 23, 24
et 25.
E. coli, K. pneumoniae et K. oxytoca sont parmi les souches qui ont présenté une importante
résistance vis-a-vis des nouvelles molécules 1b-d. Les CMI varient entre 32 et 512 pg/ml pour
1b-c et entre 16 et 128 pour 1d. Les pourcentages d’inhibition varient entre 50 et 62,5%
(Tableau 23). Les CMlIso et CMlgg sont faibles ce qui confirme le haut niveau de sensibilité vis-a-

vis des nouvelles molécules.

Tableau 23 : Détermination des CMI, CMlso et CMlg de la série de sulfamides 1a-d
vis-a-vis des souches cliniques d’E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis
et de P. vulgaris.

SIS CMI (pg/ml) Inhibition
- Molécules %
bacteriennes Intervalle CMiIg CMlg, G¢)
E. coli la R R R 0
1b 32-256 80 256 62,5
1c 32-512 256 416 56,25
1d 32-512 28,57 >512 59,37
Témoin 1 0,5-2 0,8 2 37,5
Témoin 2 R R R 0
K. pneumoniae la R R R 0
1b 32-512 108,8 277,33 54,83
1c 32-512 44 >b512 54,83
1d 32-512 48 320 54,83
Témoin 1 8-16 ND 12,1 18,75
Témoin 2 R R R 0
K.oxytoca la R R R 0
1b 32-128 48 96 60
1c 32-64 40 ND 50
1d 16-128 28 48 50
Témoin 1 2-16 7 12,5 60
Témoin 2 R R R 0
P. mirabilis la R R R 0
1b 1-8 1,75 10 100
1c 1-8 3,28 5,66 100
1d 1-16 3,75 30 100
Témoin 1 R R R 0
Témoin 2 R R R 0
P. vulgaris la R R R 0
1b 4-64 7 96 100
1c 2-16 3 24 100
1d 2-16 3,33 28 100
Témoin 1 4-8 ND ND 50
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.
R : résistant.
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Les entérobactéries figurant dans les Tableaux 24 et 25 ont présenté une activité antibactérienne

intéressante vis-a-vis de ces 3 molécules avec des CMI qui varient entre 0,5 et 64 pg/ml.

Tableau 24 : Détermination des CMI, CMlso et CMlg de la série de sulfamides 1a-d
vis-a-vis des souches cliniques d’E. cloacae et d’E. aerogenes.

SIS ’ CMI (pg/ml) Inh(ig}i;ion
bactériennes Molécules Intervalle CMls CMlg °
E. cloacae la R R R 0
1b 16-64 25,6 ND 100
1c 16-32 ND ND 100
1d 16-64 28 40 100
Témoin 1 0,5-4 3,5 3,75 50
Témoin 2 R R R 0
E. aerogenes la R R R 0
1b 8 ND 4 100
1c 8-16 ND 4 100
1d 4-16 6 12 100
Témoin 1 2-4 25 2,5 100
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.
R : résistant.

S. marcescens et Salmonella sp. ont présenté les meilleurs résultats avec des CMI variant entre 1
et 8 pg/ml et 0,5 et 4 pg/ml respectivement (Tableau 25).

Le pourcentage de sensibilité est de 100% pour ces souches, excepté pour S. odorifera et C.
freundii qui se sont montrées résistantes aux nouvelles molécules ainsi qu’aux témoins (Tableau
25).

Pour certaines molécules les MICsg et MICg n’ont pas pu étre calculés car I’effectif était faible

ou bien les CMI étaient tres proches ou identiques.

La molécule 1a ne montre aucun effet antibactérien vis-a-vis des souches d’enterobactéries
(bacilles a Gram neégatif). Les molécules 1b-d ont présenté une activité antibactérienne moyenne
vis-a-vis des souches d’E. coli. Le pourcentage de sensibilité pour la molécule 1b est de 62,5% ;
14 souches se sont montrées résistantes, parmi lesquelles 8 souches nosocomiales. Les mémes
souches ont résisté aux molécules 1c (12 souches résistantes) et 1d (13 souches résistantes),

excepté la sensibilité de 2 souches communautaires isolées a partir des urines.

K. pneumoniae & montré un pourcentage de sensibilité de 54,83% avec les 3 molécules 1b-d. Les
14 souches résistantes sont isolées a partir de pus (6 souches : 3 souches nosocomiales et 3
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souches communautaires), de sang (2 souches nosocomiales), de PDP (4 souches nosocomiales)
et de 2 souches isolées a partir de liquide pleural nosocomial.

Quand aux souches de K. oxytoca, le pourcentage de sensibilité est de 60% pour la molécule 1b
et de 50% pour les molécules 1c-d. Les 4 souches résistantes a la molécule 1b sont isolées a
partir des urines (1 souche nosocomiale et 2 souches communautaires), et une souche isolée a
partir de pus nosocomial. Ces mémes souches ont résisté aux deux molécules 1c-d en plus d’une

souche isolée a partir des urines communautaires.

Tableau 25 : Détermination des CMI, CMlso et CMlg de la série de sulfamides 1a-d
vis-a-vis des souches cliniques deS. marcescens, S. fonticola, S. odorifera,
Salmonella sp. et de C. freundii.

Souches Moléeul CMI (ug/ml) Inhi(gition
bacteriennes OIECLIES Intervalle CMlsg, CMlq, (%)
S. marcescens la R R R 0

1b 1-2 ND ND 100
1c 1-4 1,75 2,5 100
1d 1-4 1,75 2,5 100
Témoin 1 4-8 ND ND 100
Témoin 2 R R R 0
S. fonticola la R R R 0
1b 8 ND ND 100
1c 4 ND ND 100
1d 8 ND ND 100
Témoin 1 8 ND ND 100
Témoin 2 R R R 0
S. odorifera la R R R 0
1b R R R 0
1c R R R 0
1d R R R 0
Témoin 1 R R R 0
Témoin 2 R R R 0
Salmonella sp. la R R R 0
1b 0,5-2 ND 2,5 100
1c 1-2 1,16 ND 100
1d 1-4 1,75 2,5 100
Témoin 1 1-4 1 1,25 100
Témoin 2 0,5-2 1 1,25 100
C. freundii la R R R 0
1b R R R 0
1c R R R 0
1d R R R 0
Témoin 1 2-4 ND ND 100
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.
R : résistant.
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> Les résultats des CMI, CMlsg et CMIgg de la série de sulfamides la-d vis-a-vis des

souches cliniques a Gram négatif non fermentaires sont représentés dans le Tableau 26.

Les bactéries a Gram négatif non fermentaires, a savoir P. aeruginosa et A. baumannii ont des
sensibilités différentes vis-a-vis des molécules testées. Pour P. aeruginosa, les CMI varient entre
32 et 512 pg/ml avec des pourcentages d’inhibition moyens qui varient entre 50 et 57,81 pg/ml.

A. baumannii sont les souches les plus sensibles ; les CMI sont faibles et varient entre 0,5 et
2 pg/ml affichant ainsi une tres bonne inhibition de 100%.

Le pourcentage de sensibilité des souches de P. aeruginosa vis-a-vis des trois molécules de
sulfamides 1b-d est de 50%, 54,68% et 57,81% respectivement. Les souches résistantes sont
isolées a partir des urines (4 souches nosocomiales et 2 souches communautaires), de pus (8
souches nosocomiales et 4 souches communautaires), de PDP (10 souches nosocomiales) et de

liquide pleural (4 souches nosocomiales).

Tableau 26 : Détermination des CMI, CMlso et CMlIgg de la série de sulfamides 1a-d
vis-a-vis des souches cliniques de P. aeruginosa et d’A. baumannii.

ek ; CMI (ug/ml) Inhi(?ition
bactériennes Molecules e rvalle CMls, CMIy | (P
P. aeruginosa la R R R 0
1b 32-256 60,44 277,33 50
1c 32-512 148 >512 54,68
1d 32-512 165,33 >512 57,81
Témoin 1 8-64 20,62 43,5 20,31
Témoin 2 128-256 128 155,3 10
A. baumannii la R R R 0
1b 0,5-2 ND 25 100
1c 0,5-2 0,53 1,8 100
1d 0,5-2 ND 2,5 100
Témoin 1 0,5-8 3,5 7,5 57,14
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.
R : résistant.
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b) la série de sulfamides 2a-f :

> Les résultats des CMI, CMIsq et CMIgg de la série de sulfamides 2a-f vis-a-vis des

souches cliniques & Gram positif sont représentés dans le Tableau 27.

La CMI des bactéries a Gram positif testées pour les six nouvelles molécules sont tres
intéressantes ; pour S. aureus elle varie entre 4 et 256 pg/ml. La CMIs, varie entre 18,13 et 79
pg/ml, quant a la CMlgo, elle varie entre 73,4 et 155,3 pg/ml. Les pourcentages d’inhibition sont

importants et varient entre 75 et 92,5%.

E. faecalis a présenté des CMI faibles variant entre 0,5 et 8 pg/ml avec un pourcentage
d’inhibition de 100%. On note également que les CMI pour les molécules linéaires sont plus

faibles que celles pour les molécules cycliques.

Pour les souches de S. aureus, les trois molécules linéaires 2a-c ont montré un pourcentage
d’inhibition élevé par rapport aux pourcentages obtenus avec les molécules de la premiére série
la-d et aux molécules cycliques 2d-f. Le pourcentage d’inhibition est de 92,5%.

Les souches ayant montré une résistance sont des souches nosocomiales isolées a partir de PDP
(2 souches) et de sang (1 souche).

Tableau 27 : Détermination des CMI, CMlIso et CMIgg de la série de sulfamides 2a-f
vis-a-vis des souches cliniques de S. aureus et d’E. faecalis.

CeEes CMI (ug/mil) Inhibition
at Molécules %
BT Intervalle CMlsq CMlgg =
S. aureus 2a 16-128 38,92 155,3 92,5
2b 4-128 38,35 150,41 92,5
2c 16-128 18,13 73,4 92,5
2d 32-256 71,1 141,3 75
2e 32-256 47 145 75
2f 16-256 79 142,88 75
Témoin 1 4-64 16,5 37 67,5
Témoin 2 512 ND ND 14,63
E. faecalis 2a 0,5-2 ND ND 100
2b 1-4 ND ND 100
2¢c 0,5-2 1,66 ND 100
2d 2-8 4 ND 100
2e 2-8 4 ND 100
2f 1-8 3,33 ND 100
Témoin 1 R R R 0
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.
R : résistant.
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En ce qui concerne les 3 molécules cycliques, la sensibilité est de 75% ; les souches résistantes
sont également des souches nosocomiales isolées a partir de pus (4 souches), de PDP (3

souches) et de sang (3 souches).

» Les resultats des CMI, CMlIsy et CMlgyy de la série de sulfamides 2a-f vis-a-vis des
souches cliniques @ Gram négatif fermentaires sont représentés dans les Tableaux 28, 29 et
30.

En ce qui concerne les entérobactéries, les CMI de la série de sulfamide 2a-f sont trés
intéressantes, elles varient entre 0,5 et 8 pg/ml pour la majorité des souches testées. Seules les
souches d’E. coli présentent les CMI les plus élevées variant entre 0,5 et 128 pg/ml avec des
pourcentages d’inhibition tres importants allant de 84,37 a 96,86%. Le pourcentage d’inhibition
varie entre 84,09% et 100% pour les souches de K. pneumoniae. Pour le reste des souches le

pourcentage d’inhibition est de 100%.

Les CMIsg et CMlgyg sont trés importantes ; elles sont de 0,54 a 3,5 pg/ml pour les CMlspet de 1 a
4,5 pg/ml pour les CMlg. E. coli, K. pneumoniae et K. oxytoca ont les CMIsy et CMlg, les plus
élevées variant entre 1,75 et 22,12 ug/ml et 3,66 et 83,87 ug/ml respectivement (Tableau 28).

On remarque que les molécules linéaires 2a-c présentent des résultats plus importants que les

molécules cycliques 2d-f.

Les pourcentages d’inhibition des souches d’E. coli pour les 3 molécules linéaires sont de
96,87% pour la molécule 2a et de 93,75% pour les deux molécules 2b-c.

La souche résistante a la molécule 2a est isolée a partir du PDP (nosocomial), les deux souches
résistantes aux molécules 2b-c sont isolées a partir de PDP (la méme souche nosocomiale

résistante a 2a) et de pus vaginal nosocomial (1 souche).

Concernant les 3 moléecules cycliques 2d-f, les pourcentages de sensibilité sont 87,5% pour la
molecule 2d et 84,37% pour les molécules 2e-f. Les souches résistantes sont des souches
nosocomiales isolées a partir des urines (2 souches) et de PDP (2 souches). Pour la molécule 2d,
les mémes souches sont résistantes aux deux autres molécules en plus d’une autre souche isolée a

partir des urines nosocomiales.

Pour les souches de K. pneumoniae, seules trois souches ont résisté aux 3 molécules cycliques

2d-f ; ces souches sont isolées a partir de PDP nosocomials.
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Tableau 28 : Détermination des CMI, CMIso et CMIgg de la série de sulfamides 2a-f
vis-a-vis des souches cliniques d’E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis

et de P. vulgaris.

SIS ; CMI (pg/ml) Inhig)ition
bactériennes Molécules I valle CMis oMy | %O
E. coli 2a 0,5- 16 34 45 96,87
2b 0,5-64 10,83 83 93,75
2c 0,5-64 3,71 46,66 93,75
2d 2-128 10,83 83 87,5
2e 4-128 10,9 82,87 84,37
2f 4-128 22,12 73,06 84,37
Témoin 1 0,5-2 0,8 2 37,5
Témoin 2 R R R 0
K. pneumoniae 2a 0,5-8 34 45 100
2b 0,5-8 6,25 12,1 100
2c 0,5-8 3,71 46,66 100
2d 0,5-8 10,83 83 90,32
2e 0,5-8 10,9 82,87 90,32
2f 0,5-8 22,12 73,31 90,32
Témoin 1 8-16 ND 12,1 18,75
Témoin 2 R R R 0
K. oxytoca 2a 0,5-8 4 6,33 100
2b 0,5-8 2,25 17 100
2c 0,5-4 2,2 2,08 100
2d 0,5-8 1,66 10 100
2e 0,5-4 ND 45 100
2f 0,5-4 1,75 3,66 100
Témoin 1 2-16 7 12,5 60
Témoin 2 R R R 0
P. mirabilis 2a 0,5-2 ND 3,16 100
2b 0,5-1 ND ND 100
2c 0,5-1 ND ND 100
2d 0,5-2 0,64 2,16 100
2e 0,5-2 0,75 1,9 100
2f 0,5-2 0,78 1,87 100
Témoin 1 R R R 0
Témoin 2 R R R 0
P. vulgaris 2a 0,5-2 ND 3,16 100
2b 0,5-1 ND ND 100
2c 0,5-1 ND ND 100
2d 0,5-2 ND 3,16 100
2e 0,5-2 ND 3,16 100
2f 0,5-2 ND 3,16 100
Témoin 1 4-8 ND ND 50
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.

R : résistant.
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Concernant les autres entérobactéries, un trés bon résultat a été obtenu vis-a-vis des six nouvelles
molécules de la série 2a-f. Les CMI varient entre 0,5 et 8 pug/ml (Tableau 29, 30 et 31) avec un
pourcentage d’inhibition de 100%.

Les souches cliniques ayant présenté une résistance vis-a-vis des 3 molécules de la série 1a-d se

sont montrées sensibles aux molécules de la série 2a-f (S. odorifera et C. freundii).

Tableau 29 : Détermination des CMI, CMlsy et CMIg, de la série de sulfamides 2a-f
vis-a-vis des souches cliniques d’E. cloacae et d’E. aerogenes.

e CMI (pg/ml) Inhibition
bactériennes Molécules (%0)
Intervalle CMlsq CMlgg
E. cloacae 2a 0,5-4 1,33 4,5 100
2b 0,5-2 0,8 2 100
2¢c 0,5-4 1,12 5 100
2d 0,5-4 1,62 6 100
2e 0,5-4 1,37 4,5 100
2f 0,5-4 3 3,25 100
Témoin 1 0,5-4 3,5 3,75 50
Témoin 2 R R R 0
E. aerogenes 2a 1-2 2,5 2,5 100
2b 2-4 2,5 2,5 100
2c 1-2 2,5 2,5 100
2d 2-4 2,5 2,5 100
2e 1-4 15 4 100
2f 2-4 2,5 2,5 100
Témoin 1 2-4 2,5 2,5 100
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.
R : résistant.
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Tableau 30 : Détermination des CMI, CMlso et CMIgg de la série de sulfamides 2a-f
vis-a-vis des souches cliniques de S. marcescens, S. fonticola, S. odorifera,
Salmonella sp. et de C. freundii.

Souches CMI (pg/ml) Inhibition
L Molécules %
RGeS Intervalle CMls, CMlyg, )
S. marcescens 2a 0,5-2 1 1,25 100
2b 0,5-1 ND ND 100
2c 0,5-2 1 1,25 100
2d 2-4 ND ND 100
2e 2-4 ND ND 100
2f 2-4 ND ND 100
Témoin 1 4-8 ND ND 100
Témoin 2 R R R 0
S. fonticola 2a 1 ND ND 100
2b 4 ND ND 100
2c 2 ND ND 100
2d 4 ND ND 100
2e 8 ND ND 100
2f 4 ND ND 100
Témoin 1 8 ND ND 100
Témoin 2 R R R 0
S. odorifera 2a 4 ND ND 100
2b 2 ND ND 100
2c 4 ND ND 100
2d 8 ND ND 100
2e 8 ND ND 100
2f 8 ND ND 100
Témoin 1 R R R 0
Témoin 2 R R R 0
Salmonella sp. 2a 0,5-1 ND ND 100
2b 0,5-2 1 1,25 100
2c 0,5 ND ND 100
2d 1-4 1 1,25 100
2e 2-4 ND ND 100
2f 1-4 1 1,25 100
Témoin 1 1-4 1 1,25 100
Témoin 2 0,5-2 1 1,25 100
C. freundii 2a 1-2 0,5 1 100
2b 2-4 ND ND 100
2c 1-2 ND ND 100
2d 2-4 ND ND 100
2e 1-4 1 1,25 100
2f 2-4 ND ND 100
Témoin 1 2-4 ND ND 100
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.

R : résistant.
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» Les resultats des CMI, CMlIsy et CMlgy, de la série de sulfamides 2a-f vis-a-vis des
souches cliniques & Gram négatif non fermentaires sont représentés dans le Tableau 31.

Les CMI pour P. aeruginosa varient entre 0,5 et 128 pg/ml pour les molécules linéaires 2a-c et
entre 1 et 128 pg/ml pour les molécules cycliques 2d-f. Les CMlsg varient entre 3,12 et 21,33
pg/ml ; les MICqy varient entre 21,8 et 78,5 ug/ml. Les pourcentages d’inhibition varient entre
65,62 et 84,37%.

A. baumannii a montré une plus grande sensibilité vis-a-vis de ces molécules avec une sensibilité
de 100% et des CMI variant entre 0,5 et 1 pug/ml pour les molécules linéaires 2a-c, et entre 0,5 et

8 ng/ml pour les molécules cycliques 2d-f.

On remarque également que les résultats obtenus pour les molécules linéaires sont plus
importants que ceux obtenus avec les molécules cycliques.
Les pourcentages d’inhibition des souches de P. aeruginosa vis-a-vis des 3 molécules linéaires

2a-c sont de 81,25% pour les molécules 2a-b et de 82,81% pour la molécule 2c.

Les 10 souches résistantes nosocomiales sont isolées a partir de pus (4 souches), de PDP (4

souches) et de liquide pleural (2 souches).

Concernant les trois molécules cycliques 2d-f, les pourcentages d’inhibition sont de 65,62%,
68,75% et 67,18% respectivement. Les souches résistantes a la molécule 2d sont isolées a partir

de pus nosocomiale (8 souches), de PDP (10 souches) et de liquide pleural (4 souches).
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Tableau 31 : Détermination des CMI, CMIso et CMIgg de la série de sulfamides 2a-f
vis-a-vis des souches cliniques de P. aeruginosa et d’A. baumannii.

Souches ; CMI (ug/ml) Inhi(?ition
bactériennes Molecules Intervalle CMly, CMlg, (%)
P. aeruginosa 2a 0,5-128 3,12 21,8 81,25

2b 0,5-128 4,75 78,5 81,25
2c 0,5-128 4,05 41,41 82,81
2d 1-128 6,25 73,33 65,62
2e 2-128 21,33 72 68,75
2f 1-128 12,37 75,07 67,18
Témoin 1 8-64 20,62 435 20,31
Témoin 2 128-256 128 155,3 10
A. baumannii 2a 0,5-1 ND ND 100
2b 0,5-1 ND 0,25 100
2c 0,5-2 ND 0,16 100
2d 0,5-8 2,7 3,25 100
2e 0,5-8 1,2 6,87 100
2f 0,5-8 4,5 6,62 100
Témoin 1 0,5-8 3,5 7,5 57,14
Témoin 2 R R R 0

ND : Non Déterminé.
R : résistant.
3.4. Pourcentages de sensibilité aux antibiotiques standards et aux deux séries de

sulfamides 1a-d et 2a-f des souches cliniques testées :

Les résultats obtenus (Tableau 32) montrent que les souches de S. aureus, qui présentent une
sensibilité moyenne a faible vis-a-vis des antibiotiques standards utilisés en thérapeutique,
présentent une sensibilité importante vis-a-vis des deux séries de sulfamides 1a-d et 2a-f.

Cette sensibilité atteint 92,5% pour les souches de S. aureus avec les molécules linéaires 2a-c, et
75% avec les molécules cycliques 2d-f de la 2°™ série 2a-f. La sensibilité varie entre 80 et
82,5% avec les molécules 2b-d, ces résultats restent trés importants par rapport aux deux
témoins ou la sensibilité est de 67,5 et 14,63% pour le Bactrim (T1) et le Sulfaguanidine (T2)

respectivement (Tableau 22).

E. coli et K. pneumoniae sont parmi les souches les plus résistantes vis-a-vis des antibiotiques
standards. Avec la premiere série 1b-d la sensibilité varie entre 55,25 et 62,5% pour E. coli

et elle est de 54,83% pour K. pneumoniae.

La sensibilité est bien plus importante avec la deuxieme série 2a-f; elle varie entre 93,75 et
96,87% pour les molécules linéaires 2a-c, et entre 84,37 et 87,5% pour les molécules cycliques

2d-f en ce qui concerne les souches d’E. coli.
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Pour K. pneumoniae, la sensibilité varie entre 96,77 et 100% pour les molécules linéaires 2a-c,
et entre 87,09 et 90,32% pour les molécules cycliques 2d-f.

Concernant les autres souches d’entérobactéries testées, la sensibilité est de 100% pour les deux
séries de sulfamides. Ces souches présentent une sensibilité variable vis-a-vis des antibiotiques

standards ainsi qu’aux témoins.

P. aeruginosa et A. baumannii sont des souches qui résistent a plusieurs antibiotiques standards.
Vis-a-vis des nouvelles molécules, P. aerugonisa montre une sensibilité qui varie entre 50 et
57,81% pour les molécules 1b-d de la premiére série, et entre 65,62 et 84,37% pour les
molécules 2a-f de la deuxieme série.

Concernant A. baumannii, la sensibilité est de 100% pour les molécules des deux séries.

On note que les molécules linéaires 2a-c sont plus actives avec des pourcentages de sensibilité

importants vis-a-vis des souches testées.
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Tableau 32 : Pourcentages de sensibilité aux antibiotiques standards et aux deux séries de sulfamides 1la-d et 2a-f
des souches cliniques testées.

Résultats

Souches Antibiotiques standards Témoins Série la-d Série 2a-f
bactériennes
P |OX |FOX |AMC|CAZ |CTX|CRO| TM | AK [GM |IMP | TIC | C | PIP | T1 T2 | 1la | 1b 1c 1d 2a 2b 2c 2d 2e 2f
S. aureus 251(325| 30 / / / / 25 | 375 | 425 / / 47,5 / 67,5 (14,63 | 80 | 82,5 | 825 | 825 | 925 | 925 | 925 | 75 75 75
E. faecalis 100 O 0 100 / / / 0 0 0 8334 [/ 100 / 0 0 (100( 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
E. coli / / 100 0 |59,38| 50 [68,75| O 100 | 100 | 100 0 100 / 37,5 0 0 | 62,5 |56,25|59,37 [ 96,87 | 93,75|93,75 | 87,5 |84,37|84,37
K. pneumoniae | / / 190,33| O 0 0 61,3 0 [2259| O 100 0 100 / 18,75| O 0 |54,83|54,83|54,83| 100 |96,77|96,77 | 90,32 | 87,09 | 87,09
K. oxytoca / / 100 0 0 0 50 0 20 0 100 0 100 / 60 0 0 60 50 50 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
P. mirabilis / / 100 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 0 100 / 0 0 0 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
P. vulgaris / / 100 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 0 100 / 50 0 0 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
E. cloacae / / 0 40 40 30 50 40 100 30 100 0 30 / 50 0 0 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
E. aerogenes / / 0 0 0 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 0 100 / 100 0 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
S. marcescens / / 100 50 100 | 100 | 100 50 0 100 | 100 0 100 / 100 0 0 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
S. fonticola / / 100 0 100 | 100 | 100 | 100 0 100 | 100 0 100 / 100 0 0 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
S. odorifera / / 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 0 100 | 100 0 100 / 0] 0 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Salmonella sp. / / 20 0 0 0 0 45 0 100 | 100 0 100 / 100 | 100 | O 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
C. freundii / / 75 50 100 | 25 0 0 0 100 | 100 0 100 / 100 0 0 0 0 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
P. aeruginosa / / / / 3594 / / 128,13|92,19| 62,5 |53,13|31,25| / [39,07(20,31| 10 0 50 |[54,68|57,81|81,25|84,37|82,81|65,62|68,75|67,18
A. baumannii / / / / 0 / / 38,1 |47,62]23,81(3334| O / 9,53 (57,14 O 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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3.5. Détermination de la CMB :

Les molécules 1a-d et 2a-f ont été testées pour la CMB. La comparaison des dénombrements
bactériens effectués avant et aprés incubation a permis de déterminer un nombre supérieur & 10?
UFC/ml dans toutes les boites, ce qui correspond a un nombre supérieur & 0,01% par rapport au
nombre initial de bactéries ; ceci indique que ces molécules possedent une action bactériostatique

et non pas bactéricide.

3.6. La cinétique :

La cinétique des CMI pendant 48 h nous a montré que I’inhibition des souches bactériennes par
les deux séries de sulfamides 1a-d et 2a-f se produit dés les premiéres 4 heures d'incubation. La
densité optique (DOegs) a été faible et égal au taux d'ensemencement initial des souches
bactériennes (DOg2s a Tp), par rapport au témoin (souche bactérienne sans traitement avec les
sulfamides) qui a montré une croissance exponentielle.

Les Figures 27 et 28 illustrent, a titre d’exemple, la cinétique des souches de S. aureus vis-a-vis
des deux séries de sulfamides testées.

== 1a

1b

i |

=t 1d

Temps (h)

0] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 24 48

Figure 27 : Cinétiques de la CMI des sulfamides testés 1a-d
vis-a-vis des souches de S. aureus.
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Figure 28 : Cinétiques de la CMI des sulfamides testes 2a-f
vis-a-vis des souches de S. aureus.

3.7. Evaluation de la stabilité structurale et de I’activité antibactérienne des deux séries de

sulfamides la-d et 2a-f :

La synthese chimique des sulfamides ayant fait 1’objet de ce travail a été finalisée en Juin 2011.
Ainsi, notre travail s’est étalé sur une période de 4 ans allant de Juin 2011 a Juin 2015.

Ces molécules ont été¢ conservées a température ambiante, loin de la lumiere et de I’humidité.
Nous avons évalué la stabilité de ces molécules de sulfamides, périodiquement, tous les 3 mois
sur les souches de références en mesurant les diametres des zones d-inhibition, et ce, pendant
toute la période de notre travail (4 ans).

Une chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée afin de confirmer la stabilité des
molécules et mettre en évidence la conservation de la structure de ces derniéres (Photo 25 et 26).
Les resultats de la CCM obtenus montrent que les 10 molécules de sulfamides ne présentent
aucune degradation et ont conservé leurs structures initiales ; ceci est confirmé par 1’apparition
d’un seul spot de migration. Le test de 1’activité antibactérienne sur les souches de références

montre la conservation de I’activité antibactérienne durant 4 ans (Figure 29 et 30).
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Figure 29 : Evaluation de la Stabilité des molécules 1a-d durant la période des tests.
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Figure 30 : Evaluation de la Stabilité des molécules 2a-f durant la période des tests
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Photo 25 : Profil CCM des molécules de sulfamide 1a-d.

Photo 26 : Profil CCM des molécules de sulfamide 2a-f.
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Conclusion 2 :

Les résultats obtenus dans ce chapitre montrent que les deux séries de sulfamides la-d et 2a-f
ont présenté une bonne activité antibactérienne avec des diamétres de zones d’inhibition et des
CMI intéressantes vis-a-vis des souches cliniques testées a Gram positif et a Gram négatif,
nosocomiales et communautaires.

Les CMlIso et CMIgg sont également faibles confirmant I’intérét de ces molécules.

La CMB a confirmé I’effet bactériostatique attribué aux sulfamides.

En déterminant la cinétique d’action des molécules testées nous avons pu démontrer que le
sulfamide agit dés son contact avec la bactérie et inhibe sa prolifération.

Nous avons également mis en évidence la conservation des molécules a long terme. En effet, les
molécules sont bien conservées pendant une longue période (4 ans dans notre étude), a

température ambiante, a 1’abri de I’humidité et dans 1’obscurité.

En ce qui concerne la série 1a-d, la molécule 1a n’a donné de résultats qu’avec les souches a
Gram positif (S. aureus et E. faecalis). Une bonne activité antibactérienne a été obtenue avec la
majorité des entérobactéries.

La deuxiéme série de sulfamide 2a-f constituée de molécules linéaires et cycliques, a présenté
une bonne activité antibactérienne avec la totalité des souches cliniques testées a Gram positif et

a Gram négatif. Toutefois, les molécules linéaires ont montré de meilleurs résultats.

Les souches d’E. faecalis qui sont naturellement résistantes aux sulfamides, ont montré une

bonne activité antibactérienne vis-a-vis des molécules testées.

Suite aux résultats intéressants et prometteurs obtenus quant a I’activité antibactérienne des
molécules la-d et 2a-f, et afin de mieux caractériser leurs effets biologiques, quels seraient
I’apport et I’importance de 1’évaluation de leur potentiel cytotoxique sur un modele biologique in

vitro ?
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4. Evaluation de ’effet cytotoxique par le test de l1étalité sur Artemia salina:

Les deux séries de sulfamides la-d et 2a-f ont été testées pour leur effet cytotoxique sur les
larves d’A. salina appelées nauplii (Figure 31).

Figure 31 : Nauplii d’Artemia salina apres éclosion (Web 9).

Apres 24 heures de culture, le nombre des nauplii survivants est comptabilisé. Les pourcentages
de mortalité sont calculés pour chaque concentration ainsi que pour le témoin négatif. La CL50
pour les molécules de sulfamides testées est déterminée a grace au logiciel Prism 5.

Le test est validé lorsque la mortalité dans le lot témoin est inférieure & 5%. En cas de mortalité
comprise entre 5% et 20%, le test est corrigé par la formule d'Abbott (1925). Si la mortalité dans
le lot témoin est supérieure a 20%, le test est a refaire.

Dans notre cas, nous avons obtenue un pourcentage de 3,33%, ce qui implique que notre test est
valide sans avoir recours aux corrections.

Selon Geran et al., 1972, une molécule qui donne une CL50 supérieures a 20 pg/ml est
considéré comme non toxique pour les nauplii d’A. salina et par conséquent aux cellules
humaine.

Les résultats du test de cytotoxicité pour la premiére série de sulfamides la-d, montrent que
seule la molécule 1a est cytotoxique vis-a-vis des nauplii d’A. salina avec une valeur de la CL50
égale a 18,29 pg/ml. Pour les molécules 1b, 1c et 1d cette valeur est égale a 29,63, 66,01 et
20,99 pg/ml respectivement (Tableau 33).
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Les résultats du test de cytotoxicité pour la deuxiéme série de sulfamides 2a-f a montrent que
toutes les molécules aussi bien linéaires que cycliques ne présentent aucun effet cytotoxique vis-
a-vis des nauplii d’A. salina.

Les valeurs de la CL50 pour les molécules linéaires 2a-c sont respectivement 892,3 ; 524,5 et
712,7 pg/ml. Ces valeurs sont tres élevées et renseignent, parfaitement, sur le caractere non
cytotoxique des molécules testées (Tableau 34).

Les valeurs de la CL50 pour les molécules cycliques 2d-f sont respectivement 59,64 ; 142,3 et
292,3 pug/ml (Tableau 35).

Tableau 33: Evaluation de la cytotoxicité des molécules 1a-d vis-a-vis d es nauplii d’A. salina.
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Molécules testées | Concentrations (ug/ml) | Nombre initial de nauplii | Taux de léthalité | Taux de survivants | Pourcentage de mortalité | CLs (ug/ml) | Intervalle de confiance
512 10 9 9 101 1 0 93,33
256 10 10 9 90 1 1 93,33
128 10 9 9 101 1 0 93,33
64 10 8 8 702 2 3 76,66
32 10 8 7 8|2 3 2 76,66
16 10 5 6 63 4 4 56,66 18,29 13,44 424,91
la 8 10 0 0 0|10 10 10 0
4 10 0 0 0 [10 10 10 0
2 10 0 1 0|10 9 10 3,33
1 10 0 0 0|10 10 10 0
05 10 0 0 0 [10 10 10 0
512 10 10 10 100 0 0 100
256 10 10 9 100 1 0 96,66
128 10 9 9 91 1 1 90
64 10 8 8 712 2 3 76,66
32 10 6 6 6|4 4 4 60 5
1b 16 10 3 2 2 |7 8 8 23,33 2963 255823446
8 10 0 0 0|10 10 10 0
4 10 0 0 010 10 10 0
2 10 1 1 019 9 10 6,66
1 10 0 0 0|10 10 10 0
05 10 0 0 010 10 10 0
Série la-d 512 10 7 8 93 8 9 80
256 10 9 6 91 4 1 80
128 10 8 7 92 3 1 80
64 10 5 6 715 4 3 60
32 10 0 1 2|10 9 8 10
- 16 10 1 0 019 10 10 3,33 66,1 48,45 2 89,95
8 10 0 0 0|10 10 10 0
4 10 0 0 010 10 10 0
2 10 0 0 010 10 10 0
1 10 0 0 0|10 10 10 0
05 10 0 0 0|10 10 10 0
512 10 10 10 10 |0 0 0 100
256 10 10 9 10 |0 1 0 96,66
128 10 10 10 9|0 0 0 96,66
64 10 9 8 91 2 1 86,66 5
L 32 10 6 7 64 3 4 63,33 AU 1835224
16 10 5 6 55 4 5 36,66
8 10 3 2 3|7 8 7 26,66
4 10 1 0 019 10 10 3,33
2 10 0 0 010 10 10 0
1 10 0 0 0|10 10 10 0
T 05 10 0 0 0|10 10 10 0
/ 10 0 0 110 10 9 3,33




Tableau 34 : Evaluation de la cycotoxicité des molécules 2a-c vis-a-vis des nauplii d’A. salina.

Résultats

Molécules testées Concentrations (ug/ml) Nombre initial Taux de léthalité Taux de survivants Pourcentage CLsg (ug/ml) Intervalle de
de nauplii de mortalité confiance
512 10 5 3 3|5 7 7 36,66
256 10 4 3 3|6 7 7 33,33
128 10 2 3 0|8 7 10 16,66
64 10 2 1 2|8 9 8 16,66
23 32 10 1 1 119 9 9 10 892,3 550,2 & 1447
16 10 0 0 010 10 10 0
8 10 0 0 010 10 10 0
4 10 0 0 010 10 10 0
2 10 0 0 010 10 10 0
1 10 0 0 0|10 10 10 0
0,5 10 0 0 010 10 10 0
512 10 4 5 5|6 5 5 46,66
256 10 5 4 2|5 6 8 36,66
128 10 4 3 4 |6 7 6 36,66
64 10 4 3 3|6 7 7 33,33
32 10 2 3 118 7 9 16,66 5245 294,93 932,7
Série 2a-c 2b 16 10 2 2 2|8 8 8 16,66
8 10 2 1 08 9 10 10
4 10 0 1 010 9 10 3,33
2 10 0 0 0|10 10 10 0
1 10 0 0 010 10 10 0
0,5 10 0 0 010 10 10 0
512 10 5 4 5|5 6 5 46,66
256 10 4 4 416 6 6 40
128 10 3 4 3|7 6 7 23,33
64 10 3 2 3|7 8 7 26,66 5
2 32 10 3 2 2|7 8 7 2333 1y 289721753
16 10 3 2 017 8 10 23,33
8 10 2 2 118 8 9 16,66
4 10 0 0 0|10 10 10 0
2 10 1 0 119 10 9 6,66
1 10 0 0 010 10 10 0
0,5 10 0 0 010 10 10 0
T / 10 0 0 110 10 9 333
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Tableau 35 : Evaluation de la cytotoxicité des molécules 2d-f vis-a-vis des nauplii d’A. salina.

Résultats

Molécules testées Concentrations (pug/ml) Nombre initial Taux de léthalité Taux de survivants Pourcentage CLsg (ng/ml) Intervalle de
de nauplii de mortalité confiance
512 10 7 7 93 1 2 80
256 10 7 6 707 4 3 66,66
128 10 7 5 6|3 5 4 60
64 10 6 6 6 |4 4 4 60
32 10 5 4 3|5 6 7 40
2d 16 10 5 3 3|5 7 7 36,66 59,64 40,31 488,25
8 10 2 2 208 8 8 20
4 10 0 0 0110 10 10 0
2 10 1 2 019 8 10 10
1 10 0 0 0110 10 10 0
0,5 10 0 0 010 10 10 0
512 10 8 8 8|0 0 0 80
256 10 7 7 8|3 3 2 73,33
128 10 5 4 4|5 6 6 43,33
64 10 3 1 2|7 9 8 30
32 10 1 2 019 8 10 10
Ari - 16 10 0 0 0110 10 10 0 1423 123,34 163,3
Serie 2d-f 2 8 10 0 0 0110 10 10 0
4 10 0 1 010 9 10 3,33
2 10 0 0 010 10 10 0
1 10 0 0 0110 10 10 0
0,5 10 0 0 0110 10 10 0
512 10 7 6 703 4 3 66,66
256 10 5 6 5|5 4 5 53,33
128 10 1 1 209 9 8 13,33
64 10 1 1 119 9 9 10
32 10 2 0 018 10 10 6,66 5
2f 16 10 0 0 010 10 10 0 2923 179224769
8 10 0 0 110 10 9 3,33
4 10 0 0 0110 10 10 0
2 10 1 0 019 10 10 3,33
1 10 0 0 0110 10 10 0
0,5 10 0 0 0110 10 10 0
T / 10 0 0 110 10 9 3,33
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Conclusion 3 :

L’intérét de I’évaluation de I’effet cytotoxique des molécules de sulfamides testées sur les
nauplii d’A. salina est de démontrer, éventuellement, leur toxicité par rapport aux cellules

humaines.

Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence, au niveau de la premiére série de
sulfamides la-d, la toxicité de la molécule la. Les molécules 1b-d ne présentent aucune
toxicite.

Les molécules de la série 2a-f linéaires et cycliques, ne présentent aucun effet cytotoxique.
L’¢évaluation de la cytotoxicité des molécules de sulfamides suffit-elle a elle seule de conclure
sur la toxicité ou non des molécules ? Ne serait-il pas plus adapté, voire nécessaire, d’évaluer
également le potentiel génotoxique des sulfamides testés, par des tests conventionnels, tels que le

test d’Ames et le SOS Chromotest, et permettre ainsi d’évaluer les risques au niveau moléculaire

(mutations de ’ADN) ?
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5. Evaluation de I’effet génotoxique :

5.1. Le test d’Ames :

L’évaluation de I’effet génotoxique des différentes molécules de sulfamides sur les souches de
Salmonella typhimurium TA98, TA100 et TA1535 a été réalisée selon Ames (1973). La lecture
des résultats a été faite en comparant le nombre de colonies révertantes, en présence et en

absence d’activation métabolique (S9), aux témoins (Annexe 3).

5.1.1. Les tests de confirmation des caractéres génétiques des souches de S. typhimurium :

a. Réclamation de I’histidine

Aprés incubation, nous avons observé une croissance des souches sur les boites his/bio,
contrairement aux boites contenant la biotine uniquement ot on n’observe aucune croissance
bactérienne excepté celle de la souche sauvage.

Ce résultat confirme la présence de la mutation his- (Photo 27).
b. La résistance a ampicilline et la sensibilité au cristal violet :

Apres incubation des souches TA98 et TA100, nous avons observé une zone d’inhibition autour
du disque imbibé de cristal violet. Ces souches sont donc porteuses de la mutation rfa- (le cristal
violet a travers¢ la membrane de ces souches d’ou la formation de la zone d’inhibition), et du
plasmide PKM101 qui porte le géne de résistance a I’ampicilline (Photos 28 et 29).

D’autre part, nous avons observé une zone d’inhibition autour des disques imbibés de cristal
violet et d’ampicilline pour la souche TA1535 traduisant la présence de la mutation rfa- et

I’absence du plasmide PKM101 qui porte le gene de résistance a I’ampicilline (Photo 30).

La souche sauvage a montré I’absence de zones d’inhibitions ; elle possede le géne rfa+, ainsi

que le plasmide PKM101 qui lui confére la résistance a 1I’ampicilline.
c. La sensibilité aux UV :

Contrairement a la souche sauvage, les souches de S. typhimurium TA98, TA100, et TA1535 ont
été sensibles a I’exposition aux UV. Cette sensibilité se manifeste par une absence de croissance
dans la partie de la boite exposée aux UV (Photos 31 et 32).

La croissance de la souche sauvage dans la totalité de la boite se traduit par la présence du
systéme de réparation par excision chez cette derniere et son absence chez les souches mutées du

test d’Ames (genes UVrA, uvrB et uvrC).
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Photo 27 : Test de la réclamation de 1’histidine des souches TA100, TA98, TA1535
et de la souche sauvage Salmonella sp.

Photo 28 : Test de la résistance a Photo 29 : Test de la résistance a Photo 30 : Test de la résistance a
I’ampicilline et de la sensibilité au I’ampicilline et de la sensibilité au I’ampicilline et de la sensibilité au
cristal violet de la souche TA100. cristal violet de la souche TA98. cristal violet de la souche TA1535.

1 : Eau distillée stérile.
2 : Ampicilline.
3 : Cristal violet.

Photo 31 : Test de la sensibilité aux UV des Photo 32 : Test de la sensibilité aux UV de
souches TA100, TA98 et de la souche la souche TA1535 et de la souche sauvage
sauvage de Salmonella sp. de Salmonella sp.

SS : Souche sauvage de Salmonelle.

PC : Partie cachée.
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5.1.2. Evaluation de I’effet génotoxique de la série de sulfamides la-d :

a. Evaluation de I’effet génotoxique de la molécule 1a :

La molécule 1a [(N-(4-methoxyphenyl) sulfamide], a montré un effet génotoxique vis-a-vis de
la souche TA100 avec et sans activation métabolique (S9). Un grand nombre de colonies
révertantes a eté observé avec la totalité des concentrations. Sans activation métabolique, les
valeurs varient entre 922 + 5,5 (concentration 0,5 pg/ml) et 7232 + 10,14 (concentration 512
pg/ml). Avec activation métabolique, le nombre de colonies révertantes est plus important, il
varie entre 1910,33 + 15 (concentration 0,5 pg/ml) et 8871 + 10,53 (concentration 512 pg/ml)
(Tableau 36), (Figure 32), (Photos 33, 34 et 35).

Cette molécule a exprimé un effet génotoxique en induisant une mutation de type substitution de

paires de bases.

Les souches TA98 et TA1535 n’ont pas exprimé de génotoxicité.

Tableau 36 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium TAZ100,
TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 1a avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentrations (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(pg/ml)
512 7232 +£10,14 8871 £ 10,53 18,66 + 1,15 | 30,66 + 0,57 | 58,33+ 1,52 | 60,66 + 1,15
256 6939,66 + 13,57 | 8646 + 11,59 21+1 27 1 58,33 + 0,57 56+ 1
128 5997 £ 2,64 7653 £ 10,53 211 22,33+ 0,57 | 56,66+ 1,15 | 56,33 + 2,08
64 5872,33 + 11,59 | 7498,33+9,86 | 21,66 + 1,52 200 55,33+ 1,15 50+1
32 5673 + 10,53 7133 £ 12,12 200 20,66 + 0,57 53+1 51+1
16 4190,33+£55 6231 £+ 11,53 201 19+1 51+1 47,66 £ 0,57
8 2664 £ 8,71 5479,66 + 10,52 19+1 17+1 50+0 45,66 + 0,57
4 2432,33+9,60 | 4671,66 +11,59 | 18,33+1,15 17+1 50+1 43+1
2 945,66 + 9,01 4215+55 14+1 16,66 + 1,15 | 43,33+ 1,15 41+1
1 920,33+5,5 2453+ 10 14+1 15,66 + 1,15 | 39,66 + 0,57 39+1
0,5 922 +55 1910,33 £ 15 100 14,33 + 0,57 3B+l 36+1

(-S9) : sans activation métabolique.
(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 32 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 1a, avec et sans activation métabolique (S9).
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(b)

Photo 33 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA100 a concentration 512 pg/mi
de la molécule 1a, sans (a) et avec activation métabolique (b).

(b)

Photo 34 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA98 a concentration 512 pg/mi
de la molécule 1a, sans (a) et avec activation métabolique (b).

(b)

Photo 35 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA1535 a concentration 512 pg/ml
de la molécule 1a, sans (a) et avec activation métabolique (b).

135



Résultats

b. Evaluation de Deffet génotoxique de la molécule 1b :

La molécule 1b [(N-(3-fluorophenyl) sulfamide], a montré un effet génotoxique vis-a-vis de

la souche TA1535 avec et sans activation metabolique. Le nombre de colonies révertantes

varie entre 617 = 10 (concentration 0,5 pg/ml) et 1392,66 + 11,52 (concentration 512 pg/ml)

sans activation métabolique.

Avec activation métabolique, le nombre varie entre 1457 + 20 (concentration 0,5 pg/ml) et
3211,33 £ 17,52 (concentration 512 pg/ml) (Tableau 37), (Figure 33).

Cette molécule a exprimé un effet génotoxique en induisant une mutation de type substitution

de paires de bases.

Les souches TA100 et TA98 ne montrent aucun effet génotoxique.

Tableau 37 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium TAZL00,
TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 1b avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentration (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(Hg/ml)
512 96,33+ 2,57 | 64,66+0,57 | 50,66 + 0,57 66+1 1392,66 £ 1,52 | 3211,33 + 17,52
256 85,66 + 1,15 | 58,33+ 1,15 | 46,66 + 1,52 | 60,66 + 1,15 1281 + 10 3127,66 + 20,52
128 74,66 + 1,15 56+1 47,33+ 1,15 | 56,66 + 1,52 1017 +13 2875,66 + 20,51
64 37,33+0,57 48 +1 38,66+ 1,15 | 50,33+ 0,57 | 1016,66 + 5,52 | 2579,33 £ 21,52
32 39,33+1,15 | 42,33+ 1,52 35,660 50,66 + 1,15 | 1001,66 + 10,52 | 2431,33 + 18,52
16 19+1 21+1 36 +£0,57 43,66+ 1 959,66 + 8,57 2400 £+ 21
8 19,66 + 0,57 | 19,66 + 0,57 | 35,6 6+ 1,15 41 £0,57 805+ 10 2217,66 + 10,57
4 17+1 17+1 3B+l 350 741,33 + 8,57 2110+ 14,5
2 10,33 +0,57 | 13,66 + 0,57 | 34,66 + 0,57 331 706 £ 10,5 1712 + 22,1
1 6,66 +0,57 | 10,33 £ 0,57 31+1 29,33+ 1,15 | 686,66 + 12,57 | 1561,66 + 10,57
0,5 4+0 80 22,66 +0,57 | 24,33 +0,57 617 + 10 1457 + 20

(-S9) : sans activation métabolique.

(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 33 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 1b, avec et sans activation métabolique (S9).
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C. Evaluation de I’effet génotoxique de la molécule Ic :

La molécule 1c (N-(phenyl) sulfamide) ne montre aucun effet genotoxique avec les trois
souches de S. typhimurium TA100, TA98 et TA1535 avec et sans activation métabolique. Le

nombre de colonies révertantes est faibles avec toutes les souches et toutes les concentrations
(Tableau 38), (Figure 34), (Photos 36, 37 et 38).

Tableau 38 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium TAZ100,
TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 1c avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentratio (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(Lg/ml)
512 69+1 82+1 38,33+0,57 | 37,33+1,15 56,33 £ 1,15 56,33 £ 0,57
256 37x1 66,66 = 0,57 36=x1 34,33 £ 0,57 47,33 £ 0,57 55+2
128 3Bzl 54,66 = 0,57 36=x1 341 43,66 £ 1,52 53+0
64 30,33 £ 0,57 49+1 35,33+1,15 33+1 43+1 471
32 21,66 +1,52 | 44,66 £0,57 | 32,66 +1,15 | 31,66 0,57 42,66 £ 1,15 44+1
16 191 37,66 £0,57 | 30,66+1,15 | 31,33+1,15 41,66 £ 1,52 42,66 £ 1,15
8 160 31+1 30,33+0,57 | 30,66+ 1,15 35,33+£1,15 41,33 £ 1,15
4 14,66 £ 0,57 | 28,66 £ 1,52 300 29,66 + 0,57 31,33+£1,15 34,33 £ 0,57
2 13,33+£1,15 25+0 301 29,33 +£1,15 29,33+1,15 32,66 + 1,15
1 11,33+£1,15 201 26+1 26,66 + 1,15 28,33 +1,52 300
0,5 11,66 £1,52 | 17,66 * 0,57 25+1 24,66 £ 0,57 200 23+1

(-S9) : sans activation métabolique.

(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 34 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 1c, avec et sans activation métabolique (S9).
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(b)

Photo 36 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA100 a concentration 512 pg/mi
de la molécule 1c, sans (a) et avec activation métabolique (b).

(b)

Photo 37 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA98 a concentration 512 pg/ml
de la molécule 1c, sans (a) et avec activation métabolique (b).

(b)

Photo 38 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA1535 a concentration 512 pg/ml
de la molécule 1c, sans (a) et avec activation métabolique (b).
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d. Evaluation de I’effet génotoxique de la molécule 1d :

La molécule 1d [(N-(phenylethyl) sulfamide], a montré un effet génotoxique avec les souches
TA100 et TA1535 avec et sans activation métabolique.

Le nombre de colonies révetantes sans activation métabolique pour la souche TA100 varie
entre 586 + 5 (concentration 0,5 pg/ml), et 1873,66 + 21,52 (concentration 512 pg/ml).

Avec activation métabolique, le nombre de colonies révertantes varie entre 936,66 + 10,96
(concentration 0,5 pg/ml) et 4236,33 + 11,15 (concentration 512 pg/ml).

Pour la souche TA1535 le nombre de colonies révertantes varie entre 1127 + 12,52 et
5781,66 + 23,15 pour les concentrations 0,5 et 512 pg/ml respectivement sans activation
métabolique. Avec activation métabolique, le nombre varie entre 2342,33 + 10,52 et 8964 +
22 pour le méme intervalle de concentrations (Tableau 39), (Figure 35).

Aucun effet génotoxique n’est observé avec la souche TA98 avec et sans activation
métabolique.

Cette molécule a exprimé un effet génotoxique en induisant une mutation de type substitution

de paires de bases.

Tableau 39 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium TAZ100,
TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 1d avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentration (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(Hg/ml)
512 1873,66 + 21,52 | 4236,33 + 11,15 | 104,33 £1,15 111+1 5781,66 + 23,15 8964 + 22
256 1429,66 + 11,52 3987 + 18 82,33 £ 0,57 87+1 4962 + 17,73 8821 + 19,73
128 1297 £ 17 3871 + 18,73 60,33+0,57 | 71+£1,73 4741,33+ 20,3 |8677,33 £ 20,08
64 1238,33 + 18,52 | 3655,66 + 10,57 45+ 1 51,66 + 0,57 | 4337,66 + 14,52 | 8418,33 £ 21,52
32 1221 +£21,73 3438 + 16 41,66 £ 1,52 46+ 1 3652,33+ 12,51 | 7854 +11,73
16 1187,33 £ 15,15 | 2949,66 + 17,52 2610 31+1 3432+ 20 7386 + 19
8 1125+ 12 2802 £ 20 22,33+1,15 | 24,66 £ 0,57 | 2372,66 £ 20,51 | 5763 + 14,73
4 731,66 + 10,52 | 1876,66 + 11,52 | 19,66 + 0,57 23+1 1796 + 13 4019 £ 12
2 689 + 8,54 1430,66 + 13,78 | 16,66 + 0,57 21+1 1537,66 * 10,52 3882 + 12
1 586,66 + 7,63 1106 + 5,29 11+0 14,33 £ 0,57 | 1322,66 £ 12,51 3190 + 20
0,5 586 £ 5 936,66 £ 10,96 | 6,66 + 0,57 110 1127 +£12,52 | 2342,33 + 10,52

(-S9) : sans activation métabolique.

(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 35 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 1d, avec et sans activation métabolique (S9).
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5.1.3. Evaluation de I’effet génotoxique de la série de sulfamides 2a-f :

a. Evaluation de D’effet génotoxique de la molécule 2a :

Les résultats obtenus montrent que la molécule 2a [(N, N~ Bis (benzyl) sulfamide] ne

présente aucun effet génotoxique vis-a-vis des trois souches de S. typhimurium TA100, TA98

et TA1535, avec et sans activation métabolique. Le nombre de colonies révertantes est faible

avec toutes les souches et toutes les concentrations testées (Tableau 40), (Figure 36), (Photos

39, 40 et 41).

Tableau 40 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium TA100,
TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 2a avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentration (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(Hg/ml)
512 128,66 £ 1,15 132£3,6 | 4933+152 | 44,66+4,72 24+1 20£0
256 122 £2 131,33 £5,03| 45,33 +2,51 | 41,66+*1,52 200 18,33 £ 0,57
128 112 £5,29 126 + 2,64 291 29,66 = 1,52 17,66 + 0,57 17+1
64 111,66 = 1,52 121 £2 27,66 £0,57 | 25,331,115 16+1 16,33 £ 0,57
32 111,33 +1,52 119,33 £2,08 | 26,66 +1,52 | 24,66+ 0,57 15+1 15,33 £ 0,57
16 111,33+1,52 | 116,33 +£2,51 | 25,33+ 0,57 | 24,33+1,52 12,66 £ 0,57 | 13,33 £0,57
8 109,09 +2,08 |115,33 £0,57 | 22,66 £ 0,57 | 23,33+ 1,52 12+1 13+£1
4 104,33 £4,16 | 110,33 £ 0,57 21+1 21,33 +£1,52 11,33+£1,15 12+1
2 103,66 + 3,78 | 108,66 +1,52 | 20,33+ 0,57 | 20,33+ 1,52 11+0 11,33+1,15
1 99,33+4,16 |101,66 2,08 180 12,33 £1,52 10,33 £ 0,57 11,33+2
0,5 92 £ 2,64 99+264 | 1466+057 | 12,33+1,15 6,66 +0,57 | 10,66 + 1,15

(-S9) : sans activation métabolique.
(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 36 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 2a, avec et sans activation métabolique (S9).
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(b)

Photo 39 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA100 a concentration 1 pg/ml
de la molécule 2a, sans (a) et avec activation métabolique (b).

(@) (b)

Photo 40 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA98 a concentration 2 pug/mi
de la molécule 2a, sans (a) et avec activation métabolique (b).

(b)

Photo 41 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA1535 a concentration 2 pg/ml
de la molécule 2a, sans (a) et avec activation métabolique (b).
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b. Evaluation de Deffet génotoxique de la molécule 2b

Les résultats obtenus montrent que, la molécule 2b [(N, N’- Bis (phenyléthyl) sulfamide], ne
présente aucun effet génotoxique vis-a-vis des trois souches de S. typhimurium TA100, TA98

et TA1535, avec et sans activation métabolique. Le nombre de colonies révertantes est faible

avec toutes les souches et toutes les concentrations (Tableau 41), (Figure 37).

Tableau 41 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium TA 100,
TAO98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 2b avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentrations (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(Hg/ml)
512 40,33+152 | 40,33 +1,52 38+0 37,33+1,15 | 33,33x1,52 36,33 £ 1,52
256 38,66 +1,15 | 37,33+ 0,57 3H=*1 34,33+321 | 30,33+1,52 30,33 £ 0,57
128 33,66 0,57 | 32,66+1,52 | 32,33+1,52 | 33,33+0,57 | 29,66 +0,57 28,33 £1,52
64 29,66 £ 1,52 30+2 31+1 32+2 29,66 * 1,52 28+1
32 27,77 £ 0,57 30+0 2812 31+1 28,75+ 1,15 26,33+ 1,15
16 24,66 £0,57 | 24,33+1,52 | 27,33 +0,57 | 28,66 + 1,15 28+1 26 £ 2
8 22,66 +152 | 2366+1,52 | 2533 +1,52 | 26,66 + 1,52 27+1 23,33+ 1,52
4 20,66 +1,15 | 22,66+1,15 | 21,66+ 1,52 | 19,33 +1,52 | 24,66 +0,57 15,33 £ 0,57
2 22+1 22+1 21+1 19,33 £ 0,57 14+1 14+1
1 21,33+1,15 | 20,33+0,57 | 18,66+1,52 | 1866 +1,52 | 12,33+0,57 12+0
0,5 20,66 £ 0,57 | 20,33+2,51 9+1 11+2 10,66 + 0,57 11,33 + 0,57

(-S9) : sans activation métabolique.
(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 37 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 2b, avec et sans activation métabolique (S9).
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C. Evaluation de I’effet génotoxique de la molécule 2c

Les résultats obtenus montrent que, la molécule 2c [N, N’- Bis (propyl) sulfamide], ne

présente

aucun effet génotoxique vis-a-vis des trois souches de S. typhimurium TA100, TA98 et

TA153, avec et sans activation métabolique. Le nombre de colonies révertantes est faible avec

toutes les souches et toutes les concentrations (Tableau 42), (Figure 38).

Tableau 42 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium TA100,
TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 2c avec et sans activation métabolique (S9).

Souches

bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentrations (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(kg/ml)

512 24,66 £ 0,57 28+1 302 32,33 £ 2,08 28,66 £ 1,15 32,66 = 1,15

256 240 25+1 29+1 32+2 28,66 £ 1,15 301

128 21,33+1,52 24 +1 27+1 27,33 £ 0,57 28,33+ 1,52 29,33 £ 0,57

64 20+1 24 +1 26+1 25,66 + 1,15 27,66 £ 0,57 28,66 = 1,15
32 18,66 +1,52 | 21,66 +£1,52 | 24,66 £ 1,52 251 26,66 £ 1,52 27+1
16 15,33+ 1,52 19+1 22,33+ 1,52 21,33 £ 0,57 21,66 £ 1,52 25,33 £ 0,57
8 15+1 17x1 17,33 £ 0,57 17,33 £ 0,57 19,66 + 2,08 231
4 14,33 +0,57 | 15,66 + 1,15 | 15,33 +£0,57 15,33 £ 0,57 172 22+1
2 12,66 +1,15 | 1533 +0,57 | 14,33 +1,52 14 +£1 15,66 + 0,57 16+1
1 10,66 £ 0,57 15+1 12,33 £ 0,57 13,66 £ 0,57 14,66 £ 0,57 14,33 + 0,57
0,5 9,33+1,15 | 11,66 £ 0,57 11+1 11+0 12,33+ 2,08 11+1

(-S9) : sans activation métabolique.
(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 38 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 2c, avec et sans activation métabolique (S9).
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d. Evaluation de I’effet génotoxique de la molécule 2d :

La molécule 2d [N, N’-Dibenzyl-1,2,5-thiadiazolidine 1,1-dioxyde sulfamide], a montré un

effet génotoxique avec la souche TA100 uniquement avec activation métabolique. Ce résultat

montre clairement I’effet de la métabolisation par le S9 pour I’expression du pouvoir

génotoxique de la molécule.

Le nombre de colonies révertantes avec activation métabolique varie entre 530,66 + 11,15 et

880,66 * 13,05 pour les concentrations 0,5 et 512 pg/ml respectivement (Tableau 43) (Figure
39), (Photos 42, 43 et 44).

La molécule 2d a exprimé un effet génotoxique en induisant une mutation de type substitution

de paires de bases aprés activation métabolique (métabolisation).

Tableau 43 : Dénombrement des colonies révertants des souches de S. typhimurium TA100,
TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 2d avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentration (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(pg/ml)
512 472+75 880,66 + 13,05 | 19,33+1,52 | 31,33+0,57 23+1 25+1
256 467 £ 11 819 + 13,60 19,33 £ 0,57 22+1 21,33+1,52 22+1
128 423,66 £ 8,08 | 797,66 + 20,51 19+1 21,66 + 0,57 19+1 21+1
64 423 £ 6,60 7607 + 12,64 17,33+ 0,57 | 20,66 + 2,08 19+1 20,33 £ 0,57
32 419+2 6564,33 + 12,08 | 15,33+1,15 | 20,66 + 1,15 | 16,33 £ 0,57 20+ 1,73
16 413,66+ 3,05 | 619,33 +10,08 | 13,66 £1,15 | 20,66 +0,57 | 12,33 +0,57 | 17,66 £ 1,52
8 223,33+6,05 | 568,66+8,08 | 13,33+1,15 | 19,33+ 1,52 11+1 17+1
4 134+ 4 557,33 + 10,52 | 10,66 + 0,57 18+1 10,66 £ 1,15 160
2 71,66 +2,08 | 543,33 +10,57 | 9,66+0,57 | 1533+0,57 | 10,33+ 1,52 | 15,33+ 0,57
1 35,33+3,03 | 539,66+21,52 | 9,66+1,52 14+1 6,66 £ 0,57 14+£1
0,5 14+1 530,66 + 11,15 | 6,66+ 1,52 14+1 4,66 +1,52 | 12,33 £ 0,57

(-S9) : sans activation métabolique.

(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 39 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 2d, avec et sans activation métabolique (S9).
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(@ (b)

Photo 42 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA100 a concentration 512 pg/ml
de la molécule 2d, sans (a) et avec activation métabolique (b).

(b)

Photo 43 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA98 a concentration 512 pg/ml
de la molécule 2d, sans (a) et avec activation métabolique (b).

(b)

Photo 44 : Nombre de colonies révertantes de la souche TA1535 a concentration 0,5 pg/ml
de la molécule 2d, sans (a) et avec activation métabolique (b).
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€. Evaluation de D’effet génotoxique de la molécule 2¢

La molécule 2e [N, N’-bis (1-phenyléthyl)-1,2,5-thiadiazolidine 1,1-dioxyde sulfamide], a
montré un effet génotoxique avec la souche TA100. Cette activité s’amplifie avec I’activation
métabolique. Le nombre de colonies révertantes sans activation métabolique varie entre 4115
+ 23,46 et 4917,66 + 25,5 avec les concentrations 0,5 et 512 pg/ml respectivement. Avec

activation métabolique le nombre de colonies

révertantes varie entre 5220,66 =+
13,51(concentration 0,5 pg/ml) et 8893 + 33 (concentration 512 pg/ml), (Tableau 44), (Figure
40).

Cette molécule a exprimé un effet génotoxique en induisant une mutation de type substitution
de paires de bases.

Tableau 44 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium TA100,
TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 2e avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentration (-S9) (+S9) (-S9) (+59) (-S9) (+S9)
(1g/mi)
512 4917,66 + 25,5 8893 + 33 24,66 + 1,52 | 168,66 + 1,15 280 34,33+ 0,57
256 4774 + 32,6 8814,33 + 25,03 22+1 154,66 + 2,08 | 26,33 +£1,15 34+2
128 4614,66 + 24,72 7966 * 26 211 153,33 £1,15 | 25,66 £ 1,52 331
64 455733+ 145 | 7743,33+14,5 | 17,33+ 00,57 | 136,66 + 1,15 | 25,33 +0,57 | 32,33 + 0,57
32 4432,33 + 18,04 7313 + 28 160 136 £ 2 23,33£1,15 | 32£1,73
16 4416,33 £ 21,51 | 6692,66 =24,5 | 15,66 1,52 1291 23%1 31,33 +1,15
8 441166 £ 24,5 | 6076,66 £ 20,04 | 13,66 = 1,52 1211 21,66 £ 0,57 | 30,66 + 0,57
4 4352,33 £ 22,51 | 5834,66 + 31,05 | 13,66 1,15 112 £2 21,33 £0,57 300
2 4346,33+ 24,5 | 5518,66+24,5 | 13,33+1,52 | 96,33 2,08 21+1 29,33+ 1,52
1 4222,33 + 26,04 5446 + 25,56 13,33+ 1,15 | 87,33+ 0,57 19+1 27,33 +1,52
0,5 4115 * 23,46 5220,66 + 13,51 | 10,66 +0,57 | 65,66 £0,57 | 17,66 + 0,57 | 26,66 + 1,52

(-S9) : sans activation métabolique.
(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 40 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 2e, avec et sans activation métabolique (S9).
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f. Evaluation de ’effet génotoxique de la molécule 2f -

La molécule 2f [N,N’-Dipropyl-1,2,5-thiadiazolidine 1,1-dioxyde sulfamide], a montré une

activité genotoxique avec les souches TA100 (avec et sans activation métabolique), et

TA1535 (avec activation métabolique). Aucun effet génotoxique n’a été observé avec la

souche TA98 avec et sans activation métabolique.

Le nombre de colonies révertantes pour la souche TA100 sans activation métabolique varie

entre

1468,33 + 17,5 et 3419,66 + 13,52 avec les concentrations 0,5 et 512 pg/mi

respectivement. Avec activation métabolique le nombre de colonies révertantes augmente et

varie entre1952,33 + 26,38 et 6872,66 = 11,15 pour les concentrations respectives 0,5 et 512
pg/ml.

Concernant la souche TA1535, le nombre de colonies révertantes avec activation

métabolique varie entre 975,33 + 12 et 1829,66 + 21,51 pour les concentrations respectives
0,5 et 512 pg/ml (Tableau 45), (figure 41).

Cette molécule a exprimé un effet génotoxique en induisant une mutation de type substitution

de paires de bases.

Tableau 45 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium TAZ100,
TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule 2f avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentration (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(ug/ml)
512 3419,66 £ 13,52 | 6872,66 + 11,15| 20,33 + 1,52 211 467,33 £ 13,51 | 1829,66 + 21,51
256 3233+ 23,51 6835+ 21,07 | 19,66 +1,52 | 20,66 £+ 1,15 391+12 1757,33 £ 11,52
128 2232+ 20,78 |6323,66 + 15,17 | 16,66 + 1,15 | 19,66 + 0,57 | 331,66 + 21,08 | 1647,33 + 12,51
64 2199,33 + 11,67 | 5988,33 + 5,56 161 18,33 + 0,57 316 £14,64 |1597,33 £ 14,08
32 1893,66 = 7,02 [4352,33 £11,23| 15,66 + 1,15 18+1 314,66 £ 12,51 | 1511,33 + 14,04
16 1730,66 + 21,82 4018 + 18 14,66 + 0,57 | 16,66 + 0,57 285+ 11,73 |1364,66 + 10,16
8 1696 + 9,64 3773,33 10,59 | 14,33 +1,15 | 15,33 £0,57 | 283,33 + 11,52 | 1215,66 + 13,05
4 1650 + 10 254433 £ 11,01 | 13,66 + 0,57 15+0 233,33 +8,51 |1155,66 + 11,21
2 1632 + 12 2291 +6,8 11+1 12,66 = 1,15 212 +13,6 1160 + 19,01
1 1510,33 £ 10,01 | 1983,33 £ 15,27 100 8,33+1,52 94,33 + 6,51 987 + 12
0,5 1468,33+£ 17,5 |1952,33 + 26,38 | 5,66 £ 0,57 4,33 +£0,57 33+1 975,33 £ 3,05

(-S9) : sans activation métabolique.
(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 41 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
en présence de la molécule 2f, avec et sans activation métabolique (S9).
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5.1.4. Evaluation de I’effet génotoxique des deux témoins (Bactrim et sulfaguanidine) :

a. Evaluation de ’effet génotoxique du Bactrim (témoin 1) :

Les résultats obtenus pour le Bactrim (témoin 1), ne montrent aucun effet génotoxique vis-a-
vis des trois souches de S. typhimurium TA100, TA98 et TA153, avec et sans activation

métabolique. Le nombre de colonies révertantes est faible avec toutes les souches et toutes les
concentrations (Tableau 46), (figure 42).

Tableau 46 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium

TA 100, TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule témoin 1 (Bactrim)

avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentrations (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(ug/ml)
512 165,33 +1,15 | 180,66 £1,15 | 80,66 + 1,15 99=+1 49,33+ 0,57 60+0
256 141+1 170,33 +1,15 | 76,66 +1,15 | 91,33+1,15 | 40,66 £ 1,15 | 55,66 * 0,57
128 127,66 +0,57 | 14533 +1,15 | 71,33+1,15 | 84,66 £ 0,57 36+1 50,66 + 1,15
64 98,66+ 1,52 | 127,66 £ 1,52 65+1 79,66 + 0,57 33+0 49+1
32 88+0 121+0 57+1 72+0 30,33+0,57 | 42,33+1,15
16 76,33+ 0,57 116 1 50,66 + 0,57 | 67,33+ 0,57 | 27,33+ 0,57 380
8 59,33+ 0,57 9=+1 43+0 60,66 + 0,57 | 23,66 + 0,57 34+1
4 53+3 90,33+ 0,57 | 39,66 0,57 55+ 0 20,33+0,57 | 29,66 +0,57
2 49,66 £ 1,52 87+1 34,33 £ 0,57 51+4 160 28+0
1 45,33+£0,57 | 80,33+0,57 30+1 46,33 £ 1,52 15+0 25+1
0,5 37,33+ 1,15 74+1 24+0 40 £2 12,66 + 1,15 22+1

(-S9) : sans activation métabolique.

(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 42 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
du Bactrim (T1), avec et sans activation métabolique (S9).
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b. Evaluation de l’effet génotoxique du Sulfaguanidine (témoin 2) :

Le Sulfaguanidine (témoin 2), n’a montré aucun effet génotoxique avec les trois souches de

S. typhimurium TA100, TA98 et TA1535, avec et sans activation métabolique. Le nombre de

colonies révertantes est faible pour les trois souches, et ce avec la totalité des concentrations
(Tableau 47), (Figure 43).

Tableau 47 : Dénombrement des colonies révertantes des souches de S. typhimurium
TA100, TA98 et TA1535 vis-a-vis de la molécule témoin 2 (Sulfaguanidine)

avec et sans activation métabolique (S9).

Souches
bactériennes TA 100 TA 98 TA 1535
Concentrations (-S9) (+S9) (-S9) (+S9) (-S9) (+S9)
(ug/ml)
512 63,33+ 1,15 89+1 460 66 +1,73 54+1 671
256 56,33 £ 0,57 84+1 41,66 £ 0,57 | 60,66+ 1,15 | 50,66 0,57 62,66 + 0,57
128 55+ 2 80,66 + 1,15 391 55+0 46,66 + 0,57 605
64 52,33 £ 0,57 781 35,66 + 0,57 51+1 410 56,66 + 1,15
32 50+3 73,66+152 | 32,33+0,57 | 48,33%0,57 3B+l 51,66 + 1,15
16 46,66 £ 0,57 69+1 31,33+0,57 | 43,33+£1,15 300 47,33 + 0,57
8 40,66 + 1,15 671 300 39,33+1,15 | 28,66 + 0,57 43,33+ 1,15
4 34,66 + 0,57 631 28,66 £0,57 | 38,66+1,15 | 26,33+0,57 40+ 2
2 30,33+ 0,57 55+1 25,33+0,57 | 35,66+0,57 | 25,66+ 0,57 37,33 £ 0,57
1 28+0 500 20,33+ 0,57 330 250 31,66 + 1,52
0,5 25,66 £ 0,57 43 +2 160 28,33+£1,52 | 21,33+0,57 29+1

(-S9) : sans activation métabolique.
(+S9) : avec activation métabolique.
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Figure 43 : Nombre de colonies révertantes des souches TA100 (a), TA98 (b) et TA1535 (c)
du Sulfaguanidine (T2), avec et sans activation métabolique (S9).
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5.2. Les SOS Chromotest :

Les reésultats obtenus avec le SOS Chromotest sont en accord avec ceux obtenus avec le test
d’Ames. Nous remarquons que pour les quatre molécules de sulfamides de la premiére série
la-d, une génotoxicité dose-dépendante est mise en évidence, avec les molécules 1a, 1b et
1d, par I’apparition de la couleur verte due a I’expression de la B-galactosidase qui est liée a
I’induction du systéme SOS. Les valeurs exponentielles des DOggs sont comparables a celles
du témoin positif 4-NQO, qui exprime également une couleur bleue due a 1’expression de la
B-galactosidase. L’intensité de la couleur dans les puits de la microplaque est en rapport avec

I’intensité de la réponse génotoxique (bleue/ verte) (Photo 42).

La molécule 1c, n’est pas g@énotoxique. Les résultats obtenus avec les différentes
concentrations sont comparables au témoin négatif révélant une couleur jaune dans les puits
de la microplaque, et des DO4gs identiques. La couleur jeune revele la viabilité de la souche E.

coli PQ37 et est due a I’expression de la phosphatase alcaline mesurée a DO4gs (Photo 45).

Concernant les molécules 2a-c de structures lineaires, le SOS Chromotest a révélé le caractere
non génotoxique de ces molécules. Ceci est révélé par 1’apparition de la couleur jaune dans
les puits de la microplaque, comparables a celle des puits témoins qui exprime la croissance
bactérienne avec I’expression de la phosphatase alcaline ; les DOgos sont presque identiques.
(Photo 46).

Pour les molécules 2d-f de structures cycliques, le SOS Chromotest a montré un effet
génotoxique. En effet, comparativement aux puits du témoin positif 4-NQO la couleur verte
témoigne de I’expression de la B-galactosidase liée a 1’induction du systéme de réparation
SOS donnant une courbe dose-dépendante avec des DOgos qui augmentent en fonction de

I’augmentation de la concentration.

Le SOSIP est calculé pour les molécules 1a, 1b, 1d, 2d, 2e et 2f qui ont donné une réponse
génotoxique colorimétrique positive (couleur verte) ainsi que des DOgos dose-dépendantes.
Pour les trois molécules 1a, 1b, 1d, le SOSIP est de 20,51 ; 14,76 et 20,51 respectivement.
Pour les trois molécules cycliques 2d-f, le SOSIP est de 24,35; 26,92 et 21,35
respectivement.

Le témoin positif 4-NQO a donné un SOSIP égal a 71,97, et est identique a celui décrit dans la
littérature (Tableau 48).
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Si le SOSIP est inferieur ou égal a 0, cela signifie que la molécule est non génotoxique.

Concernant les deux molécules témoins utilisées dans notre travail, aucun effet génotoxique
n’a été signalé avec le SOS chromotest.

@)

Photo 45 : Résultats du SOS Chromotest de la série de sulfamides 1a-d.

(b)

Photo 46: Résultats du SOS Chromotest de la série de sulfamides 2a-f.
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Tableau 48 : Résultats du SOSIP des sulfamides 1a-d et 2a-f ainsi que des deux molécules

témoins (Bactrim et Sulfaguanidine).

Molécules | SOSIP| SOSIP corrigé (/0,39) | Genotoxicité
4-NQO 28 71,97 +)
la 8 20,51 +)
1b 5,76 14,76 +)
1c 0 0 ¢)
1d 8 20,51 +)
2a 0 0 ¢)
2b 0 0 ¢)
2c 0 0 ¢)
2d 9,5 24,35 +)
2e 10,5 26,92 +)
2f 8,33 21,35 (+)
Témoin 1 0 0 ()
Témoin 2 0 0 ()

(+) : Génotoxicité positive/ Présence d’effet génotoxique.
(-) : Génotoxicité négative/ absence d’effet génotoxique.
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Conclusion 4 :

L’¢évaluation de D’effet génotoxique a permis de mettre en évidence la présence d’une

génotoxicité parmi les molécules testées.

Les molécules 1a, 1b et 1d présentent un effet genotoxique, que ce soit avec ou sans
activation métabolique. Ces molécules portent le phenyl combiné a un autre motif a savoir le
methoxy, le fluore et I’éthyl.

La molécule 1c qui porte un radical phenyl seul, ne présente aucun effet génotoxique, avec ou

sans activation métabolique.

En ce qui concerne la deuxieme série de molécules de sulfamides 2a-f, les 3 molécules
linéaires 2a-c [(V, N - Bis (benzyl) sulfamide, (N, N'- Bis (phenyléthyl) sulfamide et le N, N -
Bis (propyl) sulfamide] n’ont montré aucun effet génotoxique, contrairement aux 3 molécules
cycliques 2d-f [N, N’-Dibenzyl-1,2,5-thiadiazolidine 1,1-dioxyde sulfamide, N, N’-bis (1-
phenyléthyl)-1,2,5-thiadiazolidine 1,1-dioxyde sulfamide et le N,N’-Dipropyl-1,2,5-
thiadiazolidine 1,1-dioxyde sulfamide] qui se sont avérées génotoxiques (mutagenes) avec les

souches du test d’Ames avec et sans activation métabolique.

Toutes les molécules génotoxiques ont exprimé une génotoxicité sur les souches TA100 et
TA1535, traduisant ainsi des mutations de type substitution de paires de bases.
Les deux médicaments témoins ne montrent aucun effet génotoxique avec les trois souches de

S. typhimurium (test d’Ames) avec et sans activation métabolique (S9).

Les résultats obtenus avec le SOS Chromotest ont confirmé les résultats obtenus avec le test
d’Ames. Les molécules ont exprimé leur potentiel génotoxique en stimulant la production de
la B-galactosidase d’ou la couleur verte. Les molécules non génotoxiques ont juste exprimé la
couleur jaune de la phosphatase alcaline qui exprime une croissance bactérienne sans effet

génotoxique.
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Discussion

Les antibiotiques ont été la plus grande avancée thérapeutique du XX siécle. lls ont permis de
sauver d’innombrables vies menacées par des infections autrefois fatales. Malheureusement, le
[11° millénaire s’ ouvre sur une crainte majeure : la résistance des bactéries aux antibiotiques.

Les résistances bactériennes ont débuté des les premiéres années d'utilisation de la pénicilline G.
A partir de 1970 elles ont posé de vraies difficultés pour le traitement des infections hospitalieres
(entérobacteéries et autres bacilles & Gram négatif d'abord, et plus tard les germes a Gram positif).
A la fin des années 80, de nouvelles menaces de résistance apparaissent chez les pathogenes
communautaires (Trémoliéres et al., 2005 ; Saga et Yamaguchi, 2009).

Les bactéries résistantes aux médicaments, en particulier les entérobactéries, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus pneumoniae ... tuent plus de deux millions de personnes chaque année et

mettent en sérieux danger la santé humaine (Yeh et al., 2009).

Cette résistance est un probléme complexe, croissant et significatif, surtout avec
la diminution, voir la raréfaction de 1’arsenal d’antibiotiques déja existant et le manque de
nouveaux antibiotiques réduisant notablement les possibilités thérapeutiques pour lutter
efficacement contre les principaux problemes d'augmentation et de dissémination rapide des
résistances bactériennes aux antibiotiques. C’est probablement l'un des problémes de santé
publique les plus inquiétants de ces dernieres années. La multirésistance, due essentiellement au
mauvais usage des antimicrobiens, joue un réle important en infectiologie communautaire et

nosocomiale (Grare et al., 2010).

Le nombre de nouveaux antibiotiques a précipitamment baissé au cours des 25 dernieres années.
Une diminution de prés de 75% a été observée pour les antibiotiques systémiques, approuvés par
la FDA (Food and Drug Administration) entre 1983 et 2007 ; cette baisse est particulierement
importante entre 2003 et 2007 (Grare et al., 2010).

Cette évolution rapide de la résistance bactérienne aux antibiotiques les plus commercialisés
encourage la découverte de nouvelles molécules. Par conséquent, le développement de nouveaux
agents antimicrobiens continue d'attirer l'attention et constitue un domaine de recherche
rigoureux. Bien qu'un grand nombre d'antibiotiques et d’agents chimiothérapeutiques soient
disponibles pour usage médical, la résistance antimicrobienne entraine un besoin croissant de

nouveaux agents antimicrobiens (Coates et al., 2002 ; Borrell et al., 1998).

Le travail que nous avons effectué au cours de cette these aborde les points suivants: la

résistance bactérienne aux antibiotiques standards des souches cliniques isolées, I’évaluation de
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I’activité antibactérienne des molécules de sulfamides innovantes, 1’évaluation de la cytotoxicité

de ces nouvelles molécules ainsi que 1’évaluation de leur effet génotoxique.

% Résistance bactérienne des souches cliniques aux antibiotiques

standards :

Depuis une vingtaine d’années, on assiste a une augmentation importante et réguliére de la
résistance aux antibiotiques utilisés dans le traitement des infections communautaires et
hospitalieres, ou on observe une augmentation rapide de la prévalence de bactéries
multirésistantes, aussi bien chez les bactéries a Gram négatif que chez les bactéries & Gram
positif. En effet certaines pathologies anciennes réapparaissent parfois sous des aspects cliniques
inhabituels (Veyssier, 1995 ; Taubes, 2008).

L’évolution rapide de la résistance bactérienne aux antibiotiques est un phénomene actuellement
préoccupant dans les pays en voie de développement ou les pathogeénes résistants aux
antibiotiques peuvent avoir une plus forte prévalence dans certains pays africains (Bradford,
2001). En Algérie, les données récentes de résistance aux antibiotiques sont inquiétantes. En
effet, ces dix dernieres années ont été marquées par 1I’émergence et la dissémination de nouveaux
genes de résistance notamment dans le nord du pays. Les défis majeurs de cette résistance ont été
rencontrés principalement chez différentes especes d’entérobactéries (Rice, 2001 ; Baba
Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014).

Au cours des dernieres décennies, une attention particuliere dans le domaine des agents
pathogénes multirésistants a été accordée aux staphylocoques dorés et particuliérement aux
staphylocoques dorés résistants a la méticilline (SARM) ainsi qu’aux entérocoques résistants a la
vancomycine qui sont particuliérement préoccupants. Antri et al., (2010), a démontré que S.
aureus est I’un des principaux agents étiologiques des infections suppuratives superficielles et
profondes ainsi que des syndromes liés a 1’action des toxines. Actuellement, le traitement des
infections affiche un plus grand défi pour le clinicien (Kamath et al., 2010 ; de Kraker et al.,
2011).

Dans notre étude nous avons isolé 40 souches de S. aureus, parmi lesquelles 28 souches de
SARM. La majorité des souches (55%) a été isolée a partir de pus ; ce résultat est similaire a

celui obtenu par EIhamzaoui et al., (2009), dans lequel 62,70% des souches de S. aureus ont
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éteé isolées de pus. Le reste des souches a été isolé a partir d’urine (22,5 %), de PDP (7,5 %) et
de sang (15%).

Les pourcentages de résistance aux antibiotiques, obtenus dans notre travail, sont de 78,33%
pour les B-lactamines, de 100% pour les aminosides, de 62,5% et de 80% pour la tétracycline.
En plus de la sensibilité a la gentamicine, nos souches présentent également une sensibilité
moyenne vis-a-vis des macrolides ; elle est de 65% pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole.

Nos résultats s’accordent avec ceux de Djahmi et al., (2013), obtenus dans une étude effectuée
sur 85 isolats de S. aureus et qui ont montré un haut niveau de résistance a tous les traitements
anti-staphylococciques classiques tels que les B-lactamines, les aminosides, les quinolones et la
tétracycline ; 85,9% des souches étaient des SARM. Ces souches ont été sensibles aux
glycopeptides et a la gentamicine.

Concernant les SARM, nous rapportons dans notre étude un taux de 70%. Alioua et al., (2014)
ont rapporté un taux de 80% dans le cas des infections acquises dans I’unité des soins intensifs
au niveau du CHU Annaba. Une étude réalisée par Antri et al., (2010) au CHU Mustapha-
Bacha d’Alger sur des souches de S. aureus montre que les SARM ont des fréquences de 35 %
en communautaire et de 49 % a’ I’hopital.

Les souches isolées dans ces deux dernieres études présentaient des résistances a la majorité des

antibiotiques, ce qui est le cas également pour nos souches.

Enterococcus faecalis a été initialement considéré comme une des bactéries commensales du
tractus gastro-intestinal, qui sont parfois associées a des infections de I'appareil urinaire (Amyes,
2007). En effet, la totalité de nos souches étaient isolées a partir d’urines.

E. faecalis est, également, considéré comme étant un germe tres répandue, associé a un nombre
croissant d’infections. L'acquisition de résistance a la vancomycine par ces souches est

particulierement préoccupante aboutissant souvent a des échecs thérapeutiques (Amyes, 2007).

L’émergence des entérocoques comme agents responsables d’infections nosocomiales date d’une
vingtaine d’années. Elle est, volontiers, attribuée a 1’existence chez ces bactéries de multiples
résistances naturelles aux antibiotiques dont les sulfamides, les céphalosporines, les aminosides,
la clindamycine, les fluoroquinolones et a 1’activité médiocre des macrolides et de 1’association
triméthoprime/sulfaméthoxazole. A ces résistances naturelles s’ajoutent des résistances acquises
aux trois principales classes d’antibiotiques utilisés dans le traitement des infections a

entérocoque telle que les pénicillines (Rice, 2001).
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Nos souches ont montré une grande résistance a la majorité des antibiotiques standards utilisés
allant jusqu’a 100% pour 1’oxacilline, la céphalosporine, les aminosides, 1’ofloxacine et les
sulfamides. Elles restent sensibles a la pénicilline, 1’amoxicilline, amoxicilline/acide
clavulanique, I’imipenéme, la ciprofloxacine et la vancomycine. Une souche isolée parmi les six
était résistante a la vancomycine.

Nos résultats s’accordent a ceux obtenus par Rice, (2001) et Amyes, (2007) concernant la
résistance de ces souches a plusieurs antibiotiques. Ces auteurs ont montré que les souches d’E.
faecalis ont tendance a étre sensibles a I'ampicilline, méme si elles expriment une résistance a la
vancomycine. Néanmoins, ces souches restent 100% sensibles a la pénicilline, I’amoxicilline et

I’amoxicilline/acide clavulanique, et 83,34% sensibles a I’imipeneme et a la vancomycine.

Récemment, les bactéries a Gram négatif, notamment productrices de [-lactamases a spectre
étendu (BLSE), ont gagné une importance croissante. Les entérobactéries sont parmi les souches
les plus fréeqguemment isolées chez les patients hospitalisés. Elles sont souvent responsables
d’infections urinaires, pulmonaires, de septicemies mais également d’autres infections intra-
abdominales (Paterson, 2006 ; de Kraker et al., 2011). E. coli est également une cause
fréquente d’infections urinaires acquises en milieu communautaire (Ronald, 2002).

P. aeruginosa et A. baumannii sont des pathogénes opportunistes, souvent responsables
d’infections pulmonaires et de bactériémies sévéres, notamment dans les unités de soins
intensifs. Ces infections sont & ’origine de mortalité et de morbidité élevées partout dans le
monde (Rossolini et al., 2007). Leur traitement est rendue plus complexe en raison de la
capacité des bactéries a développer une variété de mécanismes de résistance a de nombreux
agents thérapeutiques. De nombreux auteurs ont décrit ce phénomene comme la fin de I'ére des
antibiotiques (Taubes, 2008).

La fréquence des bacilles a Gram négatif est le témoin d’une forte contamination de
I’environnement hospitalier, et communautaire par ces bactéries, et de 1’inefficacité des mesures
visant a limiter leur dissémination (Veyssier, 1995). Au cours des dix dernieres années, nous
avons constaté une importante augmentation de la résistance aux antibiotiques en particulier chez
les bacilles a Gram négatif (Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014).

Selon I’Agence frangaise de sécurité sanitaire des produits de santé (afssaps, 2007), les
infections urinaires sont une des causes les plus fréquentes d’infections bactériennes. La

prévalence de la maladie dépend de multiples facteurs, notamment de 1’age et du sexe du patient.
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E. coli vient largement en téte avec 60 a 90 % des cas. Aprés E. coli, les trois espéces

bactériennes jouant un réle significatif sont Proteus mirabilis, les entérocoques et Klebsiella spp.

La résistance aux B-lactamines chez les entérobactéries est dominée par la production de BLSE.
Les souches productrices de ces enzymes sont souvent a 1’origine d’infections potentiellement
séveres aussi bien en milieu hospitalier que communautaire (Tagajdid et al., 2010 ; Baba
Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014).

Plusieurs genes et déterminants génétiques identifiés chez les entérobactéries sont responsables

de cette résistance.

Nos résultats pour les souches d’E. coli montrent une résistance de 100% vis-a-vis de
I’association amoxicilline/acide clavulanique. On note également une résistance de 100% a la
céfalotine, la ticarcilline et la tobramycine, de 70,87% a I’aztréonam, de 84,37% au
triméthoprime/sulfaméthoxazole, et de 81,25% au Sulfamide SSS. Un taux faible de résistance
est observé avec 1’ofloxacine (9,37 %), I’acide nalidixique (31,25 %), et la ciprofloxacine (21,87
%). Ces résultats sont comparables a ceux obtenus au Maroc par Tagajdid et al., (2010), a la
suite d’une étude sur des patients consultants et hospitalisés. Dans 1’étude de Fabre et al., (2010)
réalisée sur des souches d’E. coli, les résultats rapportés montrent une résistance un peu moins
importante que celle de nos souches, avec des taux de sensibilités variables: 57% pour
I’ampicilline, 73% pour 1’amoxicilline/acide clavulanique, 96% pour le céfixime, 98% pour le
ceftriaxone, 96% pour la gentamicine, 82% pour 1’acide nalidixique, 89% pour la ciprofloxacine

et 98% pour la fosfomycine.

Concernant la famille des B-lactamines, on note pour les souches de K. pneumoniae et K. oxytoca
une résistance de 100% a la céftazidime, la céfotaxime, la céfalotine et a 1’amoxicilline/acide
clavulanique, ainsi que pour la ticarcilline, la tobramycine, la gentamycine, le sulfamides (SSS)
et la tétracycline. Ces résultats sont Iégérement supérieurs a ceux obtenus par Labid et al.,
(2014), qui ont réalisé une étude sur I’hémoculture ou plusieurs souches de K. pneumoniae ont
été isolées et évaluées pour leur résistance aux antibiotiques. Des taux de résistance élevés ont
été observés chez K. pneumoniae pour les céphalosporines : la ticarcilline (95,83%), suivi de la
céfazoline et I’amoxicilline/acide clavulanique (87,5%), enfin, la céfotaxime, la ceftazidime, la
céftriaxone et 1’aztréoname (83,33%). Pour les aminosides, le taux le plus important a eté
observé pour la gentamicine, (83,33%), suivi de 1’Amikacine (79,16%). Ces taux sont

Iégerement élevés par rapport a ceux obtenus dans une étude réalisée par Belbel et al., (2014),
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mais restent beaucoup plus faibles que les taux rapportés par Nedjai et al., (2012) a I’hépital Ibn
Rochd.

Les souches de P. mirabilis ont présenté une résistance de 100% a I’amoxicilline/acide
clavulanique, I’aztréonam et la ticarcilline, ainsi que pour le sulfamide (SSS), la colistine et la
tétracycline. Des taux élevés de résistance sont observés pour 1’ofloxacine, I’acide nalidixique et
le triméthoprime/sulfaméthoxazole. Ces taux de résistance sont élevés par rapport aux taux

rapportés par Mahamat et al., (2006).

Dans notre étude, les souches d’E. cloacae sont résistants aux C3G avec les pourcentages
suivants: Céftriaxone (50%), Céfotaxime (70%) et Céftazidime (60%). Ces taux sont élevés par
rapport a ceux rapportés par une étude récente de Nedjai et al., (2013), dans la région d’Annaba
(47,6%), mais sont proches de ceux rapportés par 1’étude de Khennouchi et al., (2015), ou les
taux de résistance sont respectivement de 66,6%, 66,6% et 50% pour les mémes antibiotiques.
Les résultats pour le reste des antibiotiques testés sont comparables a ceux obtenus dans cette
étude. Les souches d’E. aerogenes eétaient plus résistantes vis-a-vis de la majorité des

antibiotiques.

L’analyse du profil de la résistance des souches de S. marcescens montre des taux de résistance
tres élevés pour certains antibiotiques. Un pourcentage de 100% est observé pour la céfalotine,
’aztréonam, la ticarcilline, I’amikacine, 1’ofloxacine, 1’acide nalidixique, la ciprofloxacine et a la
colistine. Ces souches restent sensibles a la céftazidime, la céfotaxime et la céftriaxone.

Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par Batah et al., (2015), dans une étude
comparative entre des souches isolées dans les régions de Constantine et de Skikda. Nos souches
ont montré une forte resistance pour certains antibiotiques comme pour le cas des souches
isolées & Skikda (100% de résistance) et une sensibilité vis-a-vis d’autres antibiotiques comme
pour le cas des souches isolées a Constantine ainsi que des souches communautaires utilisées
dans cette étude. Nos résultats sont également comparables a ceux obtenus par Labid et al.,
(2014).

Dans une étude épidémiologique effectuée sur des souches de P. aeruginosa isolées a I’est de
’algérie par Meradji et al., (2015), le taux de résistance aux p-lactamines a savoir la ticarcilline,
la céftazidime, la ticarcilline/acide clavulanique et 1’aztréonam étaient respectivement 61,25% ;
56,25% ; 56,25% ; 41.25% et 36,25%. Ces résultats s’accordent aux notre qui sont,
respectivement, 68.75%, 64.06%, 65.62% et 42.18% pour ces mémes antibiotiques.
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Dans cette méme étude le taux de résistance pour la ciprofloxacine, la colistine et la gentamycine
étaient respectivement 43,75% ; 25% et 21,75%. Pour les deux premiers antibiotiques les taux
que nous avons obtenus sont inférieurs a 9,37% et 7,82%. Quant a la gentamycine, la moyenne
de résistance est de 37,5% et reste proche de celle obtenue par Meradji et al., (2015), ainsi que
Touati et al., (2012).

En ce qui concerne les souches d’A. baumannii, on note une résistance de 100% a la céftazidine,
la ticarcilline, la ticarcilline/acide clavulanique, le sulfamide (SSS) et a la tétracycline. Une
résistance importante est obtenue avec I’aztréonom (87%), la pipéracilline (90,47%), le
tobramycine (61,90%), I’amikacine (52,38%), la gentamicine (76,19%), la ciprofloxacine
(80,95%) et le triméthoprime/sulfaméthoxazole (71,42%). Ces résistances sont plus élevées que
celles obtenues par Touati et al., (2012), mais restent comparables aux résultats obtenus par
Ramoul et al., (2013) en Algérie, Bayrem et Balci, (2006) en Turque et Hassanzadeh et al.,
(2009) en Iran.

Néanmoins ces souches restent sensibles a la colistine, a la fosfomycine et au chloramphénicol.

+» Evaluation de Pactivité antibactérienne des molécules de sulfamides

innovantes :

Dans ce travail, deux nouvelles séries synthétiques de sulfamides la-d et 2a-f ont été testées
pour évaluer, in vitro, leur activité antibactérienne vis-a-vis de 262 souches cliniques a Gram
positif et a Gram négatif. Parallelement, cinq souches de référence ont été utilisées :
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniea ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

L’¢évaluation de I’acticité antibactérienne a été réalisée qualitativement en mesurant les diametres
des zones d’inhibition, et quantitativement en déterminant les CMI, CMlIsy et CMIlgy. Une
cinétique d’évolution de la CMI a été réalisée afin de caractériser I’effet et I’évolution de
I’activité antibactérienne des molécules vis-a-vis des souches cliniques.

Un test d’évaluation de la stabilité structurale et de 1’activité antibactérienne des nouvelles

molécules 1a-d et 2a-f a été réalisé.

La série 1a-d est composée de molécules aromatiques. La série 2a-f est composée de molécules
linaires 2a-c et de molécules cycliques 2d-f.
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Pour la deuxiéme serie, chaque couple de molécules (2a-d ; 2b-e et 2c-f) présente des structures
identiques ; la différence réside uniquement dans la cyclisation au niveau de la molécule

cyclique par rapport a la molécule linéaire.

L'évaluation, in vitro, de l'activité antibactérienne des sulfamides la-d a mis en évidence une
activité antibactérienne importante vis-a-vis des souches a Gram positif a savoir S. aureus et E.
faecalis. Les diametres des zones d’inhibition respectifs sont de 22,15 + 6,22 et 24 + 0,63 mm
avec la molécule 1a. Les CMI pour les souches de S. aureus varient entre 4 et 512 pg/ml pour les
quatre molécules 1a-d ; les pourcentages d’inhibition sont importants et varient entre 80 et 82,5
%. Pour les souches d’E. faecalis les CMI varient entre 1 et 8 pg/ml avec des pourcentages
d’inhibition de 100%. En ce qui concerne les CMIs, et CMlgg, elles sont faibles, ce qui prouve la
sensibilité des souches cliniques vis-a-vis de ces molécules.

La molécule 1a a donné le meilleur résultat avec les souches a Gram positif, et aucun résultat
avec les souches & Gram négatif.

Les molécules 1b-d ont donné une bonne activité antibactérienne avec la majorité des souches
cliniques a Gram négatif mis-a-part S. odorifera et C. freundii qui sont résistantes. Les diametres
des zones d’inhibition varient entre 17,16 + 1,09 mm pour les souches d’E. coli avec la
molécule 1c et 23,85 + 1,06 mm pour les souches d’A. baumannii avec la molécule 1b. Les CMI
varient entre 32 et 512 pg/ml pour les souches les plus résistantes aux antibiotiques standards a
savoir E. coli, K. pneumoniea et K. oxytoca. Les CMI sont faibles et varient entre 0,5 et 64 pg/ml
pour le reste des souches a Gram négatif.

Les pourcentages d’inhibition sont de 50 et 62,6% pour les souches E.coli, K. pneumoniea et K.
oxytoca et de 100% pour le reste des souches. Les CMIsy et CMlgy sont également faibles

confirmant ainsi 1’intérét des nouvelles molécules.

Lorsque les composés sont comparés les uns aux autres, la molécule 1b s’avéré étre la plus
active et a de faibles concentrations vis-a-vis des souches étudiées suivie de la molécule 1c. La
molécule 1b porte le fluorophenyl et la molécule 1c porte le phenyl seul. Cette activité peut étre
attribuée a la présence de donneurs d'électrons et des groupes attracteurs ; la taille et la forme de
la molecule, peuvent, également, influencer I'activité antibactérienne sélective (Becheker et al.,
2014). Les substituants aromatiques tel que le fluor, améliorent la biodisponibilité et augmentent
la puissance de I’activité antibactérienne.

Selon Kumar et al., (2013) et Becheker et al., (2014), il a été conclu que la présence du

fragment fluor, outre le groupement phényle, est essentiel pour une activité antibactérienne
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élevée. En effet, ces auteurs indiquent dans leurs études que la présence du noyau phényle lié au
fragment sulfamide augmente le potentiel antimicrobien des composés synthétisés contre les

souches microbiennes testées.

Les molécules 2a-f de la deuxieme série de sulfamides ont donné une tres bonne activité
antibactérienne avec la totalité des souches cliniques testées.

Concernant les souches a Gram positif, le diameétre le plus élevé a été obtenu avec la molécule 2a
pour S. aureus avec 19 + 1,65 mm; pour les souches d’E. faecalis les diamétres de zones
d’inhibitions varient entre 20,33 £ 0,51 mm (molécule 2e) et 21,66 + 0,51 mm (molécule 2c).
Les CMI sont faibles et varient entre 4 et 256 pg/ml pour S. aureus ; elles sont plus faibles pour
E. faecalis et varient entre 0,5 et 8 pg/ml. Les pourcentages d’inhibition sont également élevés et
varient entre 75 et 92,5% pour S. aureus et 100% pour E. faecalis. Les CMlsq et CMlgy sont

également tres faibles.

Toutes les souches a Gram négatif étaient sensibles aux six nouvelles molécules. Les diametres
des zones d’inhibition varient en général entre 18,85 + 1,97 mm pour les souches d’E. coli
(molécule 2f), et 25,09 + 1,09 mm pour les souches d’A. baumannii (molécule 2a).

Les CMI sont faibles variant entre 0,5 et 128 pg/ml pour les souches d’E. coli qui se sont
montrées les plus résistantes, et entre 0,5 et 8 pg/ml pour le reste des souches a Gram négatif.
Les pourcentages d’inhibition varient entre 84% et 100% pour E. coli et K. pneumoniae
respectivement, pour le reste des souches cliniques il est de 100%. Les CMlIsy et CMlIgy sont
faibles ce qui prouve I’efficacité des nouvelles molécules.

Il est a noté que les molécules linéaires 2a-c donnent de meilleurs résultats par rapport a ceux

obtenus avec les molécules cycliques 2d-f.

Dans une étude menée par Geng et al., 2008, trois dérivés de sulfamides ont été testés pour leur
activité antimicrobienne dans le but de révéler les principaux composés susceptibles d’étres
utiliser pour le développement de nouveaux agents antimicrobiens [(2-Hydroxy-4-nitro-phenyl)-
4-methyl-benzenesulfonamide], [N-(2-Hydroxy-5-nitro-phenyl)-4-methyl-benzenesulfonamide]
et le [N-(5-Chloro-2-hydroxy-phenyl)-4-methyl-benzenesulfonamide]. Les résultats de I'étude
ont montré que les dérivés de sulfamides | et Il sont assez efficaces avec un effet inhibiteur élevé
sur les bactéries a Gram positif a savoir S. aureus, N. asteroides, N. farcinia et B. subtilis. Sur les

bactéries a Gram negatif, aucun effet inhibiteur significatif n’a été observé sur E. coli,
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P. aeruginosa, E. cloacae, ainsi que sur les levures et les moisissures. Pour S. aureus les
diamétres des zones d’inhibition varient entre 16 - 25 et 14 - 22mm pour la molécule 1 et entre
14 - 22 mm pour la molécule 1. Les CMI varient entre 32 et 512 pg/ml, et la CMI la plus
efficace qui a été retenue est de 500 pug/ml (Geng et al., 2008). Contrairement a ces molécules,
les notre, qui portent presque les mémes radicaux, montrent une activité antibactérienne aussi
bien sur les bactéries & Gram positif que sur les bactéries a Gram négatif. Seule la molécule 1a a
donné des résultats comparables a ceux obtenus dans cette étude, en inhibant uniquement les

bactéries a gram positif avec des diameétres de zones d’inhibition et des CMI similaires.

Les résultats obtenus par Badampudi et al., (2014), pour une série de sulfamides contenant des
hétérocyles montrent des CMI variant entre 2 et 20,46 pg/ml pour la souche de S. aureus NCCS
2079 et entre 3 et 35,16 pg/ml pour la souche d’E. coli NCCS 2065. Ces résultats sont meilleurs
que ceux obtenus pour S. aureus avec les deux séries de notre étude et sont comparables a ceux
obtenus avec la deuxieme série de molécules 2a-f pour les souches d’E. coli.

Tommasino et al., (2011), ont combiné des ions métalliques aux sulfamides. Les résultats de la
CMI obtenus pour P. aeruginosa sont égales ou supérieures a 128 mg/L, pour E. coli, S. aureus
et K. pneumoniae sont comprises entre 32 et 128 mg/L. Les résultats obtenus dans notre étude

avec ces espéeces bactériennes restent bien plus importants avec des CMI plus faibles.

Ozdemir et al., (2009) ont reéalisé une étude sur six derivés de sulfamides et leur complexes
nickel(ll) et cobalt(ll). L’activité antibactérienne a été reéalisée sur plusieurs souches de
références a Gram positif et a Gram négatif, parmi ces souches, S. aureus ATCC 25923 et d’E.
coli ATCC 11230 qui ont donné des CMI qui varient entre 220 et 413 pg/ml et entre 220 et 610
pg/ml respectivement. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus pour les molécules la-d
avec les souches de S. aureus mais qui restent légerement plus actives avec des CMI qui ne
dépassent pas 512 pg/ml. Pour E. coli, nos résultats restent meilleurs avec des CMI plus faibles

variant entre 32 et 512 pg/ml.

Dogruer et al., (2010) ont synthétisé une série de derives de pyridazines portant l'urée, la
thiourée, et des groupements sulfamides (4 dérivés), et ont évalué leur activité antibactérienne
sur des souches de référence ainsi que sur des souches cliniques. En ce qui concerne les 4 dérivés
de sulfamides, les CMI sont de 4 pg/ml pour les 3 premieres molécules et de 16 pg/ml pour la
4*™ molécule pour la souche d’E. coli ATCC 25922. Pour la souche clinique d’E. coli la CMI
varie entre 32 et 128 pg/ml. La CMI est de 128 pg/ml pour la souche de référence ainsi que la
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souche clinique de P. aeruginosa ; pour la souche S. aureus ATCC 29213, elle est de 4 pg/ml
pour les 4 molécules et de 128 pg/ml pour la souche clinique de S. aureus. Ces molécules portent
les mémes radicaux que nos molécules a savoir le phenyl, le benzene, le methyl et le methoxy et
présentent des combinaisons semblables entre ces radicaux. L’activité antibactérienne vis-a-Vis
de ces souches est comparable aux résultats obtenue avec la série 2a-f, sauf que pour la souche

de P. aeruginosa nos résultats sont nettement meilleurs.

Une série de 8 nouvelles molécules de N-acylsulfonamides développées par Massah et al.,
(2008) a été testée sur des souches cliniques, a savoir E. coli, K. pneumoniae, S. aureus et deux
souches de références S. aureus ATCC 25922 et P. aeruginosa ATCC 27853. Les CMI varient
entre 2 et 256 pg/ml pour les souches d’E. coli et atteignent 1000 pg/ml avec certaines
molécules. Elles varient entre 2 et 1000 pg/ml pour les souches cliniques ainsi que la souche de
référence de S. aureus, et entre 8 et 1000ug/ml pour la souche de référence de P. aeruginosa.
Ces résultats montrent que nos molécules ont une activité antibactérienne plus intéressante vis-a-
vis des souches de référence ainsi que des souches cliniques avec des CMI beaucoup plus

faibles.

Il a été decrit dans la littérature que les entérocoques sont naturellement résistants aux
sulfamides. Toutefois, nos résultats ont montré la sensibilité d’une souche de référence

d’E. faecalis ATCC 29212 et de six souches cliniques d’E. faecalis vis-a-vis des deux séries de
sulfamides 1la-d et 2a-f. Ces résultats sont comparables a d’autres études réalisées dans le but
d’évaluer I’activité antibactérienne de nouveaux sulfamides sur des souches d’entérocoques a
savoir E. faecalis et E. faecium. Parmi ces études Tommasino et al., (2011), ont combiné des
ions métalliques aux sulfamides ; les CMI obtenus sont supérieures ou égales a 128 mg/L pour
E. faecalis. Dogruer et al., (2010), ont également évalué une série de dérivés de pyridazines
portant l'urée, la thiourée, et des groupements sulfonamide sur E. faecalis ATCC 29212 et un
isolat d’E. faecalis ; les CMI obtenues varient entre 4 et 8 pg/ml pour la premiere souche et sont
égales a 128 pg/ml pour la seconde souche. Le résultat obtenu pour la souche de référence est
comparable a celui obtenus avec nos deux séries de molécules, par contre nos résultats pour les
souches cliniques sont meilleurs avec des CMI variant entre 0,5 et 8 pg/ml. Massah et al.,
(2008) ont également indiqué que des souches cliniques d’E. faecium ont montré une sensibilité
vis-a-vis d’une série de 8 molécules de N-acylsulfonamides qui a donné des CMI variant entre
64 et 1000 pg/ml.
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Certaines souches cliniques, a savoir S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca et P.
aeruginosa, ont montré une résistance vis-a-vis de quelques molécules de sulfamides testées
dans notre étude. Cette résistance peut étre due, soit & des mutations dans le gene
chromosomique de la DHPS (folP) qui entrainent une diminution de ’affinité de la DHPS pour
les sulfamides, soit a I’acquisition de genes alternatifs (sul) qui codent pour des DHPS avec une
affinité réduite aux sulfamides (Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014). En Algérie, seuls les
génes sull et sul2 ont récemment été rapportés chez des souches d’entérobactéries. Le géne sull

est géneralement moins fréquent que le géne sul2 (Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2013).

% Evaluation de la cytotoxicité des nouvelles molécules de sulfamides :

L'étude de la toxicologie sert la société a bien des égards, non seulement la protection des
humains et de I'environnement contre les effets nocifs des substances toxiques, mais aussi pour
faciliter le développement de substances toxiques plus sélectives comme les anticancéreux, les

drogues cliniques et les pesticides (Timbrell, 2000 ; Hodgsona, 2004).

Lors de la recherche ou la découverte d’une nouvelle molécule ou d’un nouveau médicament ou
lors de la synthese de composés anticancéreux puissants et sélectifs, un test de cytotoxicité
préliminaire est nécessaire. Parmi les tests disponibles, 1’évaluation de la Iétalité sur I’Artemia
salina (crevette de saumure). Il fait partie des tests les plus fréquemment utilisés pour I'étude de
la toxicité des xénobiotiques, des pro-médicaments, des toxines fongiques, des l'extraits de

plantes, des métaux lourds et des pesticides (Hodgson et Smart, 2001).

La letalité in vivo d’un organisme zoologique simple, comme A. salina, pourrait étre utilisée
comme un outil simple pour le dépistage des composés physiologiquement actifs, avec une
réponse biologique simple a mesurer (létalité), car il n'y a qu'un seul critere : organisme mort ou
vivant. Cet essai biologique détecte un large éventail de molécules chimiques a plusieurs
activités biologiques (Asif et al., 2013). Il a été proposé par Michael et al., (1956), et est

considéré comme un outil utile pour I'évaluation préliminaire de la toxicité (Reddy, 2009).

Il a été demontre que le test de létalité sur A. salina est raisonnablement en corrélation avec la
cytotoxicité ainsi que d'autres propriétés biologiques (He et al., 2001 ; Asif et al., 2013). A.
salina a été utilisée dans divers systémes d’essais biologiques a savoir, le dépistage des toxines

naturelles et le dépistage général de substances bioactives (Anderson et al., 1991). 1l peut étre
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associé a d’autres tests tels que les tests de génotoxicité. Ce test fournie une réponse cytotoxique
dose-dépendante (Badisa et al., 2009).

La cytotocycité des deux nouvelles séries de sulfamides 1la-d et 2a-f a été evaluée en utilisant le
protocole de Meyer et al., (1982), vis-a-vis des nauplii d’A. salina. La technique se base sur la
détermination de la valeur de la CLsg en pug/ml de composés actifs présents dans le milieu.

Les résultats obtenus pour la série 1a-d montrent que seule la molécule 1a a affichée une activité
cytotoxique puissante vis-a-vis des nauplii d’A4. salina, tandis que les autres molécules 1b-d
n’ont pas d’effet cytotoxique. La CL50 est de 18,29 pour la molécule 1a, et elle est de

29,63 ; 66,1 et 20,99 respectivement pour les autres molécules.

En ce qui concerne les molécules de la série 2a-f, aucun effet cytotoxique n’a été obtenu avec les
six molécules. Les CL50 respectifs pour les trois molécules linéaires 2a-c sont : 712,7 ; 892,3 et
524,5. Pour les trois molécules cycliques 2d-f les CL50 sont 59,64 ; 142,3 et 292,3
respectivement.

Les molécules qui n’ont pas d’effet cytotoxique sur les nauplii d’A. salina, ne présentent pas,
par conséquent, d’effet cytotoxique sur les cellules humaines Geran et al., (1972), ce qui

favorise leur utilisation en tant qu’agents antibactériens.

Plusieurs chercheurs s’intéressent a 1’évaluation de I’effet cytotoxique des nouvelles molécules
de synthéses par le test de létalité des nauplii d’A. salina, vue I’importance des informations qu’il
peut fournir, a savoir la mise en évidence de [I’activité biologique de la molécule d’ou
I’orientation de son activité vers I’activité anti-tumorale par exemple suite a son effet

cytotoxique, ou bien la poursuite de caractérisation des molécules antibactériennes.

Parmi ces chercheurs Chohan et al., associent toujours la synthése et 1’évaluation de 1’activité
antibactérienne des nouveaux dérivés de sulfamides a 1’évaluation de leur effet cytotoxique par
ce test; plusieurs travaux ont été publiés ; plusieurs composés ont montré une bonne activité
antibactérienne, néanmoins certains se sont montrés cytotoxiques (Chohan et al., 2005 ;
Chohan et Supuran, 2008 ; Chohan, 2009 ; Chohan et al., 2010 ; Chohan et Shad, 2012).

D’autres auteurs utilisent ce test pour évaluer 1’effet cytotoxique de certains extraits de plantes
médicinales (Pimenta et al., 2003 ; Latha et al., 2007 ; Luxmini et al., 2015).
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Une étude réalisée par Bartel, (1976) a rapporté que le site d'action des sulfamides au niveau
des nauplius d'A. salina semble correspondre a I'étape de la déshydratation de 1’acide malique
(déshydrogénase) dans la réaction de production d’ATP nécessaire pour la formation des acides
nucléiques (purines et pyrimidine) qui se traduit par l'accumulation d'oxaloacétate dans le

cytoplasme.

s Evaluation de Peffet génotoxique des nouvelles molécules de

sulfamides :

Le champ d'application des études sur la mutagénése s’est considérablement ¢élargi lorsque la
notion de cancérogéneése lui a été associée ; ce concept a €té introduit par Ames et al., (1973). La
détection des génotoxines est devenue de plus en plus importante depuis la découverte de
mutagenes tres puissants dans les aliments cuits, et la démonstration ultérieure de leur
cancérogeénicité chez les rongeurs (Sugimura, 1988). Il semble maintenant que notre
environnement contient un grand nombre d'agents mutagénes, ainsi les humains vivent entouré
par des substances mutagénes/cancérogénes (Sugimura, 1985 ; Ames, 1983 ; Ames et al.,
1987). Par consequent, l'importance de I'évaluation des substances mutagenes a la fois
qualitativement et quantitativement est devenue indispensable (Hayatsu, 1999).

Selon les réglements de I'Union européenne (EEC, 1967), toutes les nouvelles substances
chimiques doivent étre notifiées avant leur introduction sur le marché. Une des conditions de la
notification est que les propriétés toxicologiques doivent étre examinées y compris la

mutagénicité (Broschinski et al., 1998).

Chaqgue année, il apparait entre 300 et 450 nouvelles molécules qui doivent étre évaluées en
terme de leur potentiel cancérogéne. L’intérét des tests de mutagenése provient du fait que 4 a 10
% des cancers proviendraient de I’exposition a des produits industriels.

La recherche d’une génotoxicité est au premier rang des recherches d’effets mutagenes. Les tests
de mutagénése fournissent une information sur la génotoxicité directe d’un agent chimique
donné. Un résultat positif dans I’un de ces tests, montre que le risque cancérogéne est grand. La

promotion de ’utilisation des tests de génotoxicité est indispensable (Binet, 2001).

L’évaluation de la génotoxicité des deux séries de sulfamides la-d et 2a-f a été réalisée en

utilisant deux tests, a savoir le test d’Ames ou le test de mutation réverse utilisant trois souches
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de S. typhimurium TA100, TA98 et TA1535 avec et sans activation métabolique (S9), ainsi que
le SOS Chromotest basé sur la réponse SOS (systtme de réparation SOS) combinée a
I’induction de la - galactosidase et de la phosphatase alcaline.

Avec le test d’Ames ainsi que le SOS Chromotest, la série 1a-d de sulfamides a montré que les
trois molécules 1a, 1b et 1d ont exprimé un effet génotoxique ou mutagene. Seule la molécule 1c
ne s’est pas montrée génotoxique. Cette molécule porte uniquement un cycle phenyl,
contrairement aux trois autres molécules qui portent un cycle phenyl combiné au methoxy pour

la molécule 1a, au fluor pour la molécule 1b et a I’ethyl pour la molécule 1d.

Les trois molécules linéaires 2a-c de la deuxiéme série de sulfamides n’ont pas montré d’activité
génotoxique, ni avec le test d’Ames (avec et sans activation métabolique), ni avec le SOS
Chromotest. Les trois molécules cycliques 2d-f de la méme série de sulfamides, ont par contre,

exprimé un effet génotoxique aussi bien avec le test d’Ames qu’avec le SOS Chromotest.

Plusieurs études ont été réalisées sur les substances chimiques susceptibles de présenter un effet
génotoxique. Quillardet et Hofnung, (1993), ont réunie tous les résultats sous forme de revue
ou des substances ont été évaluées pour leur potentiel génotoxicité avec le test d’Ames ainsi que
le SOS Chromotest. Parmi les résultats obtenus, les composés contenant le benzéne, le fluor et
I’oxyde se sont avérés génotoxiques, ainsi que les composés contenant le phenyl, I’ethyl, le

methyl et le fluor combinés a d’autres composés.

Broschinski et al., (1998), ont réalisé une analyse comparative sur un total de 776 nouvelles
substances commercialisées et notifiées par le gouvernement allemand entre 1982 et 1997 afin de
caractériser leur effet génotoxique. Plusieurs méthodes, in vitro, ont été réalisées, tel que les tests
de mutations de génes bactériens. Les résultats montrent pour 36 substances, un effet
génotoxique qui est en corrélation avec les propriétés chimiques des molécules testees, telle que
la présence de substituants methoxy ou éthoxy. D’autre part, il a été également démontré, pour
d’autres substances, que la présence de certains composés chimiques tels que le cycle benzéne,
les substitutions N-amide et N-N’-amide, les hétérocycles et les structures aliphatiques
insaturées, sont responsables d’un effet génotoxique. Toutefois, la présence de ces composés
n’est pas obligatoirement corrélée avec le potentiel génotoxique ; ceci dépend de leur position
sur la molécule. Ces travaux ont montré, également, la possibilité d’utiliser ces techniques en

routine dans des systémes d’évaluation de la génotoxicité in vitro.
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Conformément aux travaux de Broschinski et al., (1998) la molécule la qui comporte un
methoxy-phenyl est génotoxique. La molécule 1b qui comporte un fluor combiné au phenyl et la
molécule 1d qui comporte une combinaison phenyl-ethyl ont montré une génotoxicité expliquée
par la présence du fluor ainsi que de I’ethyl et le methoxy déja reconnus génotoxiques et

mutagenes par Quillardet et Hofnung, (1993).

Parmi les molécules que nous avons testé, les trois molécules cycliques 2d-f (hétérocycles),
portant les substitutions N-N’-amide ont montré un effet génotoxique. Ce résultat confirme ceux
obtenus par Broschinski et al., (1998).

Une étude sur la synthese, la caractérisation et I'évaluation pharmacologique de certains
sulfamides contenant des motifs hétérocycliques, indique que tous les composés ayant une
activité mutagene élevée possédent un fragment 6-méthoxy benzothiazole (Badampudi et al.,
2014).

Gonzalez-Alvarez et al., (2013) ont évalué I’effet des dérivés de complexes de sulfamides avec
des ligans mixtes de cuivre (1), sur les liaisons et le clivage de I'ADN, sur la génotoxicité et sur
I'activité anticancéreuse. lls ont conclue que la génotoxicité du Cu (Il) des complexes de
sulfamides est liee aux substituants sur le noyau benzothiazole (les N- substitutions en présence
du methyl et de I’ethyl en particulier). Le benzothiazole du sulfamide semble jouer un réle
majeur dans la gouvernance des interactions avec I'ADN et/ou la pénétration cellulaire de la

molécule.

La molécule 1c portant un phenyl non couplé a d’autres composants ainsi que les molécules
linéaires 2a, 2b et 2¢ n’ont montré aucun effet mutagéne (génotoxique) avec le test d’Ames, et le
SOS Chromotest bien que ses dernieres comportent des cycles aromatiques seuls ou combines
avec des substitutions N-N’. Ceci est démontré par les travaux de Broschinski et al., (1998), ou
certains résultats montrent qu’il n y a pas de corrélation entre les composés d’une substance et
I’effet génotoxique .

Ceci a été egalement démontré par Silva et al., (2015), en évaluant la genotoxicité d’un
sulfonamide chalcone le N-{4-[3-(4-nitrophenyl) prop-2-enoyl]phenyl}-benzenesulfonamide.
Bien que cette molécule comporte plusieurs composés chimiques ayant été déja déclarés
génotoxiques/mutagenes, cette derniére n’a pas montré d’effet génotoxique avec le test d’Ames
(TA100 et TA98).
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Plusieurs laboratoires ont rapporté pour la pénicilline et la ciprofloxacine un effet mutagene mis
en évidence par le test d’Ames et le SOS Chromotest ; la gentamicine, par contre, est non

génotoxique (Quillardet et Hofnung, 1993).

Les souches de Salmonella TA98, TA100 et TA1535 sont des souches sensibles qui sont
couramment utilisées pour la détection des mutations frame-shift (décalage du cadre de lecture)
et les mutations par substitution de paires de bases (Lolo et al., 2006). Un composé est considéré
comme agent mutagene si I'échantillon testé a produit une réponse, qui était au moins deux fois
plus élevée que celle trouvée avec le contréle négatif avec une réponse dose-dépendante (Maron
et Ames, 1983).

La toxicité est un événement relatif qui dépend non seulement des propriétés toxiques de la
substance chimique et la dose administrée, mais aussi sur des variations individuelles et
interspécifiques dans le traitement métabolique de la substance chimique, d’ou I’importance

d’utiliser un systéme d’activation métabolique pour le test d’Ames (Hodgsona, 2004).

Les systemes d’activation métaboliques sont presque toujours utilisés dans les tests in vitro. lls
constituent un complément dans le cas ou ’agent chimique, anodin par lui-méme, devient
génotoxique apres métabolisation. Le plus connu consiste a induire la synthése hépatique des
microsomes puis de récupérer la fraction dite S9. C’est cette fraction qui est utilisée pour

approcher, in vitro, les effets du métabolisme. (Binet, 2001 ; Ku et al., 2007).

Le SO a également été préparé a partir de souris, d’hamsters, et d'autres animaux, mais le S9 du
rat est le plus largement utilisé. Le S9 humain a également été utilisé, mais il n’existe
actuellement aucune preuve qu'il soit plus efficace pour identifier des agents mutagénes ou
prédire la cancérogénicité induite par rapport au S9 de rongeurs (Ames et al., 1973 ; Beaune et
al., 1985).

Le SOS Chromotest est I’un des tests de mutagénicité les plus utilisés avec le test d’Ames. |l est
basé sur I’utilisation de la souche E. coli PQ37. Ce test a permis de cibler et de mettre en
évidence une large variété de produits chimiques (y compris les métaux lourds, les composés
organiques et inorganiques) en raison de son aspect pratique (une courte période, une simple
manipulation et une seule souche) par rapport au test d’Ames qui utilise plusieurs souches
(Quillardet et Hoffnung, 1993 ; Nam et al., 2012).
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Plusieurs chercheurs ont utilisé le SOS Chromotest afin de mettre en évidence I effet
génotoxique des nanoparticules d’or, d’argent, de zinc et de titanium (Nam et al., 2012), la
présence d’éventuels agents mutagénes dans I’environnement, particulierement au niveau des
sédiments et des eaux (Canada) (Langevini et al., 1992 ; Bombardier et al., 2001), ainsi que
pour le contréle de la surete préclinique des médicaments et des extraits de plantes (De Meo et
al., 1992 ; Quillardet et Hoffnung, 1993).

Néanmoins, il est conseillé d’utiliser plusicurs tests de génotoxicité afin de pouvoir confirmer
I’effet génotoxique d’une molécule ou d’un composé ; car plusieurs études ont montré qu’une
molécule peut ne pas présenter de génotoxicité avec un test, et I’exprimer clairement avec un
autre (Quillardet et Hoffnung, 1993 ; Broschinski et al., 1998).
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Conclusion Générale et perspectives

L’usage abusif et inadapté des antibiotiques favorise I’apparition des souches résistantes, ce qui
limite le nombre d’antibiotiques utilisables. A I’heure actuelle on assiste a une diminution, voir
une raréfaction de nouvelles molécules antibactériennes actives. La synthese de nouvelles
molécules antibactériennes, en réponse a I’évolution croissante de la résistance bactérienne, est

I’une des alternatives pour pallier aux insuffisances des antibiotiques disponibles.

Notre étude a porté sur 262 souches cliniques isolées a partir de différents types de prélévements

biologiques, ainsi que 5 souches de référence.

L’évaluation de la résistance bactérienne aux antibiotiques classiques a montré que la majorité
des souches a développé une multirésistance, ce qui confirme le phénomeéne de propagation de la

résistance.

Nos résultats ont montré que les deux nouvelles séries de sulfamides 1a-d et 2a-f testées dans ce
travail possédent une bonne activité antibactérienne a large spectre (bactéries a Gram positif et
bactéries a Gram négatif, nosocomiales et communautaires). Une activité antibactérienne
remarquable a été obtenue avec des souches cliniques d’E. faecalis ainsi que la souche de
référence ; ces souches bactériennes sont connues pour étres naturellement résistantes aux

sulfamides.

L’évaluation de I’activité antibactérienne de la premiere série de sulfamide la-d a montré un
résultat intéressant vis-a-vis de la majorité des souches, excepté la molécule la qui ne montre
d’inhibition qu’avec les souches a Gram positif (S. aureus et E. faecalis).

La deuxiéme série de sulfamide 2a-f a donné d’importants résultats vis-a-vis de la totalité des
souches cliniques testées avec des diamétres de zones d’inhibition importants et des CMI
intéressantes.

Les molécules linéaires 2a-c ont donné les résultats les plus importants par rapport a ceux
obtenus avec les molécules cycliques 2d-f de la méme série ainsi que les résultats de la premiere
série la-d.

La cinétique des CMI de 48 h a montré que I’inhibition des souches bactériennes par les deux

nouvelles séries de sulfamides apparait dés les premiéres heures d'incubation.

Les molécules testées ont présente une activité antibactérienne comparable voir plus importante
que celle obtenue avec le Bactrim (témoin 1) ; cette activité est meilleure par rapport au second

témoin, le Sulfaguanidine, qui a présente une forte résistance.
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L’évaluation de la stabilité structurale et de 1’activité antibactérienne des nouvelles molécules
la-d et 2a-f pendant la période des essais (conservation a température ambiante, et a 1’obscurité
pendant 4 ans), n’a révélé aucune dégradation, structurale ou fonctionnelle, des dix molécules de

sulfamides.

L’évaluation de I’effet cytotoxique des molécules, in vitro, par le test de létalité sur A. salina en
déterminant la CL50, a montré que seule la molécule 1a de la premiere série de sulfamide est

cytotoxique.

Les tests de génotoxicité sont des tests spécifiques qui peuvent prédire le risque génotoxique
mais aussi mutagene de certains composés au niveau moléculaire (ADN), ce qui entraine de
graves conséquences sur le génome suit a I’apparition de mutations, qui peuvent conduire a
I’apparition d’un cancer. Le test d’Ames et le SOS Chromotest sont parmi les tests les plus
simples, rapides et facilement adaptables pour I’évaluation de 1’effet génotoxique d’un produit et

ainsi la sureté préclinique d’un médicament.

Pour le test d’Ames, les résultats obtenus pour la premiere série de sulfamides 1la-d, montrent
que les molécules 1a, 1b et 1d ont un effet génotoxique avec une ou plusieurs souches de S.
typhimurium. Seule la molécule 1c, ne possédant que le radical phényle, ne présente aucun effet

génotoxique que ce soit avec ou sans activation métabolique (S9).

En ce qui concerne la deuxieme série de sulfamides 2a-f, les molécules linéaires 2a-c ne
montrent aucun effet génotoxique contrairement aux trois molécules cycliques 2d-f qui ont
présentées un potentiel génotoxique, avec une ou plusieurs souches de S. typhimurium, avec ou
sans activation métabolique (S9).

Les résultats obtenus par le SOS Chromotest confirment les résultats obtenus avec le test
d’Ames.

Ainsi, la conclusion se résume aux points suivants :
* La résistance bactérienne et sa propagation au niveau des souches nosocomiales et
communautaires pausent un sérieux probléme de santé public.
* Nous sommes devant un besoin pressant de développer de nouvelles molécules
antibactériennes efficaces et sans risques sur la santé du consommateur.
* L’activit¢ antibactérienne d’une nouvelle molécule dépend, essentiellement, de sa

structure chimique.
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Une molécule qui ne présente pas de risque cytotoxique ne peut pas étre déclarée comme
sans risque sur la santé humaine avant d’effectuer des tests de génotoxicité.

La génotoxicité donne une appréciation plus fiable de la sureté préclinique d’une
nouvelle molécule, car elle peut prédire les risques au niveau moléculaire ¢’est-a-dire au
niveau de ’ADN, afin d’éviter le risque mutagéne et par conséquent |’apparition
d’éventuels cancers.

Seule la molécule 1c de la premiére série 1a-d, et les molécules linéaires 2a, 2b et 2c de
la deuxiéme série 2a-f, ont présenté une bonne activité antibactérienne, ainsi que

I’absence d’effet cytotoxique et génotoxique.

Ce travail ouvre les perspectives suivantes :

>

Evaluation de I’activité antifongique et antiparasitaire, in vitro, des nouvelles molécules

la-d et 2a-f.

>
>
>
>

Evaluation de I’activité anti-infectieuse in vivo sur des modéles animaux.
Etudes des genes de résistance aux différents antibiotiques.
Mise en évidence des génes de résistance aux nouvelles molécules de sulfamides.

Etude des mécanismes cellulaires, par microscopie €lectronique, de I’activité biologique

de ces nouvelles molécules.

>

Etude des mécanismes cellulaires et moléculaires de ’action des nouvelles molécules sur

les souches d’E. faecalis.

>

Approfondir les investigations du potentiel génotoxique par d’autres tests tel que, le test

des cométes, le test d’aberrations chromosomiques. ..
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« On ne fait jamais attention a ce qui a été fait ; on ne voit que
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Résumé

L'augmentation et la dissémination rapide de la résistance bactériennes aux antibiotiques sont
probablement I'un des problémes de santé publique les plus inquiétants. La synthése de nouvelles
molécules antibactériennes, constitue une des alternatives actuelles pour pallier aux insuffisances
des antibiotiques disponibles.

Le but de notre travail est d’évaluer ’activité antibactérienne de deux séries de sulfamides
néosynthétisées la-d et 2a-f, ainsi que leur potentiel cytotoxique et génotoxique.

Tout d’abord, 262 souches cliniques (a Gram positif et a Gram négatif) ont été isolées,
identifiées et testées contre les antibiotiques standards. L’antibiogramme ainsi que 1I’évaluation
de P’activité antibactérienne des nouvelles molécules a été réalisés par la méthode de diffusion
sur milieu solide. La CMI et la cinétique d’évolution des sulfamides ont été évalués sur milieu
liquide. L’évaluation de la stabilité structurale et de ’activité antibactérienne en fonction du
temps de conservation a été déterminée par CCM et sur les souches de références. L’évaluation
de D’effet cytotoxique a été réalisée par le test de Iétalité sur les nauplii d’Artemia salina en
déterminant la CL50. L’évaluation de I’effet génotoxique a été réalisée par le test d’Ames ainsi
que le SOS Chromotest.

Les résultats obtenus montrent que la premiere série de sulfamides 1a-d a montré une importante
activité antibactérienne avec des diamétres de zones d’inhibition et des CMI intéressantes ; la
molécule l1a n’a donné d’activité qu’avec les souches a Gram positif. La deuxieme série de
sulfamides a donné une bonne activité antibactérienne avec la totalité des souches cliniques
montrant des taux de sensibilité allant jusqu’a 100%. L’état de stabilité structurale et
fonctionnelle de toutes les molécules a été confirme.

L’évaluation de la cytotoxicité a révélée que seule la molécule 1a était cytotoxique vis-a-vis des
nauplii d’A. salina. L’évaluation de la génotoxicité par le test d’Ames utilisant 3 souches de S.
typhimurium TAZL100, TA98 et IaTA1535 a montré que les molécules 1a, 1b et 1d de la premiére
série ont un effet génotoxique, ainsi que les 3 molécules cycliques 2d-f de la deuxiéme série. Les
résultats du SOS Chromotest confirment ces résultats.

Seules les molécules 1c, 2a, 2b et 2c ayant une bonne activité antibactérienne, pas d’effet
cytotoxique ni génotoxique (mutagene) peuvent présenter un espoir thérapeutique dans la lutte
contre les bactéries multirésistantes.

Mots clés : Activité antimicrobienne, Cytotoxicité, Génotoxicité, Résistance bactérienne, SOS
Chromotest, Test d’ Ames.



Summary

The rise and rapid spread of bacterial resistance to antibiotics are probably one of the most
alarming public health problems. The synthesis of new antibacterial molecules is one of the
current alternatives to overcome the shortcomings of the available antibiotics.

The aim of our study was to evaluate the antibacterial activity of two series of newly synthesized
sulfonamides 1la-d and 2a-f, and the assessment of their cytotoxic and genotoxic effects.

First, 262 clinical strains (Gram positive and Gram negative) were isolated, identified and tested.
The antibiogram and the evaluation of the antibacterial activity of the new compounds have been
made by the diffusion method on solid medium. The MIC and the Kkinetic’s evaluation
sulfonamides were evaluated on liquid medium. The evaluation of the stability and antibacterial
activity were determined by MCC using reference strains. The evaluation of the cytotoxic effect
was realized by the lethality test using nauplii of Artemia salina by the determination of the
LC50. The evaluation of the genotoxic effect was realised by the Ames test and the SOS
Chromotest.

The results showed that the first series of sulfonamide la-d gave a good activity with the
majority of the tested clinical isolates, with interesting inhibition zone diameters and MIC; the
molecule 1a gave activity only with Gram positive bacteria.

The second series 2a-f gave a good antibacterial activity with the totality of the clinical strains.
The diameters of the inhibition zones and MIC are also important showing sensitivity rates of
100%. The structural and functional stability of all the molecules was confirmed.

The evaluation of the cytotoxic effect on A. salina revealed that only the 1a molécule was
cytotoxic. The evaluation of genotoxicity by Ames test using the 3 strains of Salmonella
typhimurium TA100, TA98 and TA1535 showed that 1a, 1b and 1d molecules of the first series
of sulfonamids were genotoxic, the three cyclic molecules of the second series of sulfonamides
2d-f were also genotoxic. The results of the SOS Chromotest confirmed these results.

At last, only 1c, 2a, 2b and 2c molecules that had a good antibacterial activity, no cytotoxic and
genotoxic effects could presente a therapeutic hope in the fight against multiresistant drug
bacteria.

Keywords: Ames test, Antimicrobial activity, Cytotoxicity, Genotoxicity, SOS Chromotest.
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ABSTRACT

This study aims to evaluate, in vitro, antibacterial activity of four novel sulfonamide derivatives (la-d) against
Staphylococcus aureus: reference strain ATCC 25923 and 40 clinical isolates. Inhibition zones were performed with
the disk diffusion method. The MIC values were determined by the dilution broth method. A 48 hours MIC-Kinetic
curve was performed for the tested compounds. All compounds showed significant antibacterial activity. The mean
values of the inhibition zones diameter for compounds 1a-d were 22.15 + 6.22, 16.39 £ 1.17, 15.42 + 0.66 and 15.83
+ 1.28 mm, respectively (p value = 0.001). The MIC values were ranged between 64 and 512 ug/ml. The compound
1b showed better activity. The 48 hours MIC-kinetic curve showed an inhibiting bacterial growth. The studied
compounds la-d showed a promising antibacterial effect to response to the urgent need for innovative drugs that
could be more effective against resistant pathogens.

Keywords: Antibacterial activity, Sulfonamides, Staphylococcus aureus, MIC.

INTRODUCTION

Sulfonamides are among the most widely used antibacterial agents in the world. They were the first effective
chemotherapeutic agents used systematically for the prevention and cure of bacterial infections in humans and some
animals, mainly because of their low cost, low toxicity and excellent activity against bacterial diseases [1]. The
sulfonamide —SO2NH- group occurs in numerous biologically active compounds that constitute an important class
of drugs used extensively as pharmaceutical and agricultural agents [2]. Many sulfonamide derivatives were
synthesized, characterized and tested for antibacterial [3], anti-tumour [4,5] anti-carbonic anhydrase [6,7], diuretic
[8,9], hypoglycemic properties [10], antithyroid [11], anti-inflammatory [5], and other biological activities [4,5].

Unfortunately, the abuse of antibiotics has led to the emergence of drug-resistant strains which have a significant
impact on the patients’ morbidity and mortality. In some cases, the formerly effective antimicrobial agents are no
longer useful [12,13].

Staphylococcus aureus (S. aureus) is the most frequent resistant bacterium in the vast majority of the clinical
isolates. It is a common human pathogen responsible for a significant number of infections worldwide such as skin
and soft tissue infections, septicemia, pneumonia, endocarditis and deep abscesses; which have long been considered
as hospital-acquired [14]. However, the epidemiology of S. aureus is changing because of its ability to adapt to
varying environmental conditions [15]. New community-acquired strains, which differ from nosocomial strains in
their susceptibility to various antibiotics, have appeared. S. aureus have rapidly become resistant above all
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antibiotics, such as methicillin (MRSA: methicillin resistant S. aureus) [16,17], and recently to the vancomycin
(VRSA: vancomycin resistant S. aureus), which previously represented the treatment of choice [18-20].

Even though the arsenal of antibacterial molecules available is considerable, it cannot solve all these problems [21].
Therefore, a clear need is required for the development of innovative antimicrobial agents with better
pharmacological profiles. The aim of this study is to assess the in vitro activity of four innovative antimicrobial
sulfonamide derivatives against S. aureus. We realize at the same time a MIC-kinetic curve for the inhibition
activity of the new molecules.

EXPERIMENTAL SECTION

Bacterial strains

A total of 40 clinical S. aureus strains were used in this study. The isolates collected from public and private sanitary
establishments were mainly isolated from different samples: 21 pus (52.50%), 9 urine (22.50%), 6 blood (15%), and
4 protected distal sampling (PDS) (10%).

The identification of the bacterial strains was made on cultural and biochemical characters (APl staph system,
BioMérieux, France). The S. aureus ATCC 25923 was used as a control (Pasteur Institute, Algiers).

The commonly used method in routine laboratory practice for the detection of methicillin and vancomycine
resistance is oxacilline (5mg, Bioanalyse®, Turkey) and vancomycine disc diffusion (30 mg, Bioanalyse®, Turkey).

Tested compounds
The tested sulfonamide derivatives 1a-d (Figure 1) were prepared in acetone and then serial dilutions were made in
a concentration range from 0.5 to 512 pg/ml.

Two commercial drugs were used as positive control and were diluted in the same manner: Control 1: Bactrim,
sulfamethoxazole-trimethoprime (400/80mg) (Laboratoire Roche, France), and control 2: Enteropathyl,
Sulfaguanidine (500 mg) (Merck, France).

F
N\
0" Yo H~>§\/4H2
0 0
(1a) N-(4-methoxyphenyl) sulfamide (1b) N-(3-fluorophenyl) sulfamide
4 }—H~>s _NH, - ’
oo K
(o) o
(1c) N-(phenyl) sulfamide (1d) N-(phenylethyl) sulfamide

Figure 1: Chemical structure of the sulfonamide derivatives la-d

Determination of inhibition zones

The newly synthesized compounds 1a-d were screened for antibacterial activity against S. aureus ATTC 25923 and
clinical isolates. Inhibition zones of the compounds were performed with the disk diffusion method [22]. The
antimicrobial screening was performed using Mueller—Hinton agar that was poured into each sterile Petri dish,
allowed to solidify and finally seeded with a bacterial inoculums prepared in physiological sterile water with an
ODgys about 0,08. Empty sterilized disks of 6 mm (Schleicher and Schule, Germany) were each impregnated with 20
pl of the different concentrations of the compounds. Disks were placed on agar plates and the cultures were
incubated at 37°C for 24 hrs.

894



Hajira Berredjem et al J. Chem. Pharm. Res., 2014, 6(11): 893-899

The standard drugs, control 1 and 2, were used as positive controls. Disks embedded with acetone were used as a
negative one. Inhibition zones formed on the medium were evaluated in millimeter (mm). All tests were performed
in duplicate, and experiment was repeated three times.

Minimal inhibitory concentration
The minimum inhibitory concentration (MIC) values of compounds la-d were determined by the dilution broth
method following the procedures recommended by the CLSI [22].

All tests were performed in Mueller—Hinton broth. Bacterial inoculum with an ODg,5 about 0.08 was added to each
tube containing compound at geometric dilutions ranging from 0.5 to 512 ug/ml; a control tube without compound
was used. The tubes were incubated at 37°C for 24 hrs. The results were recorded according to the presence or
absence of bacteria growth comparatively to the controls. As previously, control 1 and 2 were used as positive
controls. Two replicates were done for each compound, and experiment was repeated three times.

Minimal bactericidal concentration

The minimal bactericidal concentration (MBC) was carried out to assess the concentrations of the compounds that
can kill or inhibit the growth of the tested organisms. Absence of growth was interpreted as bactericidal action while
growth represented a bacteriostatic action [22]. The MBC was established on nutritive agar by sub-culturing, at
37°C for 24 hrs, 0.1 ml of tubes showing no turbidity at MIC concentration of the tested compounds.

MIC-kinetic curve

Bacterial suspensions were prepared in physiological sterile water (ODgys was approximately 0.08) and then
inoculated in fresh Muller-Hinton broth. Compounds la-d were added in MIC concentration as previously
determined. A control was used to show bacterial growth without the presence of any compound.

The DOgys Was taken before incubation and then each 2 hrs after incubation at 37°C: 0; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18;
24 and 48 hrs. Samples were removed from each tube at each time point indicated above.

Statistical analysis

Data analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by t student test.

All the results were expressed as mean + S.E.M. (standard error of the mean). Statistical significance was considered
at p<0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
Determination of inhibition zones
As shown in Table 1, the diameter of inhibition zones values of tested compounds 1a-d against the reference strain
S. aureus ATCC 25923 were ranged between 15 and 34 mm. Values for control 1 and control 2 were 24 and 16 mm
respectively.

Table 1: The MIC and the diameter of growth inhibition zones values of tested compounds la-d against S. aureus ATCC 25923

Tested compounds | Diameter of inhibition zones (mm) | MIC (ug/ml)
la 34 256
1b 15 64
1c 15 128
1d 16 128
Control 1 24 32
Control 2 16 512

Table 2: Percentage (%) of S.aureus resistance/sensibility against tested compounds la-d

resistant Strains | sensible strains

Tested compounds (%) (N) (%) (N)
9

la 21,96 78,04 32
1b 21,96 9 78,04 32
1c 21,96 9 78,04 32
1d 19,52 8 80,48 33
Control 1 34,17 14 65,83 27
Control 2 85,37 35 14,63 6

Among the 40 clinical strains, 9 (21.96%) were resistant towards the new compounds whereas resistance towards
control 1 and 2 were 34.17% and 85.37% respectively (Table 2). Therefore, all the synthesized compounds la-d
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exhibited a good antibacterial activity with a varying degree of inhibitory effect on the growth of the tested
microbial strains. These results were comparative to the reference strain ones.

The diameters of inhibition zones values were expressed as an interval of measures (Table 3). The highest diameters
of inhibition zones for the test compounds 1la-d were obtained in the interval [30-34] (31.8 + 1.83 mm) for 1a, [15-
19] (16.54 £ 1.00 mm) for 1b, [15-19] (15.51 + 0.55 mm) for 1c and [15-19] (16.5 + 1.08 mm) for 1d.

The results vary between 14-34 mm for the compound 1a, 14-18 mm for the compounds 1b and 1d, and 14-17 mm
for the compound 1c; the highest percentage of sensitive strains is obtained in the interval [15-19].

Compound 1a inhibited the growth of pathogens, particularly MRSA (28 strains) and VRSA (7 strains), better than
compounds 1b-d and the control 2.

The solvent control (acetone) did not show any antimicrobial activity.

Table 3: Percentage (%) of S. aureus strains relative to the intervals of the inhibition zones of the tested compounds 1a-d

Tested compounds Percentage (%) of S. aureus strains relative to the inhibition zones intervals (mm)
[0-4] [5-9] [10-14] [15-19] [20-24] [25-29] [30-34]
la 21,97 0 7,31 24,39 14,63 19,51 12,19
1b 19,51 0 4,89 75,60 0 0 0
1c 19,51 0 4,89 75,60 0 0 0
1d 19,52 0 7,31 73,17 0 0 0
Control 1 39,04 0 0 14,63 21,95 14,63 9,75
Control 2 53,67 0 34,14 12,19 0 0 0

Determination of the MIC
As shown in Table 2, the MIC values of tested compounds 1a-d against the reference strain S. aureus ATCC 25923
were ranged between 64 and 256 pg/ml. Values for control 1 and 2 were respectively 32 and 512 pg/ml.

For the clinical strains, the antibacterial results (Table 4) evidently shown that the new series of sulfonamide
derivatives possess a good concentration-dependent antibacterial activity against the tested bacteria at MIC values
between 64 and 512 pg/ml. Among the screened compounds, 1b-d showed good activity against all the bacterial
strains, compared to the control 2.

Antibacterial screening revealed that the tested compound 1b showed promising activity with the lowest MIC 64
ug/ml for 51.61% of tested strains whereas the compounds 1c-d showed activity for the same concentration
respectively for 12.12% and 24.24% of tested strains. The compound la was found to be active on 53.12% of the
tested strains at higher concentration 512 pg/ml.

Table 4: Percentage (%) of S. aureus strains relative to the different MIC (ug/ml) of the tested compounds 1a-d

tested compounds Percentage (%) of S. aureus strains relative to the different MIC (ug/ml)
05[1]2 4 8 16 32 64 128 256 | 512
la - -] - - - - - - - 46,87 | 53,12
1b - [ -]-] 8322 - - - 51,61 | 22,58 | 19,35 | 3,22
1c - -] - - - - - 12,12 | 42,42 | 27,27 | 18,18
1d - -] - - - - 3,03 | 2424 | 39,39 | 21,21 | 12,12
Control 1 - |-]-183333]11,11 | 7,40 | 18,51 | 29,62 - - -
Control 2 - - - - - - - - - 14,63
(-): negative.

Determination of the MBC

The bacterial count determined a number greater than 10 UFC/ml in all Petri dishes, which corresponds to 0.01% of
the initially number of bacteria. According to these results of MBC study, the synthesized compounds la-d are
bacteriostatic.

Kinetic Curve

The Kinetic curve of the MIC for 48 hrs showed that the antibacterial activity of the new series of sulfonamide
derivatives occurs during the first hours of incubation by inhibiting bacterial growth. The optical density (OD) was
low and equal to the initial seeding rate of bacterial strains, as compared to the control one, which showed an
exponential growth of the bacteria (Figure 2).
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Figure 2: MIC-kinetic curves of clinical S. aureus strains for the tested compounds la-d

In the 1960s, antibiotics have emerged as a revolution; they healed in a few days deadly infections, wound
infections, and food intoxications. Diseases such as syphilis or tuberculosis appeared to be eradicated, and ancient
scourges, such as plague and cholera, were mastered [23]. The treatment of bacterial infections is made more
complex because of the ability of bacteria to develop a variety of resistance mechanisms to numerous therapeutic
agents. Many authors have described this phenomenon as the end of the era of antibiotics [24]. In reality, emerging
and re-emerging infectious diseases have left us facing drug resistant organisms, which remain an important
problem in clinical practice that is difficult to solve [16]. Drug-resistance bacteria, especially the Staphylococcus
aureus, Staphylococcus pneumoniae ... kill more than two million people each year and endanger human health
seriously [25]. However, the number of new antibiotics has precipitously declined over the last 25 years. A decrease
of almost 75% was observed for systemic antibiotics, approved by the FDA (American Food and Drug
Administration) between 1983 and 2007, and this decline is particularly important for five years (2003-2007) [26].
This rapid evolution of bacterial resistance to the most marketed antibiotics encourages the discovery of new
molecules with a good pharmacokinetic profile. Therefore, developing new antimicrobial agents continues to attract
attention and is an area of rigorous research. Although a large number of antibiotics and chemotherapeutics are
available for medical use, the antimicrobial resistance created an increasing need of new antimicrobial agents
[27,28].

Sulfonamides were the first effective chemotherapeutic agents employed systematically for the prevention and cure
of bacterial infections in humans and other animal systems [29]. The importance of the sulfonamide has been
achieved when the sulfonylamide, sulfonamide analogue key, has been reported to be the first antibacterial drug.
Later, many sulfonylamide derivatives were synthesized, characterized and tested for their biological activities
[30,31].

In this study, new series of four synthetic sulfonamide derivatives 1a-d were screened for the in vitro antimicrobial
activity against Gram positive bacteria, a reference strain Staphylococcus aureus ATCC 25923 and 40 clinical
strains of S. aureus. There has been a predominance of strains isolated from pus (51.28% of samples), comparatively
to the other biological samples. These findings corroborate the previous study done by Elhamzaoui et al. [32] which
showed a predominance of 62.70% for S. aureus strains isolated from pus.

The tested compounds demonstrate a significant antibacterial activity against the S. aureus strains which showed a
high sensibility of 78.04% and 80.48% comparatively to the standard antibiotics. In fact, when conventional
antibiotics were used for an antibiogram (data not shown), the clinical S. aureus strains presented an important
multidrug-resistance; the rates of resistance were as follows: B-Lactam antibiotics (89.02%), aminoglycosides
(Aminosides) (75.12%) and quinolones (60.97%). High resistance was obtained with different antibiotics:
Rifampicin (95.12%), fusidic acid (80.48%), sulphonamides (90.24%), pristinamycin (56.09%) and tetracyclin
(60.97%).

The in vitro evaluation of the antibacterial activity of the sulfonamide derivatives 1a-d has highlighted an important
dose-dependent antibacterial activity, which results in the appearance of the inhibition zones. The MIC kinetic curve
during 48 h showed that the antibacterial activity of the new molecules appears since the first hours of incubation
and inhibits the bacterial growth. Among the 40 clinical isolated strains, 32 (80%) showed inhibition zones > 14
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mm, reflecting their sensitivity to the new effective compounds. Regarding control 2, 86.37% of the tested strains
were resistant.

Compounds 1b, 1c and 1d inhibited the growth of pathogen particularly MRSA and VRSA. Even though the
synthesized compounds showed a good antibacterial activity, control 1 exhibited a better activity with a MIC equal
to 4 pg/ml.

Among the four molecules, the compounds 1b-d showed good antibacterial activity as indicated by MIC values
equal to 64 pg/ml while the compound 1a showed moderate antibacterial activity with a MIC value equal to 256-512
pg/ml. When compounds are compared with each other, 1b was found to be more active at the lower concentration
64 pg/ml against 51.61% of studied strains. The presence of electron donating and withdrawing groups, size and
shape of molecule, might be influencing the selective antibacterial activity. Aromatic fluorine substituent improves
bioavailability and increases potency. It was therefore concluded that the presence of fluor moiety, in addition to
phenyl group, was found to be essential for its high antibacterial activity. Kumar M. et al. [33] indicate in their study
that the presence of phenyl ring attached to the sulfonamide moiety increased the antimicrobial potential of the
synthesized compounds against the tested microbial strains; these results are coherent with our results. Ozdemir et
al. [30] carried out a study on a S. aureus ATCC 25923 strain; six sulfonamide derivatives and their complexes gave
MIC values between 220 and 413 pg/ml. These values are higher than ours (128- 64 pg/ml). Ever more, Chohan et
al. [34] determinate the antibacterial activity of some new biologically active metal-based sulfonamides on a S.
aureus strain; the diameters of the inhibition zones vary between 12 and 26 mm. and corroborate our results (15 and
34mm). Another study was carried out by Messah et al. [35] on a reference strain Staphylococcus aureus ATCC
25923 and a clinical strain for a new series of five N-acylsulfonamides. When compared to our findings, the
reference strain showed the same results. The MICs obtained for the clinical strain vary between 256-512 pg/ml for
three compounds as the results of compound 1a. Among the five N-acylsulfonamides, two had MIC between 128-64
pg/ml, which were comparable with our tested compounds 1b-c.

Compared to the antibacterial potential of our studied sulfonamide compounds 1a-d, N-acylsolfonamide synthesized
by Berredjem et al. [36] didn’t show any activity on the Gram positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC
25923 and S. aureus isolates).

However, traditional methods of measuring antibiotic efficacy such as the MIC are insufficient for understanding the
complex dynamics that lead to the rapid development and spread of antibiotic resistance within bacterial
populations. The ability to investigate the relationship between individual molecular components of the system and
the overall treatment outcome can lead to a better understanding of how to optimize antibiotic performance and to
predict treatment outcome [37].

CONCLUSION

The antibacterial activity results of the studied compounds revealed that all the synthesized sulfonamides showed
very good inhibitory characteristics. Among the screened molecules, compound 1b with stronger conjugation effect
of fluor in the benzene ring, was noticeable as the most active antibacterial agent against MRSA, VRSA. The
studied products are still under investigation. Their antibiotic properties have promising applications in the control
of infections.
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ANNEXES




Annexe 1

1. Identification par API Staph des caracteres biochimiques des souches cliniques de Staphylococcus aureus :

b%i;?g?gﬁzs 0 | GLU | FRU | MNE | MAL | LAC | TRE | MAN | XLT | MEL | NIT | PAL | VP | RAF | XYL | SAC | MDG | NAG | ADH | URE | OX | MOB
S.aureus | - | + + + + + + + - + + - - + + + + +/- | - -
2. Identification par API 20E des caracteres biochimiques des souches cliniques d’enterobactéries :
Caracteres
biochimiques ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H,S | URE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA | OX | NO, | MOB
E. coli +- - + +/- - - - - + - - + + - +/- +/- +/- - - + - + +
w + - + - + - +/- - - -] - + + +- + + + + + + - + -
pneumoniae
K. oxytoca + - + +/- + - +/- - + +/- - + + +/- + + + + + + - + -
P. mirabilis - - - + + + + + +H- | - +/- + +- - - - +/- - - - - + +
P. vulgaris - - - - - + + + + - + + - - - - + - + - - + +
E. cloacae + + - + + - - - - + - + + - + + + + + + - + +
E. aerogenes + +- +- + + - - - - + - + + + +/- + + + + + - + +
E. faecalis - + - - - - - - - + +/- + + - + +/- + - + - - + -




S + - + + + - - - - + + + + - + - + - - +
marcescens
S. fonticola + - + + + - - - - - + + + + - + + + - +
S. odorifera + - + - + - - - +/- + + + + + - + + + - + +
Salmonella
- - + + - + - - - - + - + + - + - + - + +
sp.
C. freundii + + - - + + - - - - + - + + + + + + - + +
3. Identification par API 20 NE des caractéres biochimiques des souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa et d’Acinetobacter
baumannii par:
Caracteres
. NO3 | TRP| GLU | ADH |URE | ESC |GEL |PNPG | GLU | ARA | MNE | MAN | NAG | MAL | GNT |CAP | ADI | MLT | CIT |PAC | OX | MOB
P. aeruginosa | + - - + +/- - + - + - - +/- +/- - + + + + + - + +
A. baumannii | - - + - + - - - + + - - - +- - + - +/- + + - -




Annexe 2

1. Les antibiotiques testés pour les souches de Staphylococcus aureus (Bio-Rad, France ;
HIMEDIA, Inde ; OXOID, Royaume-Uni ; Bioanalyse, Turquie).

Antibiotiques Abréviation Charge du disque Familles
Pénicilline P 10ug B-lactamines
Oxacilline OoX 5ug
Cefoxitine FOX 30pg/ml Ce\phalos{pqunfs de

2eéme géneération

Tobramycine ™ 30ug/ml
Amikacine AK 10pg/ml

. Aminosides
Gentamicine GM 10ug/ml
Kanamycine K 10pg/ml

Streptomycine S 10ug
Ofloxacine OFX 5ug/mi Quinolones

Erythromycine E 15ug

Clindamycine CN 219

Macrolides

Lincomycine L 10ug

Pristinamycine PT 15ug

Vancomycine VA 30ug

Teicoplanine TEC 30ug Glycopeptides

Triméthoprime/ _
Sulfaméthoxazole SXT 2519 Sulfamides
Sulfamides SSS 2009
Colistine CS 50ug/ml Polymyxines
Fosfomycine FOS 50pg/ml Fosfomycines
Chloramphénicols C 30pg/mi Phénicols
Tetracycline TE 30ug Tetracyclines
Rifampicine RA 30pg
Acide fusidique FA 10ug Autres




2. Les antibiotiques testés pour les souches d’Enterococcus faecalis (Bio-Rad, France ;

HIMEDIA, Inde ; OXOID, Royaume-Uni ; Bioanalyse, Turquie).

Antibiotiques Abréviation Charge du disque Familles
Penicilline P 10ug
Oxacilline OX 5ug
Amoxicilline AM 25ug
- . Aminopénicillines+
Amoxicilline/acide S .
clavulanique AMC 30ug inhibiteur de f- B-lactamines
lactamase
Cefoxitine FOX 30ug/ml Céphalosporine de
2éme génération
Imipéneme IMP 10pg/ml Carbapénémes
Tobramycine ™ 30ug/ml
Amikacine AK 10pg/ml
Gentamicine GM 10pg/ml Aminosides
Kanamycine K 10ug/ml
Streptomycine S 10ug
Ofloxacine OFX 5ug/ml Quinolones
Ciprofloxacine CIP Spg/ml
Erythromycine E 15ug
Clindamycine CN 2ug Macrolides
Lincomycine L 10pg
Vancomycine VA 30ug Glycopeptides
Triméthoprime/
Sulfaméthoxazole SXT 25ug Sulfamides
Sulfamides SSS 200pg
Chloramphénicols C 30ug/ml Phénicols
Tetracycline TE 30pg Tetracyclines
_ Furanes F 300ug Furanes
(nitrofurantoine)
Rifampicine RA 30pg Autres




3. Les antibiotiques testés pour les souches d’entérobactéries fermentaires (Bio-Rad, France ;
HIMEDIA, Inde ; OXOID, Royaume-Uni ; Bioanalyse, Turquie).

Antibiotiques Abréviation Charge du disque Familles
Céftazidime CAZ 30ug/ml
Céfotaxime CTX 30ug/ml Céphalosporlnfs de
3éme génération
Céftriaxone CRO 30ug/ml
Céfalotine CF 30ug/ml Céphalosporine de
Cefoxitine FOX 30pg/ml 2eme generation | - Jactamines
C . Aminopénicillines+
Amoxicilline/ acide AMC 30pg/ml inhibiteur de p-
clavulanique
lactamase
Aztréonam ATM 5ug/ml Monobactames
Imipénéme IMP 10ug/ml Carbapénemes
Ticarcilline TIC 75ug/ml Carboxpenicilline
Tobramycine ™ 30ug/ml
Amikacine AK 10pg/ml
- Aminosides
Gentamycine GM 10pg/ml
Kanamycine K 10ug/ml
Ofloxacine OFX 5pug/ml
Acide nalidixique NA 30pg/ml Quinolones
Ciprofloxacine CIP 5ug/mi
Triméthoprime/
Sulfaméthoxazole SXT 25pg/ml Sulfamides
Sulfamides SSS 200pg/ml
Colistine CS 50pg/ml Polymixine
Fosfomycine FOS 50pg/ml Les fosfomycines
Chloramphénicol C 30pg/mi Phénicols
Tétracycline TE 30pg/ml Tétracycline




4. Les antibiotiques testés pour les souches d’entérobactéries non fermentaires (Bio-Rad,
France ; HIMEDIA, Inde ; OXOID, Royaume-Uni ; Bioanalyse, Turquie).

Antibiotiques Abréviation Charge du disque Familles
Céftazidime CAZ 30ug C;epnﬁg'g':ﬁg:gt‘leoﬂe
Imipénéme IMP 10ug Carbapénémes
Aztréonam ATM 5ug Monobactames B-lactamines
Ticarcilline TIC 75ug

Ticarcilline/ Acide 85 Carboxpenicilline
clavulanique TCC Hg
Pipéracilline PIP 100ug Uréidopénicilline

Tobramycine ™ 30ug
Amikacine AK 10ug Aminosides
Gentamicine GM 10ug

Ciprofloxacine CIP 5ug

Sulfaméthoxazale sXT 25ug ultamides
Sulfamides SSS 200ug
Colistine CS 50ug Polymixines
Fosfomycine FOS 50ug Fosfomycines
Tetracycline TE 30ug Tetracyclines




Annexe 3

Nombre de colonies révetrantes obtenu pour les témoins négatifs et témoins positifs du test

d’Ames:
Souches Nombre de colonies révertantes (-S9)
Témoins négatifs :

TA98 50 £ 10
TA100 215+ 10
TA1535 205

Témoins positifs :
Sodium azide 1200 + 20
4-Nitro-o-
phenylenediamine (4- 1700 = 20
NQO)

Un test est considéré comme positif s’il y a une réponse liée a la dose avec un nombre de
colonies révertantes dépassant au moins deux fois le nombre obtenu pour le contréle négatif.

- Pour toutes les souches d'essai avec une faible fréquence de mutants (nombre faible de
mutants), par exemple la souche TA1535, une dose-réponse avec une multiplication par trois

est considérée comme positive (Pillco et Pefia, 2014).



	1
	2
	Sommaire
	Liste des abréviations
	Liste des figures
	Liste des tableaux
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	Synthèse bibliographique
	15
	Synthèse bibliographique
	17
	Synthèse bibliographique
	19
	20
	21
	Matériel et Méthodes
	23
	Résultats
	Résultats
	Résultats
	Résultats
	Résultats
	29
	30
	31
	32
	33
	34
	Références bibliographiques
	36
	37
	38
	39
	40
	41
	42



