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Abstract

The compounds, diphenyl phosphine ethyl odad diphenyphosphine
butyl oxide10were prepared from the réaction of triphenylphasehvith ethyl
lodide and butyl chloride respectively in the saitvef chloroform with the

addition of sodium hydroxide.

We have also prepared the following salts: metbgide tris
(pentafluorophenyl)phosphoniudy methyl iodide bis (pentafluorophenyl)
phenylphosphoniung,fluoride fluoro tris(4-fluorophenyl)phosphoniu@irom the
reaction methyl iodide with tris (pentefluorophepylosphine, bis
(pentafluorophenyl)phenylphosphine and tris(4-fapdrenyl) phosphine

respectively.

Ethyl salycilatel1l was prepareth order to be acelated by “6-APA” from

the reaction of salycilic acid with ethyl alcohol.

The biological tests of these synthesized compoumte different and this

was done on three different bacteria.

We have also tested the synergic effect of thesgoands as a mixture

with penicillin G.

Key words: antibiotic, penicillin, diphenylphosphine oxide.
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Résumé

Les composés : oxyde d’éthyl diphenyl phospléiret 'oxyde de butyl
diphenyl phosphin&0 ont été préparé par la réaction de triphenylphiogpéivec
I'odure d’éthyl et le chlorure de butyl respectivearhdans un solvant du

chloroforme suivit par I'ajout de I'hydroxyde dedsum.

On a prépare aussi les sels : iodure de methgbemsa fluorophenyl)
phosphoniung ,iodure de méthyl bis(pentafluorophenyl) phenyggtmniun et
fluorure floro tris(4-fluorophenyl) phosphoniuren réageant I'iodure de méthyl
avec tris (penta fluorophenyl) phosphine ,bis (pBnorophenyl) phenylphosphin

et tris (4-fluorophenyl)phosphine respectivement.

La préparation de I'ester salicylate d’éthl se fait pour I'acylation avec
I'acide 6-aminopénicillanique « 6-APA », on réageléacide salicylique avec

I'alcool éthylique.

Les résultats de test d’activité biologique des posés synthétisés ont été

différents, ces composés sont révélés sur troishes bactériennes.

On a testé aussi, I'effet de synergie de ces coégpagec la pénicilline G.

Mots clés: antibiotique, penicilline, oxyde diphenylphosphine.
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Introduction :

Les maladies infectieuses sont responsables de dBs%@éces dans les pays a faibles
revenus et de presque une mortalité prématurédeswr dans le monde entier. Les infections
bactériennes représentent 70 % des cas de modalis&s par les microorganismes [1].Selon le
National Institute of Health, les maladies infegties représentent la seconde cause de déces et
la premiére cause de perte d’années de vie proggadii travers le monde [2].

Les -lactamines représentent la principale famille tlaatiques la plus développée et
la plus utilisée dans le monde. Cette large utibsaest due a leur large spectre d’action, leur
faible toxicité, leur efficacité et a leur faible@ pour certaines molécules [3].

La chimie des pénicillines semi-synthétiques conueed se développer apres la
découverte de l'acide 6 - amino pénicillinique (B4 en 1950 et aprés son obtention a I'état
pur cristallin en 1959[4].

L’acide 6-amino pénicillinique comme matiere preraidans la synthése des pénicillines
possede des propriétés illimitées. Il est possitigtre acylé avec des différents agents
d’acylation, en obtenant des dérivés, qui se difféient par leur spectre d’action, on a par
exemple (propicilline, méthicilline, ampicilline, meoxycilline, carbénicilline, oxacilline,
cloxacilline, dicloxacilline, et flucloxacilline,te.).

Actuellement, la production des antibiotiques sentant parfois bloquée a cause de la
résistance des bactéries aux antibiotiques esndevain des problémes les plus importants des
thérapeutiques anti-infectieuses dans le mondaret kindustrie pharmaceutique. Les infections
causées par les bactéries résistantes aux anjim@stisont responsables d'un taux élevé de
morbidité et de mortalité, comparée aux infectimagsisées par les bactéries sensibles aux
antibiotiques.

Le but de ce travail est un essai pour lutter @hantibiorésistance qui passe bien sir
par la recherche de nouveaux antibiotiques. A opq®, nous essayerons de combiner le 6 APA
d'une part et la pénicilline G (principe actif) Wtiee part avec des dérivés de certains composes
organophosphoriques de triphenyl phosphine qus alons synthétisés, dotés que ces dérives
ont des propriétés antiparasitaires.

Nous essayerons aussi apres la combinaisoard#ibtique avec I'organophosphoré de faire
de l'activité antimicrobienne pour connaitre lewupoir de résistance ou de sensibilité avec
certaines souches bactériennes.

Les succés de la thérapeutique anti- infectieusdeme, sont les conséquences de
plusieurs labeurs et de nombreuses recherchesderegres ont été développées dans les

domaines de synthese, d’analyse et de contrélprddsits pharmaceutiques.



Introduction :

L’application des méthodes d’analyses chimiques itdispensable pour I'isolement, la
purification et l'identification des éléments cahgifs des molécules médicamenteuses entre
autres les antibiotiques.

Notre travail sera présenté comme suite :

- Dans le premier chapitre, nous allons présenter inmgortante bibliographie des
antibiotiques, ou nous avons exposé l'essentietiestures, leurs classifications et leur
voie d'obtention. Un rappel sur les mécanismegidiades antibiotiques.

- Un apercu général a été donné sur les bactéries kgadeuxiéme chapitre et les
différentes techniques pour étudier l'interactiotres les bactéries-antibiotiques et vis
versa.

- Le troisieme chapitre est consacré aux études dpartie de Ila chimie des
organophosphorés, incluant également les diffésenteies de synthese des sels
phosphonium et les oxydes phosphines.

- L'interprétation et la discussion des résultatgmmls sont présentés dans la partie une du
chapitre quatre .tandis que la partie deux estrrésea la description du protocole

expérimental.



Chapitre | : Les antibiotiques

A. 1.1 Généralités sur les antibiotiques
[.1.1 Définition d’antibiotique

En 1942, Waksman a défini I'antibiotigue comme E&tante substance produite par des
micro-organismes et capable, a faible concentratiGmpécher la croissance d’autres micro-
organismes ou de les détruire.

D’aprés les bactériologistes, les antibiotiqued ses composés naturels ou chimiques
Qui agissent a faibles doses sur les micro-orgasseh qui n'ont pas de toxicité sur I'héte. [34]

[.1.2 Agents chimiothérapeutiques et origine de liatibiothérapie

Sur le plan historique le traitement des plaieslet blessures est mentionné dans les
registres médicaux et la pharmacopée des civitisatanciennes comme celles de la Chine, de
I'Egypte et de la Mésopotamie. Les premiers agémésapeutiques furent des teintures, des
colorants et des dérivés toxiques préparés a phatisenic et de recette a base d’antiseptiques.
Les Egyptiens utilisaient de I'encens, de la myrra benjoin et de la térébenthine. Les
Babyloniens et les Assyriens traitaient les makdies yeux et de la peau avec des minéraux
comme le souffre, I'arsenic, I'antimoine, le cuived le mercure. Cependant, les études
scientifiques de ces traitements ne sont devenssilges qu’au 19" siecle, avec la découverte
et la positif lité d'isoler les micro-organismeddotieux. Depuis la deuxiéme moitié du®t9
siecle, on savait que la putréfaction aussi biem lgs maladies humaines et animales, étaient
dues a des organismes vivants qui pouvaient &resrris par voies aériennes. Ceci ouvrait la
voie a une ere intensive de recherche pour trodesragents capables de détruire ces microbes.
Un de ces agents, l'acide carbonique, préparé pie@ a Manchester, était la base du fameux
pulvérisant antiseptique utilisé par Joseph Liser1866 pour prévenir la septicémie post-
opératoire.

William Roberts, a Manchester, dans une commuminasur la biogénése soumis a la
Société Royale en 1874, mentionnait que la crotsades champignons était souvent
antagoniste aux bactéries et vice-versa. L’antagoaientre le Penicillium et les bactéries avait
aussi été observé par le physicien Tyndall en 18d@6méme moment, Louis Pasteur, travaillant
avec J.F. Joubert en 1877, nota que si des cultieréscilles a anthrax étaient contaminées avec
des bactéries venant de I'air, le bacille de I'aathne démontrait aucune croissance. Sur le plan
thérapeutique, cette observation était promettduseautre francais, Babés, démontra en 1885
gu’'un organisme pouvait élaborer une substanceudilifie inhibant la croissance d’autres
organismes. Durant la deuxieéme partie dif"tSiecle, une multitude d’expériences se sont
succédé dans le but d’élaborer l'efficacité desroiorganismes comme agents thérapeutiques.

Cantani, en 1885, traita la tuberculose pulmonairéensufflant dans la gorge de ses patients un

6
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organisme nommeé Bact ftrmo. En 1909, un médecimidagchiotz, tenta de guérir la diphtérie
en vaporisant une culture de staphylocoques dag@r¢ge d’un patient. Apparemment, ceci n’eut
pas d’effets secondaires et I'on peut supposerlgueaitement fut bénéfique puisqu’il a été
démontré plus tard, que certaines souches de Jtaplyes aureus produisaient des substances
antagonistes contre Corynebacterium diphteriadjigdn avant le début des travaux du groupe
d’Oxford sur I'isolement de la pénicilline, Dubantait d’isoler du sol des bactéries produisant
des antibiotiques, il traitait le sol avec des susjpons de cocci Gram-positifs d’espéces
différentes. Plus tard il isola une souche de Batibrevis qui s’attaquait aux cocci Gram-
positifs en produisant une substance, le tyrothriGubséquemment, deux composés actifs de
celle-ci, la gramicidine et la tyrocidine, furedentifiés [6][7]. Enfin, vers les années 1960, une
forme de thérapie bactérienne de remplacemengéfigldppée en utilisant des lactobacilles pour
contrer des organismes intestinaux nuisibles.

En 1929, Fleming nota qu’une culture de staphylaesgcontaminée par des moisissures
devenait transparente, subissant une lyse appatéméesubstance bactériolytique semblait étre
produite par la moisissure et le bouillon de cétde cette moisissure, a 20°C, avait acquis une
propriété inhibitrice, bactéricide et bactériolytég contre plusieurs bactéries pathogenes
communes. Il vérifia d’autres especes de moisissetede champignons afin d’identifier la
production d’'une substance similaire, mais seulé¢mee souche de Penicillium sur huit était
positive. La substance en question avait exactemesnmémes caractéristiques que la culture
originale contaminante des staphylocoques. Il éb@én clair que la production de cette
substance n’était pas commune a tous (es bouiibastous les types de Penicillium, prouvant
gu’il ne s’agissait pas d’une action non spécifige.g changement de pH). Il démontra que cette
pénicilline était produite de facon lente et n’agis pas sur toutes les bactéries de la méme
facon. En effet I'action semblait spécifique auxctiaes et, plus Important encore, il fut
rapidement établit une absence de toxicité pounirial. Cette substance servait également a
isoler H. influenzae [8] car ce pathogene diffic@leurifier y était insensible contrairement aux
autres microorganismes. Fleming écrira plus taellgs difficultés techniques a surmonter, dues
a l'instabilité du son filtrat, étaient découragiean

Emerich aussi avait noté qu’une culture bactériemmephase stationnaire tardive de B.
pyocyaneus possédait une activité bactériolytiguwaqoée [9]. L'agent responsable était la
pyocyanase qui possédait des proprietés semblablaspénicilline en étant résistante a la
chaleur et présente dans le filtrat d’'une cultimaitie [10]. Elle agissait comme la pénicilline
sur certains microbes. Les bacilles causant I'amthta diphtérie, le choléra et la typhoide y
étaient trés sensibles mais les cocci pyogenes lammbrésistantes a la pyocyanase. Apres
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guelques années, la possibilité que la pénicipimvait étre utilisé dans la thérapeutique n'ayant
pas été démontrée, Fleming se concentra sur lizsrsdés. L'avenement de la deuxieme guerre
mondiale et I'investissement des capitaux américdans la lutte contre les infections engendra
un bond drastique au niveau de la recherche suantisiotiques. S’intéressant au phénomene
d’antagonisme microbien. Chain et Florey décidedéatudier les substances responsables de
celui-ci en effectuant un sommaire systématiquestidstances antimicrobiennes produites par
des micro-organismes. La pénicilline tut retenuenm@ candidat potentiel & cause de son
activité contre les staphylocoques, malgré sorahilié relative [11].

Au printemps de 1940, Florey démontra qu’une p#imeipouvait guérir des infections a
streptocoques et a staphylocoques chez la souriaujtement mourrait si non traitée. Des
efforts furent entrepris pour produire suffisammdat pénicilline pour un essai clinique. Les
premiéres préparations, non purifiées, avaient ceneffet secondaire une augmentation
importante de la température chez I'humain, effeusé par la présence d’impuretés
pyogéniques. Ces produits furent éliminés par chtographie. Les résultats furent
impressionnants mais limités par la quantité degidéne disponible.

A la suite de la découverte de la pénicilline,daherche sur les antibiotiques provenant
des organismes du sol fut reprise. Les premiersesuftirent obtenus en 1944 quand Waksman
et ses collegues, aprés une étude exhaustive postan 10 000 especes, isolérent la
streptomycine [12]. Les recherches subséquenteerpot sur I'analyse microbiologique de
milliers d’échantillons de sol a travers le montd&. nombre significatif d’antibiotiques furent
caractérisés a partir de nombreuses souches gqedbtyees [14].

La recherche d’agents thérapeutiques provenantltldes vivantes ne s’était pas limitée
aux micro-organismes et dans les années 1940 hgauwtextraits de plantes furent étudiée
Quelques années plus tard, George [15] produisiedtraits a partir de 190 plantes médicinales
indiennes et trouva de l'activité dans I'ensembéecgs plantes. Le composé principal de la
racine d'une plante. M. pterygosperma, fut paemient purifié et on lui donna le nom de
pterygospermine. Ce composé inhibait la croissaec8. aureus, B. subtilis, M. tuberculosis et
M. phlei dans une dilution de 1 dans 200,000[1Fratt extraya a partir d’espéces d’algues
Chlorella vulgaris et Chlorella pyrenoidosa une ssabce qu'’ils appelérent chlorelline et qui
avait une activité considérable contre les cultutesS. aureus, S. pyogenes, E. coli et P.
pyocyanea [16][10][17]. La chlorelline, apparemmenhibait la croissance des algues qui la
produisait. Des substances actives contre deddm@Glram- négatifs ont méme été trouvées dans

le jus de chou et d’autres légumes [18].
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|.2. Classification des antibiotiqueg19]
On peut classer les antibiotiques actuels d'aprigsiqurs critéeres, en différentes
catégories:
a) D’apreés leur spectre d’action, les antibiotigneavent posséder:
= Spectre tres large (ampicillines, céphalosporitégcyclines).
= Spectre moyen a prédominance sur les micro orgasisgram positif
(pénicillines, etc.).
= Spectre étroit, sur les microorganismes gram niggpatiymyxine).
b) D’aprés le mécanisme d’action:
= Bactériostatiques
= Bactéricides
c) D’apres leurs propriétés physico-chimiques, ‘apms leur charge électrique
= Antibiotiques de caractere acide (pénicillines,hapsporines...).
= Antibiotiques de caractere basique (rifarmycine¢roldes, ...).
= Antibiotiques de caractere amphoteére (tétracycling,
d) La classification la plus pertinente est celiérée selon la structure chimique:
La classification chimique établie par 'TERDY sexquose de 9 groupes :
= Antibiotiques aliphatiques.
= Antibiotiques alicycliques.
= Antibiotiques aromatiques.
= Antibiotigues macrocycliques (macrolides, ...).
= Antibiotiques - oxygene hétérocycliques.
= Antibiotiques dans la famille des quinones, ...
= Antibiotiques - nitrogene hétérocycliques.
= Tétracyclines.
= Antibiotiques de la famille des aminoacides peide&ta-lactamines.
[.2.1. LesB-lactamines :
[.2.1.1. Chronologie d’apparition des antibiotiques
La résistance aux antibiotiques fut a l'origine développement de la gamme
d’antibiotiques que l'on connait aujourd’hui. Biegue les premiéeres pénicillines et
céphalosporines naturelles et semi-synthétiguesns@ncore prescrites de nos jours, on a vu
apparaitre durant les deux dernieres décennie®uaeties molécules contenant des noyaux 6-

lactames. Jusqu'a 1970, toutes [e$actamines connues étaient divisées en quatrepgsou
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représentés par les pénicillines, céphalosporimesobactames et carbapénemes [80Uire |-
1).
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Figure I-1: Chronologie de I'apparition des antibiotiques viala synthese organique.
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[.2.2. Structure desp-lactamines

Les antibiotiques varient énormément dans leurcira et la plupart sont complexes,
avec des régions hydrophiles qui facilitent la wfon dans la cellule. Les facteurs les plus
importants responsables de I'activité biologique [Biéactamines sont leurs propriétés physico-
chimiques, leur arrangement stérique et la préselececomposantes bioactives dans leur
structure [21]. Le noyafl-lactame des antibiotiques est responsable dévitgcantibactérienne.
Cependant, d’autres composantes, comme la chaémlig influencent grandement le spectre
d’activité. Bien gqu'il ait été proposé en 1943 dagénicilline contienne un noydfitlactame, il
a fallu attendre les résultats des expériencesiffimation aux rayons-X pour confirmer et
élucider sa structure. Jusqu’a la fin des annégarsie, la pénicilline et la céphalosporine étaient
les seuls exemples connus d’antibiotiques natdesisés d’'un noya@-lactame [22].

La structure de base des pénicillines consistenenayau thiazolidine (5 membres dont
l'azote avec lequel débute la nomenclature desohiai chimiques) fusionné a un noyau 6-
lactame (4 membres ayant un carbone a la positipougant recevoir 2 chaines latérales (-R1)
I'une en positioru et I'autre en positiof®) (figure 1-2). Le noyauB-lactame est responsable de
certains traits essentiels: il comporte le groupena dans une configuration constituant un
excellent analogue de la D-Ala-D-Ala (D-alanyl-[xaine) dans la réaction de transpeptidation
durant la synthése du peptidoglycan[23][24]. Ilree wonfiguration compacte, ce qui suppose
gu’'un clivage de son lien acide produit assez d@eepour former un lien covalent avec
I'enzyme qui devient inactif. Ce lien est instabtemilieu acide. Bien que cette structure de base
est essentielle a I'activité antibactérienne, guss substitutions du coté de l'acyle a la position
6B sont possibles et produisent des changementslelapgctre d’activité et dans les propriétés
pharmacologiquedi@ure 1-2). On peut aussi introduire des substitutions pldae du radical -
Ra lié au carbone 6 et obtenir une borine activitéti@la plupart des bactéries Grams-négatives
aérobiques ainsi qu’une bonne stabilité contréffdactamases, mais le développement a grande

échelle de ces composés n’est pas pour I'immézlidt [
NH RH

ﬁ%

COOH

Figure 1-2: Structure de base d’une péname
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La numérotation débute par I'atome de l'azote stdosens contraire des aiguilles d'une
montre. Le groupe carboxy (-COQ@st rattaché au carbone 2 du noyau thiazolidieecarbone
6 du noyap-lactame a deux chaines latérales (-R) en pogitiet3[25].

La clé du succes dans la synthese chimique ddsi@mues (pénames) fut la découverte
de l'acide 6-aminopénicillanique (6-APA) au débesdannées 50 [26]. La syntheése naturelle
directe du 6-APA était difficile et avait un pountage de récupération bas en plus de sa faible
activité antimicrobienne. La possibilité de convansde la pénicilline V ou G en 6-APA par des
traitements a I'amidase, qui enlévent la chaingrdée de la pénicilline naturelle, ou une culture
de Penicillium chrysogenum dans un bouillon n'ayaas de donneur d’acyle, ouvre la voie a
d’autres types de conversidig(re [-3).

Biosynthesis

P. chrysogenum

Enzymic Enzymic

!'Yd'C"YﬂS acylation
Penicillin G o -

or Semi-synthetic
penicillin V PP —— penicillins
/ {B-APA /
\ Chemical \ Chemical
hydrolysis acylation

Figure 1-3: Différentes voies de synthése et structure du 6-APR7][21].

Le composé obtenu, le 6-APA, peut étre facilememdensé avec plusieurs acides
carboxyligues donnant naissance a une gamme dtidiles trés variée [28]. L'abondance de
la 6-APA a stimulé I'expansion de l'industrie de fermentation et la commercialisation
d’antibiotiques semi-synthétiqueiglre 1-3). Le but était de créer une gamme d’antibiotiques
possédant difféerents niveaux de résistance a leii@ase, une distribution pharmacologique
altérée et un spectre d'activité plus large, surtoontre les bactéries Gram-négatives. La
méthicilline fut la premiére de ce genre a étrerappée pour une utilisation clinique.

Plusieurs dérivées du 6-APA modifies dans leur notlaazolidine ont été synthétiseés.
N’ayant pas obtenu d’amélioration marquée de Na€tiantibactérienne, la conclusion logique

de I'industrie pharmaceutique fut qu’une pénicélibhioactive doit avoir un résidu carboxylique
12
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lié au carbone 2 et que l'acide pénicillanique leshoyau de choix pour la préparation de
composeés antimicrobiens. Les modifications de laireh latérale donnent plus de possibilités
grace a la réactivité du groupe aminé du carbortki @-APA. Cette derniere condition ne

s’appligue pas dans le cas du mécilliname, un itghib puissant de quelgues bactéries Gram-
négatives, ou la chaine latérale —CH-N est liéeabone 6. Les pénicillines sont classifiées
(figure 1-4, tableau|-1 ettableaul-2) selon les liens hydrogénes que peut avoir lecrart de

la chaine latérale -R [21].

|
oy

CHjy
O// N CHs3
COOH

Figure I-4: lllustration des liens possibles du carbone a déterinant la classe de la
pénicilline selon le nombre d’atomes d’hydrogene quui sont rattachés.

Tableau I-1: Classification des pénicillines

Classe Nomenclature Stéréochimie du Carbone Alpha
1 Méthylmono-substitue deux liens hydrogénes

2 Méthyldi-subslitué un lien hydrogene

3 Méthyltri-substitué aucun lien hydrogéne

4 Carbone insaturé liens multiples

5 Hétérocycle, cycloalkyle le carbone fait partie d’'un noyau

Tableau I-2 : Chaines latérales des principales pénicillines

R__NH
N s
o} JCH3
/—N CH
o % 3
COOH
Pénicilline Groupement en position

Benzylpénicilline (pénicilline G) OA

phenoxyméthylpénicilline N
(pénicilline V)

meéticilline o o
HaC™ SCHs
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nafcilline

o o,

Isoxazolylpénicillines : R1 RZ Ry N—0
/ CH,
R>
oxacilline H H
cloxacilline H Cl
dicloxacilline Cl Cl
Flucloxacilline F Cl
ampicilline NH2
©)\
Carbénicilline COOH
~
Azlocilline E
NH ©
Pipéracilline 0:; b
N N
\TN,T NEAN
Ticarcillin
W COoOot
Quinacillin

Phenbenicillin

Propicillin

e
@oﬁ
@0\(\%3
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Les chercheurs réalisérent que la céphalosporinegitcétre traitée comme la pénicilline.
En effet le noyau céphéme avait une extrémité amninéaquelle on pouvait ajouter différents
radicaux alkyles pour augmenter et varier la gand®e céphalosporinedigure I-5). De la
fermentation de Cephalosporium découle trois ptsdaictifs: la céphalosporine N, une
pénicilline avec un groupement amino-carboxybutdenme chaine latérale, la céphalosporine
P, un stéroide avec un spectre tres limité d'aétibactérienne, et la céphalosporine C, produit
majeur constituant la base des nouvelles céphaiogso semi synthétiques. Sa structure

ressemble a pénicilline mais le noyau thiazoligisieremplacé par un dihydrothiazine.

R
. N H ﬁ 7_-S
\‘g O// Nh;él?
COOH
Figurebl: Structure de base des céphalosporines

La numérotation débute a la position de I'atomel'deote. Les carbones 3 et 7 sont
indiqués. Le carbone 7 a deux chaines latéralgsa line double liaison entre le carbone 3 et 2.
Le groupe carboxyle est lié au carbone 2. Le nogamprenant le soufre est I'anneau
dihydrothiazolidine.

La céphalosporine C originale a longtemps été igmarcause de son activité réduite [29].
Le traitement acide de la céphalosporine G abolatifarmation et a I'isolation du précurseur 7-
amino- céphalosporanique (7-ACA), 'analogue dufAA Par analogie avec les expériences de
la pénicilline, des substitutions de difféerentsiugres a la fonction d-acylamine du noyais-
lactame, on pouvait obtenir plusieurs dérivés deéghalosporine. Il a été démontré que les
modifications en position 7 du 7-ACA sont associgesdes altérations dans I'activité
antibactérienne tandis que des changements emopa3itdu noyau dihydrothiazine sont associés
a des changements dans la pharmacocinétique patamétres métaboliques. Le systéme de
classification, en trois générations, bien qu’itt swbitraire, est une maniére utile de cataloguer
différents composégableau I-2) selon leur utilité clinique. Les générations sbasées sur les
caractéristiques de l'activité antimicrobienne. Effet, les céphalosporines de la premiere
génération, telle la céfalotine, ont une bonnevaéticontre les bactéries Grampositives et plus
ou moins modeste contre les Gram négatives. Laapluges cocci Gram-positifs y sont
sensibles. La deuxieme génération, exempte la @éfue, présente une activité ameéliorée
contre les bactéries Gram négatives mais beaucaipsrforte que la troisieme génération. La
troisieme génération est plus active que la premggnération contre les bactéries Gram
négatives et moins active que la premiere génératotre les Grampositives. Une sous-famille
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de la troisieme génération (la ceftazidime, nongunée dans leT@ableau I-2) est active contre
Pseudomonas. En général, 'augmentation danswigktontre les bactéries Gram négatives est
accompagnée d’'une diminution d’efficacité contie Gzampositives.

La lutte contre la résistance aitactamines peut se faire suivant plusieurs apg®gbar
exemple dans les années 1970, I'acide oltvanicab@péneme) et I'acide clavulanique produits
respectivement par Streptomyces olivacens et Sul@@rus sont été découvertes. La premiére
molécule a montré une activité antibactérienneagest alors que I'acide clavulanique ayant

77 A

montré une faible activité antibactérienne s’estél& étre un inhibiteur potentiel dd¢%

lactamases plasmidiques des bactéries a Gram fpasitinégatif et desp-lactamases
chromosomiques de K. pneumoniae, Proteus spp.eedes fragiligFigure 1-6) .

o H % o

H H 1,0
: o OH . o 1 1%
7 N— N~/ “CHy N~ CH3|\\I\>
; ¢ g ¢! =
COOH COOH COOH

Clavolanic acid (clavam)  gyimbatam (penam sulfone) ~ Tazobactam (penam sulfone)

Figure I-6 : Structure des-lactamines qui ont une activité inhibitrice sur les lactamases.
[.2.3. La relation structure — activité :

Apres l'isolement des noyaux de la pénicilline, peéphalosporine C, la famille des
bétalactames s’est agrandie de nombreuses molé&rurgssynthétiques par des substituions de
chaines latérales faites dans le but d’accroia#iiité pour les cibles bactériennes, la résistanc
a I'hydrolyse les béta-lactamases et de modifepl®priétés pharmaceutiques. Depuis quelques
annees, des molécules de béta-lactames ayant desixndifférents de ceux des et des
céphalosporines ont été isolées de divers microsges.

[.2.3.1: Le noyau des betalactames :

L’anneau bételactame reste commun par définitiantekminologie utilisée pour désigner
ces molécules est réesumée danBdkleau|-3. Un avantage du noyau céphem
(céphalosporines) sur le noyau pénam (pénicilliess}a résistance aux pénicillinases des
staphylocoques et sa relative innocuité chez laemia allergiques aux pénicillines. Dans les
mono-bactames, un groupe sulfonate remplace lendentneau, ce qui produit des molécules
ayant une grande activité intrinseque. Le changédeiiatome de soufre des noyaux pénam ou
céphem par un atome d’oxygene produit des molétrdeshydrophiles, pénétrant mieux a
travers la paroi des bacilles Gram-négatif, et ayae activité inhibitrice de certaines
bétalactamases, par exemple I'acide clavulaniqle/é&mn) et le latamoxef (oxacéphem)

(Figure 1I-7).
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site déacitylation

N7 ’
T
//8N /3 O
S T Y
COOI—J,\ CHy

site de formation de sel

Site d'acx#\‘ation
H

site d'acylation

H2\\1654S3

CQOCH

site de formation de sel

acide 6-aminopenicillanique

acide 7- aminocéphalosporanique

0 —
— S/
J o
o or°H o NH,
NH S o—&o
O V7 N{/
. . (0] Na
acide clavulanique Zan®)
céfoxitine
¢}
/
0 0 N~N

latamoxef ©

Figure 1-7. Structures chimiques des bétalactamu.

Le changement de I'atome de soufre par un atonoad®ne produit des molécules

Inhibant certaines béta lactamases et ayant uiva@fé contre P, aeruginosa, par exemple
La thiénamycine (carbapéneniapleau I-3).

Tableau | -3. Nomenclatures des bétalactames en fonction dedaucture de leur noyau

Structure du noyau Nomenclature Principaux exemples
Acide 3- aminomonobactamique et dérivés :
7—N.__o Monobactame
0 S= 2
; aztréonamn etc.
HO

wjy/s ) Acide 6- aminopénicillanique et dérivés :
Jn) Pénam I .
o’ pénecillines, etc. ; mécillinam, sulbactam

17



Chapitre | : Les antibiotiques

o)
m Clavam acide clavulanique

7
7
j/:@ carbapénem thienamycine, imipénem, acide olivanique
0
S acide 7 — aminocéphalosporanique et dérives|:
j/:@ Céphem céphalosporines dé', 2° et $ génération,

céphamycines (céfocitine)

o
HJ Oxacephem latamoxef

1.2.3.2: Les chaines latérales :

Les chaines latérales qui sont rattachées au magdifient les propriétés antibactériennes
et pharmacocinétiques.

La partie commune a toutes les pénicillines esid&a 6-aminopénicillanique, qui consiste
en un anneau thiazolidine lié a I'anneau béta-aet&igure 1-5). La plupart des pénicillines
sont des dérives N acylés produits par lI'additian gloupements en position 6, sauf le
mécillinam. Un groupement phénoxyméthyle (pénidlV) posseéde une certaine affinité pour
les électrons ce qui rend la molécule plus restantéacidité gastrique en empéchant le
réarrangement en acide pénillique inactif. Des r@®iatérales volumineuses et lipophiles ou
des groupements meéthoxy protegent la molécule lojdidlyse par les pénicillinases des
staphylocoques (méticilline). Un groupement isokgamccasionne une résistance a la fois a ces
pénicillinases et a I'acide gastrique. L’additionrdgroupe amino a la benzylpéniciiline produit
des substances résistantes a l'acidité gastriqu@let efficaces sur les entérobactéries
(ampicilline). L'absorption orale est encore am par I'adjonction supplémentaire d’un
groupe hydroxyle en position para de I'anneau bleagnoxicilline). Une chaine latérale
hydrophile pouvant former des liaisons hydrogémeamoléculaires améliore la pénétration
dans les bactéries Gram négatif. C'est le cas dupgment carboxy ou 5-carboxythiényl
(carbénicilline, ticarcilline) et des radicaux degtidopénicillines (piperacilline, Azlocilline,
mezlocilline) qui produisent des dérivés actifstoer®, aeruginosa.

1.3. Les pénicillines :[30]

La “pénicilline” constitue encore, malgré toutess leecherches ultérieures sur les

antibiotiques, le plus important d’entre eux. Laaléverte de la pénicilline remonte a 1929 SIR

ALEXANDER FLEMMING la mit en évidence dans le fidir de culture d’'une moisissure venue
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accidentellement contaminer une culture de bastésimphylocoques). Il identifia la moisissure
a un pénicillium, et étudia les propriétés inhibés, vis a vis d’espéces bactériennes diverses de
son filtrat de culture.

Dix années plus tard, une équipe de chercheursudevdrsité d’oxford, dirigée par
FLOREY, CHANE, ABRAHAM, a réussi a produire la péifline. A partir de 1949, grace aux
efforts des chercheurs a commenceé la productionsindlle de la pénicilline. En commencant
au début par la culture de surface (pénicilliumahon), ensuite et actuellement un progres
décisif a été réalisé en utilisant des cultureprafiondeurs « fermentation submergée avec des
souches sélectionnées de pénicillium chrysogenum.

En 1959, BATCHELOR, DOYLE et ROBINSON réussirentnéettre au point une
méthode industrielle de fabrication de I'acide 6—aorpenicillanique (lue (6-APA) le noyau
des pénicillines. Sur ce noyau il devient possilddixer par la synthése différentes molécules et
d’obtenir par la suite des pénicillines semi sytithées.

[.3.1.Structure générale et nomenclaturef33]

[.3.1.1. Structure générale

A

COOH

Les diverses pénicillines présentent- en dehorkaddhaine latérale R - trois centres de
chiralité dont les configurations absolues ci-dasssont indispensables a l'activité antibiotique :
Cx S G: R G:R
Ces molécules présentent, en outre, pour I'enserpigidique une structure «en livre
ouvert» qu'illustre le modele obtenfigure [-8) par diffraction des rayons X de la pénicilline G
(R = GHs- CHy).
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Figure |-8 : Modele de la pénicilline G obtenu par diffraction X

Dans ces structures le cycle pentagonal de ladhitize tend vers la planéité. Quelques
valeurs angulaires remarquables peuvent étre edevé
Angle GS,C;  92.2°
C,N,C; 125°
SiCsCs 119.7°
[.3.1.2. Nomenclature
Dans le systeme international de I'lUPAC, les pi#limes sont considérées comme des
dérivés du bicyclo [3.2.0] heptane ; les carbones 4 étant respectivement remplacé par azote

(aza) et soufre (thia).

4

1)

Les pénicillines sont donc des amides en 6 ded&a(8S, 5R, 6R) amino-6, diméthyl-3,3

0Xxo-7, thia-4, aza-1, bicylo [3.2.0.] heptane casfhgue.
Exemple : la pénicilline G sodique selon IUPAC c'est : (BR, 6R)-3,3-diméthyl-7-0x0-6-
[(phenylacétyl) amino]-4-thia-1-azabicyclo [3.2@@ptane-2carboxylate de sodium.

Pour chacune des pénicillines, le préfixe aminosé remplacé par le nhom du reste
correspondant. On utilisera ainsi (phénylacétam@pdur la pénicilline G.

Dans un but de simplification, on considere aussigénicillines comme des amides de
I'acide amino-6 pénicillanique (a qui on consergglus souvent I'abréviation anglaise 6-APA).
La péniciline G est alors l'acide phénylacétam&lgpénicillanique. Les Dénominations
Communes Internationales (D.C.l.) des pénicillidésvant du 6-APA comportent le segment-
clé «cilline», placé en fin de mot le plus souvehtaccompagné d'un préfixe évoquant un

élément de la structure chimique.
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[.3.2. Mode d’obtention des pénicillines naturelles
Parmi les trés nombreuses pénicillines naturaliéi®rant entre elles par le reste R acylant

I'acide amino-6 pénicillanique, deux seulement deraet utilisées en thérapeutique:
pénicilline G ou benzylpénicilline

pénicilline V ou phénoxyméthylpénicilline ©/O

et sont toujours obtenues par voie biotechnologiquikures de Penicillium notatum.

[.3.2.1 Schéma biosynthétique

La voie biosynthétique suivie par les microorgamsnest résumée dans flgure 1-9
montrant la constitution initiale d’'un tri peptidentre lI'acide L-alpha-aminodipique, la L-
cystéine et la L-valine. Ce tri peptide se cycksesuite en iso pénicilline N (différant de la
pénicilline N - produite par certains penicilliunpar la configuration du carbone asymétrique de
chaine latérale aminoadipoyle). Enfin, un systemeymatique: I'acyltransférase, catalyse la
substitution de la chaine latérale par un autrie @sylant 'acide amino- 6 pénicillanique.

Ceci autorise l'utilisation de précurseurs dansnideu de culture afin d’augmenter le

rendement de la biosynthese vers tel ou tel typeedeilline.

acide L-a amino

adipique \\ L-cystéine
~ooc Y NH 4
v N -
\C/\/\H/\ \C':"‘CHz— SH
H ‘ R O i / CHs
3 \\ C'E—NH /CH\
\ 7, > CH,
0
: H? *coo-
! L-valine
TRI PEPTIDE
HoH CH,

~ 00C \,(/\/\n/ NH\( i -S
c /
VAL o
> H NH3 N " CH,
e “coo-

R-COOH ou R-CONH, R o -

Acyltransférase o H I"'COO_

Figure 1-9 : Biosynthese des pénicillines par les Penicillium
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[.3.2.2. Mode d’obtention des pénicillines hémisyhgtiques :

Le mode général d’obtention de ces pénicillines iegnthétiques est le suivant, toujours
basé sur I'obtention de I'acide amino-6 péniciltare (6-APA) suivi de son acylation par divers
restes I'obtention du 6-APA. Des méthodes chinsgdeuces capables de désacyler le 6-APA
sans ouvrir le cycle béta-lactame sont égalemdigéds igure 1-10) :

H H
@- CH, -CO-NH_ = - g ]
N s
Me,SiCl, /
N @- CH, -C
o I
H h
- c o = "
»CooH 3
pénicilline G * COO1— SiMe,
L J2
acylase .
C HyOH
H H -40°C
:
H, N F S
N
“:Z’ /7 ’
N 0 @- CH, -C
(o} R H | o N " “
[0)
COOH | S~
acide amino-6 pénicillanique C.H :'COOH
4y

Figure 1-10: Obtention du 6-APA par voie chimique
par I'action du diméthyldichlorosilane, du pentachte de phosphore a - 40°C, suivie d'une
hydrolyse avec du n butanol a 40°C également etohysk rapide a 0°C.
[.3.2.2.1 L’acylation du 6-APA
Elle est conduite a I'aide de chlorures d'acidegplles souvent, au sein de I'acétone par

exemple, en présence de triméthylamine pour absbiGeformé(figure 1-11).

HN & ; R—CO—NH

Figure 1-11 : mode d'obtention des pénicillines semi synthétiquear acylation de 6-APA
Lorsque la chaine R porte des groupements fonalenii est souvent nécessaire de les
protéger. Les techniques utilisées sont décrites Ipin pour chaque monographie.
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|.4. Propriétés physico-chimiques
[.4.1. Données spectrales :
1.4.1.1 Spectres ultraviolets
C’est surtout le cycle aromatique présent dandupapt des groupements R acylant le 6-
APA qui est responsable de I'absorption dans laztenl’'ultraviolet classiquement utilisable.
A titre d’exemple les maxima d’absorption obsergésr quelgues pénicillines sont notés
dans lgableau | -4.

Tableau | -4 : Maxima d’absorption en (solutions aqueuses) ultradlet de quelques

pénicillines
Antibiotique Chaine latérale solvant Am 3
benzylpénicilline (sel de Na) r eau 264
phénoxyméthyl pénicilline ~ eau 268 1 330
@ O-CH, -
(sel de Na) ‘ 274 1 110
ampicilline @_ pH =7 257 -
CH -
(trihydrate) Q | KOHO0,1 N | 262 -
i 265 |-
amoxicilline HCI 248 2200
(trihydrate) 291 3000
~ 0,1 N 229 9 500
HO {O} CH -
— | 272 1 080

NH,

1.4.1.2 Spectre infrarouge
C’est la région comprise entre 1 600 et 1 800’cqui s’avére la plus intéressante avec les
éléments suivants :
= Le groupement lactamedont la fréquence d’absorption se situe entred et6l

730 cm 1 quand il est isolé, présente une vibrataractéristique entre 1 780 et 1
770 cm®* (& I'état solide: suspension dans I'huile de garafou comprimé de
KBr) quand il est accolé au cycle thiazolidine d&ess pénicillines. Cette valeur
traduit la diminution de résonance provoquée pampllage de la molécule
empéchant la conjugaison totale au sein du grounpeea Cette valeuw CO
lactame des pénicillines constitue un test imporgur vérifier la qualité des
produits puisque l'ouverture de ce cycle azétidfaienaturellement disparaitre
I'absorption a cette fréquence.
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= La fonction amide extra cyclique présentev @O amide le plus souvent compris
entre 1 700 et 1 650 ¢
= La fonction carboxyle est repérée par la ban@OQ soit du carboxyle, soit du
carboxylate s’il s’agit d'un sel de Na ou K ou duiterion des amino pénicillines
centré vers 1 600 ¢
Les autres caractéristiques concernent le cyclmaique du substituant R acylant le 6-
APA, la bande amide Il extra cyclique, I'eau d’hgthtion éventuelle et les divers groupements
fonctionnels etc.
Le tableaul -5 indigue quelques fréguences remarquables de dw@enicillines.
Naturellement, les spectres infrarouges des pénasl figure 1-12) constituent grace a
leurs nombreuses bandes un test d’identificaties $€r utilisé par la plupart des Pharmacopées
avec comparaison a des substances témoin.

Tableau | -5: Quelquesfréquences I.R. (KBr 1 %) en cnit de quelques pénicillines

R-CO-HN \;H :

R R’ vCO v CO|vCOO v NH
lactame | amide
extra
cyclique
péniciline G | (O)-cx,- Na 1772 1690 1610 3360
phénoxyméthyl- oo
e (O)-o0-cn, K 1770 1680 | 1612| 3380
pénicilline
C1
cloxacilline, -
@ 7\ Na 1770 1669 1 604 3 370
H-0 NI
O 3
ampicilline,
g @ i H 1770 1695 1613 3225
3H20 NH,
amoxicilline, oH =
o 6 <O v H 1776 1688 | 1582
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L000 3000 2500 2000 4800 4600  Auco AW0 4100 4000 950 Qo0 850 Boo 750 YOO €so ‘
& 1 ' 1 1 A A 1 N A i " A A A 1. cm’

—t

q

i r

CO lactame

Coamide _'4 4 U — QetNH,
COOH.NH 3
T T T T v T T T T T T T i
3 4 5 “ 7 . 9 A0 14 12 1A Aly A3 [microns;

Figure 1-12 : Spectre I.R. du tri hydrate d’ampicilline
1.4.1.3 Spectres de Résonance Magnétique Nucléafté
Ces spectredigure 1-13) peuvent étre obtenus en solution dans I'eau Bpalr les sels

hydrosolubles (Na ou K) ou au sein du diméthylsuftex deutérié pour les pénicillines a

fonction acide libre.

CLOXACILLINE

c 00) —
c—c-co-una 5 H .
N’ 2 t_ﬁ CH:
c 3
AN -
SRR PR SN 2/ “GH,

J\C/E!‘:H
100 Mtz 7 en Hexo
D,ﬂ.matu,s. =3

=Ly
(isoxazole)

- U S

v y
s e H < H H s 2 1 3 por

Figure 1-13 : Spectre RMN'H 100 MHz du monohydrate du sel de sodium de clox#iine
(D20, référence interne : propionate de triméthylsilye)
On peut noter tout spécialement:
= Le non équivalence des deux méthyles fixés suratbone 3 apparaissant, du
moins a 100 MHz sous forme de deux doublets. Le géblindé (1,43 ppm) est
attribué au substituant endo, celui a 1,39 au n&#xo.
= Le systéme AB constitué par les protons H-5 et dt#6t la constante de couplage

de 4 Hz correspond a la disposition cis.
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= Le singulet a 2,63 du méthyle placé sur le cyclazole.
Les diverses structures de pénicillines présemtestspectres analogues, on peut noter les
valeurs moyennes des déplacements chimiques demgrableau | -6 Situés en alpha du groupe

amide extra cyclique.

Tableau | -6 : Déplacements chimiques des hydrogénes benzyliques quelques pénicillines (BD).

L’antibiotique Structure Déplacement chimiqued ppm
COOH
O,
.. N
benzylpénicilline Q\;\ ”J§<C”3 3,5
s CH3
NH
(e}
, , , s _apps fe) =
phénoxyméthylpénicilline /?/NH: S cn, 4,5
~—N CHj
COOH
COOH
NH
ampicillines % ’ CH3 5,2
CH,

[.4.2. Stabilité de pénicillines naturelles [30]

La pénicilline la plus étudiée est la pénicilline Gest un acide fort, plus fort que I'acide
acétique et I'acide lactique a I'état pur, la péhne G acide est une substance cristalline, trés
hygroscopique, qui s’inactive facilement.

Par contre la pénicilline (V) acide n’est pas hygapique, elle est tres stable et on
I'utilise par voie orale.

La pénicilline (V) garde son activité pendant uneée a température inférieure a 37°C. A
I'état sec, les sels sodiques et potassiques géngilline G sont plus stables par rapport aux
solutions. Les sels sodiques et potassiques déngilline G sont thermostables. lls gardent
completement leur activité a température de 130135°C.

En solutions aqueuses, la pénicilline G est moiabls sous I'influence du pH et de la
température. Elle est stable aux limites du pH-85

= a pH = 2,76 de la solution de la pénicilline G,%0se trouve dans un état non
dissocié et 50 % sous la forme des anions.

= apH 2 un pourcentage élevé de pénicilline G ssvgaans un état non dissocié.

= apH> 2,76 la plupart de la pénicilline G se t®wous la forme des anions.

Pour cette raison a pH = 2, la pénicilline G pataes le solvant organique; a pH=7 et a
pH > 7, la pénicilline G Sous forme des anions @aksss la phase aqueuse.

Cela détermine la répartition de la pénicilline Gtre la phase aqueuse et la phase

organique selon le pH de la solution.
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Au cours de l'extraction a pH = 2.3, la forme nassdciée de la pénicilline G passe dans
la phase organique et a PH = 7 la forme ioniquegédans la phase aqueuse.

[.4.2.1 Stabilité en milieu acide (pH<3)

Les pénicillines en milieu acide ne sont pas stahlBexception de la pénicilline (V) acide
qui est 25 fois plus stable que la pénicilline @Ha = 2.0.

En milieu acide (pH < 3), les pénicillines subigseme isomérisation, liée a la rupture du
cycle béta-lactame et a la formation du cycle imnadime, en se transformant en acides
pénilliques, que ne sont pas actifs. Pour celworala solution aqueuse de la pénicilline G perd
son activité biologique a pH < 3.

La formation de cet acide pénillique s’acheve a-pB3 en 3-4 heures a la température
ambiante. Cela exige un refroidissement a la teatpér de 5°C pendant I'extraction de la
pénicilline G par des solvants a pH = 2.3 afin d&vla formation de cet acide pénillique
(schémal-1)

COOH
R O%-NH o \
o)
=0 STOCKAGER ,IN¥< PH<3 s
N o "
\ cooH H
\ pénicilline Riio0c
ICIHI . Pt
Hooc%‘)L acide pénillique

acide pénicillique

Schéma I-1: stabilité des pénicillines en milieu acide
L’isomérisation de la péniciline G méene aux diééts produits de transformation. Aux
conditions données, pendant le stockage de lai@olatqueuse de la pénicilline G, elle se
transforme en acide pénicillinique. La transformatiest liee a la rupture d’'un cycle béta-
lactame et aussi au cycle thiazolidine et a lasfmmation du cycle oxazolone. Ces acides
pénicilliniques jouent un réle signifiant dans kapition de l'allergie au cours du traitement
médical avec des pénicillines.
1.4.2.2 Stabilité en milieu basique (pH > 8) :
En milieu basique, les pénicillines, se dégradacitdment.
A pH >8, le cycle béta-lactame s’ouvre; la péniudl passe sous la forme de l'acide

pénicilloique, qui est inactisthémal-2)
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PH>8,soluti RI
R H>8,solution agueuse 07 NH
YNH s pénicillinase Oﬁ)\(s
(@) >
7N ROH, RNH, OH NH
© COOH COOH
pénicilline acide pénillique acide pénicilloique

Schéma 1-2 Dégradation des pénicillines (G, V) en milieu bague sous I'action des béta-
lactamases en présence des alcools et des amines

La molécule des béta-lactamines (pénicillines phatsporines) n’est pas stable a I'égard
des béta-lactamases. Ce sont des enzymes bacté&rsgurétées par des bacilles, qui provoquent
I'hydrolyse enzymatique du cycle béta-lactame sauoserture. L’hydrolyse se produit la
température ambiante , en menant aussi I'acideciiiéigue.

Sous l'influence des alcools, des amines, la mémesformation des pénicillines en
acides pénicilloique se produit. L'instabilité degnicillines en milieu basique; au béta-
lactamases (pénicillinases et céphalosporinasegrésence de réactifs (alcools, amines etc) est
due a I'ouverture du cycle béta-lactame dans l&oud¢ des pénicillines et & leur transformation
en acides pénicilloiques, qui sont inactifs.

L’acide pénicilloique, ainsi obtenu n’est pas stalil se transforme en acide pénillique en

suite en acide pénaldique et pénicillamisehg€mal-3).

1
O~ "NH
OH NHZ< > >—~’
COOH HOOC
acide pénicilloique pénicillamine
R
>/-—NH S 0 COOH
A PR
H COOH > R NH |

. Lo o
acide pénilloique acide pénaldigae

Schéma 1-3 transformation de I'acide pénicilloique en pénidiamine et acide pénaldique
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1.4.2.3 Stabilité des pénicillines par rapport auxacylases :

La molécule des béta-lactamines n’est pas stablergggort aux enzymes acylases
(amidases), qui provoquent la rupture de la liaisomde sur le carbonegCt par la suite
I'obtention du noyau 6.APA a partir des pénicilsn®e méme la rupture sur le carboned@ns
la molécule des céphalosporines, provoquée paacdases mene I'obtention du noyau 7.ACA

(acide 7- amino céphalsporanique). Cette transfoomast présente comme suichéma I-9

acylase
R
VR s
o o<
o” ¥
COOH
beta- lactamases
R
N H H,N
S 2 S
27/ T acylase P N‘8<
7N = © COOH
. . .. COOH
pénicilline 6-APA

NH
R S
?7/ T s
o// N _= acylasF(?ZN }ﬁ o
_— N o)
COOHO / COOH

o
céphalosporine \f 2APA
Schéma 1-4 :Transformation des béta lactamines soukeffet des acylases
1.5. Mode d’action et résistance bactérienne :

Les bactéries sont des organismes unicellulairesapyotes dont la majeure partie peut
étre classée au sein de deux catégories, les ieacdGram positif et celles a Gram négatif. Des
différences dans la composition de leur envelopglilaire sont a l'origine de leur différence
d’affinité pour un colorant, le violet de Gentiamgi est a la base de la coloration de Gram. Les
bactéries a Gram positif retiennent ce coloranditaque les bactéries a Gram négatif ne le font
pas.

L’enveloppe cellulaire dont le role est de protédjgrterieur de la cellule est donc
différente selon le type de bactéri&chémal-5). [31] Pour les bactéries a Gram positif, elle est
composée d'une couche épaisse de peptidoglycanemiandéine) entourant la membrane
cytoplasmique de la bactérie. Pour les bactériésain négatif, il existe une membrane externe
qui entoure le peptidoglycane, moins épais que fEsubactéries a Gram positif. L’'espace entre
les deux membranes est appelé espace périplasnique.les deux types de bactéries, des

protéines liant la pénicilline (PLPs, ou PBP poanipillin binding protein) sont présentes a la
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surface externe de la membrane cytoplasmique. @& d®s enzymes impliguées dans la
synthese du peptidoglycane, et ce sont les cildssdtibiotique$-lactamines .

— porines —
y

BEEE W?ﬁ L —
gl A1 [A 11

al m

peptidoglycane

Espace
périplasmique

Eﬁ Membrane

cytoplasmique

PLPS —»

o TN SR
T ARMBABRAAREL  AKBADEALME

Gram positif Gram négatif

Schéma I-5:I'enveloppe cellulaire des bactéries gram positivet gram négative

Le role du peptidoglycane est de donner sa forme &actérie et de la protéger
d'agressions extérieures. Il est composé doligdsaiides, enchainements de N-
aceétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuraneiddlAMA), auxquels sont liés des petits
peptides terminés par deux résidus D-alanine. erattage tridimensionnel du peptidoglycane
se fait par l'intermédiaire d’une enzyme PLP (uranspeptidase) qui catalyse la coupure du
résidu D-alanine terminal et le couplage avec $&dtéglycine d’'une autre chaine polypeptidique
(Schémal-6).

-NAMA-NAG-NAMA-NAG- -NAMA-NAG-N,?MA-NAG-
L-ala L-ala
{:D-glu Dglu
[L-Iys—gly*gly—gly—gly—g'y—NHz Llys—gly gly—gly—gly—gly-NH,
D-ala Dala

| |
D-ala . d D-ala
speptidase
ranspept D-ala

-NAMA-NAG-N,‘?MA-NAG-

“NAMA-NAG-NAMA-NAG- ! ala
L-ala ﬂ')glu
D-glu H |Llys—gly gly—gly—gly—gly-NH;
L'Vs‘g!y gly—gly—gly—gly-N—D-ala
Dala
D-aIa

Schéma 1-6:structure moléculaire de péptidogycane
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A cause de leur ressemblance avec le peptide Drakiralanine terminal, l€$-
lactamines pénétrent le site actif de la transgapé et bloguent 'enzym8¢hémal-7), ce qui
inhibe 'assemblage du peptidoglycane constitudifalparoi bactérienne et empéche ainsi la
croissance, puis les enzymes autolytiques de l&t@en contact avec le peptidoglycane altére
se déreglent, ce qui a pour effet de détruire llalee LesB-lactamines sont donc des
antibiotiques bactéricides.

Lesp-lactamines exercent aussi leur activité en désattid’'autres PLPs

(glycosyltransférases, carboxypeptidases) jouamblenstructural ou de reproduction pour la

bactérie.
NH—/
‘COOH NH s _ 0
HoN o p! N\_)< HN s]/,
D-ala-D-ala O COOH o N cO0H
transpéptidase__CH ,0 transpéptidase—CHz

Schéma |I-7:mécanisme de destruction des membranes péptidoglyte par les béta-
lactamines.

Le spectre d’action antibactérienne de$actamines est en étroite relation avec leur
structure et leur mode d'action. Lgslactamines lipophiles peuvent diffuser a traveas |
membrane externe des bactéries a Gram négatitétacainsi aux PLPs présentes a la surface
de la membrane cytoplasmique. Iedactamines hydrophiles ne peuvent franchir cetteiere
que par l'intermédiaire des porines, des canauxplisnd’eau provenant du regroupement de
protéines transmembranair&cfiémal-5). Cependant avant d’atteindre les PLPs, il existes
I'espace périplasmique des enzymes hydrolysanamsiotiques 8- lactamases). Etant donnée
I'absence de membrane externe pour les bactérama positif, les PLPs sont plus accessibles
aux -lactamines, ce qui expligue que ces composeés aatfacilement actifs vis-a-vis des
bactéries a Gram positif.

La résistance aug-lactamines se fait principalement par le biaispfdactamases qui
désactivent 'antibiotique et se régénérent end@thémal-8). L'utilisation de [3-lactamines
avec un groupement R encombrant (cas de la mié@ilpermet de protéger I'antibiotique des
B-lactamases. L'utilisation d’'un inhibiteur @elactamases en combinaison avec un antibiotique
a large spectre permet a ce dernier d’exercersimutpotentiel antibactérien en le protégeant des
B-lactamases. L'acide clavulanique possede uneefaiblivité antibactérienne mais est capable

d’'inhiber irréversiblement la majorité def-lactamases en réagissant avec plusieurs
31



Chapitre | : Les antibiotiques

fonctionnalités de I'enzymeSgchémal-9). [32]L'association du clavulanate de potassiundest

I'amoxicilline est commercialisée par GlaxoSmithidisous le nom d’Augmentin.

OYR O
- : CHZOH
O ‘\\ Z CHZ
| O [iTaciamase] "
S o A,
C s
J<
HO HN—/
CO,H

Schéma 1-8:mécanisme d'inhibition des béta-lactamines par lelsétalactamases.

acide clavulanique

Y35

\ ;'C Oy )
P enzyme désactivée
CH,0

p-lactamase

Schéma 1-9:mécanisme d'inhibition des bétalactamases par l@shibiteurs des

Bétalactamases .

Outre la production d’enzymes inactivant I'antilote, la résistance peut également se
faire en altérant l'affinité de l'antibiotique podlenzyme cible par mutation de celle-ci ou
encore en I'empéchant d’accéder a son site d’ag@oun mécanisme d’efflux.

Les maladies infectieuses sont aujourd’hui encome puobleme de santé publique
puisqu’elles engendrent des millions de déces aaguée dans le monde. Depuis la découverte
de la pénicilline, plus ‘une centaine ¢klactamines ont été lancées sur le marché des
antibiotiques. Cette famille thérapeutique représexinsi plus de 50% du marché actuel des
antibiotiques. L’Augmentin de GlaxoSmithKline fgiartie des «blockbusters », médicaments a
plus de 1 milliard de dollars de chiffre d’affaireondial annuel. Ce succes commercial et
I'existence de résistances bactériennes aux Amijoies motivent la recherche de nouvelles

molécules@Schéma I-10).
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0 L HO £ L
EO0OH COoH

Acide clavulanique & Amoxicilline : Augmentin

© ! H oo
O
HO o 4
Tazobactame & Piperacilline: Tazobac CooH

Schéma 1-10 Combinaison d’'un inhibiteur de la B-Lactamase avec les inhibiteurs de la

transpeptidase
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Introduction:

Les bactéries sont des micro-organismes unical@dai classées parmi les
procaryotes, car ils ne possédent pas de membuaiéaire. Ce caractére les distingue des
autres organismes unicellulaires classés parmi degaryotes (champignons, algues,
protozoaires).

On distingue aussi les bactéries proprement diBactéria) des bactéries primitives
(Archaea). Toutes les bactéries rencontrées enolpgik appartiennent aux Bacteria. Les
bactéries ont généralement un diametre inférickmgn. On peut les voir au microscope optique,
a I'état frais ou apres coloration. Leur forme pétne sphérique (cocci), en batonnent (bacilles),
incurvée (vibrion) ou spiralée (spirochetes). Lésads de leur structure ne sont visibles qu’en
microscopie électronique [13].

II.1. La découverte du monde bactérien

Anton VAN LEEUWENHOEK (1632-1723), drapier hollanslaet grand amateur de
loupes et instruments d'optique, découvre et déntie 1674 et 1687 le monde microbien (« les
animalcules »). Mais celui-ci n'est véritablemesttannu qu'a partir du milieu du XIXe siécle a
la suite des travaux de Louis PASTEUR et de sezgle

En 1866, HAECKEL crée le terme de protistes powigier, entre le monde animal et le
monde végétal, les étres unicellulaires et less&tericellulaires sans tissus différenciés. Les
protistes sont classés en deux catégories :

* Les protistes supérieurs ou eucaryotes qui pessedn noyau entouré d'une
membrane, des chromosomes, un appareil de mitosmeetstructure cellulaire complexe
(mitochondries notamment).

* Les protistes inférieurs ou procaryotes qui onthromosome unique sans membrane
nucléaire et sans appareil de mitose, et une staictellulaire élémentaire (pas de
mitochondries). Les bactéries font partie des ptedi procaryotes.

En 1878, SEDILLOT crée le terme de microbes pagsqlels on distinguera ensuite les
bactéries proprement dites et les virus. Le ternmasy qui au début désignait tout agent
infectieux, est maintenant réservé a la catégaee particuliere de microbes qui ne possedent
gu'un seul type d'acide nucléique et qui sont iabbgs d'assurer a eux-seuls la synthese de leurs
propres constituants.

Seule l'expression « réservoir de virus » a gardéams général : elle signifie réservoir de

germes (de microbes) sans préjuger de la nataegu germe (du microbe) en question.
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I1.2. Structure bactérienne :
De fagon générale, une bactérie se compose de [35]

* Cytoplasme : le cytoplasme des bactéries contientndmbreux ribosomes et un
chromosome fait d’ADN a double brin, en générabjuei circulaire.

 Membrane Cytoplasmique : elle contrble les échamigeta cellule avec I'extérieur et
contient le systéme de transport des électrons.

« Paroi : c’est une structure rigide, responsabliderme des bactéries, et leur permettant
de résister a la lyse osmotique. Elle est préseme toutes les bactéries, a I'exception
des mycoplasmes. Sa structure varie selon lesriesctt conditionne leur aspect apres la
coloration de Gram. Au cours de cette colorati@s, lbactéries sont traitées dans un
premier temps par du violet de gentiane (et duljugmis de I'alcool et enfin de la
fuchsine. Les bactéries dont la paroi résiste ladt restent colorées par le violet de
gentiane et sont dites & Gram positif. Les bacatnt la paroi est perméable a I'alcool
perdent leur coloration par le violet de gentiahsomt colorées en rouge par la fuchsine,
ce sont les bactéries a Gram négatif.

» Capsule : certaines bactéries possedent une capstieivrent la paroi. C'est une
structure, souvent épaisse, entourant la bactérie.

* Appendices : certaines bactéries peuvent se dépdaces un milieu liquide grace a des
flagelles de nature protéique. Certaines bactépessedent également des pili (ou
fimbriae). CE sont des éléments rigides plus coquitsles flagelles, de nature protéique.
lIs peuvent intervenir dans les interactions avecitdes bactéries ou avec des cellules
eucaryotes.

* Spores : certaines bactéries a Gram positif, eticpher des bactéries du sol, sont
capables de se différencier en spores lorsqu'dkestrouvent dans des conditions
défavorables. Les spores résistent a la dessioceatia la chaleur. Elles peuvent persister
tres longtemps dans l'environnement. Leur résiga@dc la chaleur explique les
températures qu’il faut atteindre au cours des guores de stérilisation (120°C en
chaleur humide). Dans des conditions favorablesspeges redonnent naissance a des
formes végétatives.

De facon générale, la cellule animale par sa pttilie, par la présence d’une paroi rigide
contenant un polymere particulier, le peptidoglygamar le caractere haploide de son génome,
par 'absence de mitochondries. La coloration daniGpermet de séparer les bactéries en deux
catégories dont la paroi est de structure différef@ertaines espéces bactériennes peuvent

posséder une capsule, des flagelles, des pili.
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Enfin certaines espéces peuvent de différencisperes.
11.3. Classification et identification des bactéris :

Une classification des bactéries est nécessaira aommmunication scientifique. Les
bactéries sont classées selon une nomenclatureatiteale. Elles sont désignées par deux mots
latins écrits en italique : le premier, commengaart une majuscule, désigne le genre, le second,
commencant par une minuscule, caractérise I'es(mareexemple Staphylococcus aureus). En
pratique, on utilise aussi des termes commungjtedsstaphylocoque, colibacille, etc.

La classification des bactéries (taxonomie) a ddbété fondé sur I'étude de leurs
caractéres phénotypiques, puis de leurs caragjéregypiques.

[1.3.1 Caractéres phénotypiques :

* Morphologie : forme de la bactérie, mobilité évesllei traduisant la présence de
flagelles, présence éventuelle de spores ; cotorae Gram, aspect des colonies, etc.

» Propriétés biochimiques : relation avec I'oxygeuatljsation de différentes sources de
carbone, besoin en facteurs de croissance.

* Nature des antigenes de surface.

» Sensibilité aux antibiotiques.

Plus rarement on utilise :

» La sensibilité a des bactériophages ;

» L’analyse des constituants de la paroi ;

» L’analyse chromatographique de constituants ou éwlnolites de la bactérie (en phase
gazeuse ou en phase liquide).

Les bactéries ayant un grand nombre de caracteéresnemuns constituent une espéce. Au
fur et & mesure que le nombre de caracteres dingntie les groupes de bactéries, on les sépare
en genres, tribus, familles, etc. Les frontieraseeces difféerentes catégories restent arbitrates
sont donc sujettes a des remises en cause [36].

[1.3.2 Caractéres génotypiques :
lls reposent sur I'étude du génome.
» La composition en base de 'ADN (GC%) peut varigos les espéeces.
 La mesure du pourcentage d’homologie de 'ADN awe® souche de référence
(déterminé par hybridation) est une méthode quiéat@s utilisée en taxonomie. On
considéere que des souches ayant plus de 70% d’bgmchppartiennent a la méme
espece. Ce critere a conduit a modifier des claasiins qui avaient été établies en

fonction de caracteres phénotypiques.
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* Le séquencage du gene de I'ADN ribosomal 16S, ggmiecomporte des régions
conservées et des régions variables, est égaldmsergmployé pour la classification des
bactéries [37].

11.4 ldentification:

L'étude de caracteres phénotypiques est la métlzoghus utilisée en routine. Mais dans
certains cas, des méthodes génotypiques peuvenuilisées dans un but diagnostique pour
identifier des bactéries provenant de patients.

En générale, on utilise ces techniques pour cosfirou infirmer une infection due
a une bactérie donnée (par exemple Mycobacteriumert¢ulosis, chlamydia trachomatis).
Elles sont surtout utiles pour des bactéries dissaace lente ou difficile.

I1.5 Mécanismes de défense contre les bactéries :

Dés la naissance 'homme se trouve en contact descbactéries qui progressivement
coloniser son revétement cutanéo-muqueeux. Poistaésux bactéries de nombreux moyens
sont mis en jeu. On peut schématiquement en digtmg groupes : les bactéries anatomiques (la
peau, les mugueuses), les mécanismes de résistaneelle (ou innés) et I'immunité acquise.
Les mécanismes de défense contre les bactérieserdgpsur les bactéries cutanéomuqueuses,
puis sur les mécanismes naturels mettant en jevédepteurs solubles (comme le complément)
et membranaires, capables de reconnaitre un cewambre de motifs habituellement présents
sur les bactéries. Ces mécanismes permettent deeneet d’activer les cellules phagocytaires.
L'immunité acquise se développe plus tardivemerfaigtintervenir des récepteurs répartis de
maniere clonale sur les lymphocytes. Elle se ttgolui la production d’anticorps (active surtout
contre les pathogénes extracellulaires) et unens@paellulaire (active surtout contre les
pathogenes intracellulaires). L'immunité acquisenporte une mémoire et cette propriété est a
la base de la vaccination [38-39].

11.6 Actions des antibiotiques sur les bactéries :

Les antibiotiques antibactériens sont des molécgiesinhibent sélectivement certaines
voies métaboliques des bactéries, sans exercetubbdrnent d'effets toxiques pour les
organismes supérieurs. Cette propriété les distimges antiseptiques. Les antibiotiques, au sens
strict, sont des produits élaborés par des micgasuismes, mais on inclut généralement parmi
eux les dérivés semi synthétiques et les prodotierement synthétiques.

L’activité des antibiotiques in vitro peut étre mese en déterminant leur capacité
d’inhiber la croissance bactérienne (concentratmmimale inhibitrice ou CMI) ou leur capacité
de tuer les bactéries (bactéricidie). L'action desibiotiques est influencée par de nombreux
facteurs : concentration bactérienne, milieu, etgon avec un autre antibiotique, etc. En outre
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I'activité in vivo est influencée par des donnédwmmmacologiques, de conditions locales
particuliéres [40].
[1.7 Principales familles d’antibiotiques et leur mode d’action[41][42]:

La plupart des antibiotiques inhibent des voiesal@iques de la bactérie. Chaque famille
d’antibiotique possede son site d’action propre.

- Les antibiotiques agissant sur la synthese du ghagiticane comprennent Igs
lactimines, les glycopeptides et la fosfomycine.

- Les antibiotiques agissant sur la synthése prodééaqumprennent les aminosides,
les tétracycline, les macrolides et apparentéa@tle fusidique.

- Les antibiotiques agissant sur les acides nucléigoenprennent les sulfamides,
le triméthoprime, les quinolones, les nitro-imid@zacet les rifamycines.

- Les polymyxines agissent au niveau des membranes.

[1.8 Mécanismes de résistances aux antibiotiques :

La résistance aux antibiotiques peut étre natumllexcquise ; la résistance naturelle est
présente chez tout les membres d’'une méme espéataroméme genre bactérien. Elle est liée a
son patrimoine génétique. La résistance acquiselteesl’'une modification du patrimoine
génétique. Il peut s’agir d’'une mutation qui pentrainer, par exemple, une modification de la
cible de I'antibiotique ou bien diminuer sa pénttra Le plus souvent, il s’agit de I'acquisition
de 'ADN étrabger pouvant provenir de la méme espa d’especes bactériennes différentes.
L’acquisition d’ADN se fait le plus souvent par gogaison. Elle se fait alors par I'intermédiaire
de plasmides ou de transposons conjugatifs qui ggguporter un ou plusieurs génes de
résistance. Dans certaines espéeces, comme le ponegueoet les Neisseria, I'acquisition d’ADN
peut se faire par transformation. Le transfert daeg de résistance par l'intermédiaire d’un
bactériophage (transduction) est rare.

L’'acquisition de mécanismes de résistance aux iatifhbes a une expression
phénotypique variable. Dans la majorité des cés,est détectable par les méthodes habituelles
de détermination de la sensibilité des bactéri@saatibiotiques. Lorsque le niveau de résistance
est faible, la bactérie peut apparaitre sensibldgsacriteres habituels. La lecture interprétative
de I'antibiogramme permet de corriger la répon€d.[4

On peut classer les mécanismes de résistance rengeg :

* L’inactivation de l'antibiotique ;
* La modification de la cible ;
e Ladiminution de la perméabilité membranaire
» L’excrétion de I'antibiotique.
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11.9. Généralité bactériologique et méthodes d’étud des antibiotiqueg49]:

[1.9.1. Introduction :

Le but de la réalisation d’'un antibiogramme espdlire la sensibilité d’'un germe a un ou
plusieurs antibiotiques dans une optique essesmtielht thérapeutique. Il sert également a
I'identification bactérienne par la mise en évidede résistances naturelles.

[1.9.2. Définition de CMI :

CMI = La plus faible concentration d’antibiotique pdaquelle il N’y a pas de croissance
visible de la souche bactérienne étudiée, les tiondide culture étant standardisées.

[1.9.3. Méthodes d’études de la bactériostase :

11.9.3.1. Définition de bactériostase :

C’est une méthode technique qui permette de savbantibiotique a seulement inhibé la
croissance.

11.9.3.1.1. Méthode de dilution :

» En milieu liquide : préparation dans une série de tubes d’'une gadenw®ncentrations
d’antibiotique a tester, (par exemple 0,5mg/l 1428, 16) puis addition d’'une méme
guantité de germes. Apres incubation a 37°C penbiahieures détermination de la plus
faible concentration d’antibiotique inhibant la issance bactérienne visible a I'ceil nu.

» En milieu solide: Incorporation de I'antibiotique & une conceritratdonnée dans une
gélose, maintenue liquide a 42°C puis coulée etebale Petri. Aprés solidification les
boites sont ensemoncées avec les bactéries. Aquélsation a 37°C pendant 18 heures la
CMI est déterminée par la plus faible concentratierdonnant pas de croissance visible.

11.9.3.1.2. Méthode de diffusion :

Ou des disques en milieu solide est la plus sintplle. consiste a ensemencer en

surface d’'un milieu solide par inondation de ladwmua tester. Puis a déposer des disques a
papier buvard comprenant un antibiotique a uneaitgrtconcentration. Apres incubation d’'une
nuit a 37°C. des zones d’inhibition a proximitédmque disque sont observées. Il est possible
de calculer la CMI de I'antibiotique en reportaatdiamétre de la zone d’inhibition sur une
courbe de concordance, pré-établie a 'avance awec centaine de souches de sensibilités
différentes.

11.9.3.1.3. Bandelettes E-test Un gradient de concentrations d’antibiotique dxenu
dans une bandelette plastifiée. Aprés dép6t deatalddette a la surface d’'une boite de Petri
ensemenceée par la suspension de la bactérie apegepres une nuit d’incubation a 37°C, la

valeur de la CMI est lue au niveau de l'interseattio
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11.9.3.2. Interprétation CMI :

Comparaison de la valeur de la CMI d’'un antibiotiquar rapport aux deux concentrations
critiques ¢ et C (mg/l). Définies et choisies paraompromis de données bactériologiques, de
cinétique et de résultats cliniques (CA-SFM).

Catégorisation de la souche (sohéma II-1)

1/ SENSIBLE : I'antibiotique peut étre efficace.

2/ RESISTANT : l'utilisation de I'antibiotique entrainera un éche

3/ INTERMEDIAIRE : Les souches 1 sont celles pour lesquelles le sub@&tapeutique est

imprévisible.
<C >c
cMmI >D cMmI <d cMmI
" 1 | |
Catégorie sensible ‘ catégorie inteadiaire | catégorie résistante

Schéma ll-1: catégorisation des souches bactériennes

11.9.3.3. Etablissement des valeurs critiques déliitant les catégories :

Les concentrations critiques des antibiotiques steiblies sur la base des concentrations
sériques obtenues apres administration d'une pgisole usuelle » (concentration critique
inférieure c) et de la posologie maximale tolé@n¢entration critique supérieure C). Le calcul
de c et C met en ceuvre une formule incluant les@imue, la concentration au bout d’une demi-
vie, la concentration apres 4h et le taux de liaigaox protéines plasmatiques, respectivement
aprés administration de la posologie normale ouégleChaque antibiotique a ses concentrations
critiques propres [50].

Les diamétres critiques d et D, correspondent adisfgenent aux concentrations critiques
hautes C et basses c.

11.9.3.4. Lecture de I'antibiogramme :

Pour chaque antibiotique on mesure le diametrehitiiion en mm et en déduit la CMI et
la sensibilité ou la résistance. On définit 2 coniions critiques d’antibiotique au-dela
desquelles la souche est résistante. En deca dlesgaesouche est sensible et entre lesquelles la
souche est intermédiaire. Les valeurs en CMI tiehwempte des concentrations atteintes in
vivo. De la distribution des CMI de bactéries difiétes de sensibilité variable et des résultats
clinigues documentés confrontés aux tests. La mination des diametres correspondants

critiques demande d’établir des courbes de conoosdantre les CMI en mg/l et les diametres
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d’inhibition en mm (pour chaque antibiotique a paste 1000 souches d’especes communes de
sensibilité déférente). On obtient des droitesadgassion ou courbes de concordance.
Les diametres critiques sont déterminés en fona@oes concentrations. Les courbes sont
faites par le fabricant qui donne linterprétatemfonction des diameétres [51].
11.9.4. Méthodes d’études de la bactéricidie :
11.9.4.1. Définition de la bactéricidie :
C’est une méthode technique qui permettre de savbantibiotique a entrainé la mort des
bactéries.
- CMB= la plus faible concentration d’antibiotique lass moins de 0,01% de
survivants d’'un inoculum initial.
CMBI/CMI : < 2— Antibiotiques bactéricides
> 2— Antibiotiques bactériostatiques
TOLERANCE : — Souche tolérante si CMB/CMI > 32. Il y a dissociatentre les valeurs des
CMI et des CMB. L’antibiotique reste bactériostaggnais perd son effet bactéricide.
11.9.4.2. Courbe de bactéricidie
- L’activité bactéricide des antibiotigues peut sesamer a temps variable et
consiste a déterminer le nombre de survivants atsau temps.
- Résultats exprimés sous forme de courbe reliabdarithme du nombre de
survivants au temps classement des antibiotiques :

» Antibiotiques concentrations dépendantscar 'activité bactéricide augmente avec la
concentration et la vitesse de bactéricide estieaf@x. aminosides).

* Antibiotiques temps dépendants :lintensité de la bactéricidie augmente avec la
concentration d’antibiotique jusqu’a un certainesu, et est corrélée avec la (ex: les
Béta-lactamines, les glycopeptides).

11.9.5. Les associations d’antibiotiques :

L'utilisation d’une association d’antibiotique gsstifiée dans quatre cas :
-élargir le spectre d’activiténddes cas d’infections a germe multiple.
-traiter en urgence une infecipave non diagnostiquée.
-prévenir la sélection de mutagtgstants lors des traitements de longue durée.
-obtention d’un effet synergique.

11.9.5.1. Activité bactériostatique :

[1.9.5.1.1. Méthode par diffusion
Des bandes de papier imprégnées d’antibiotique dispbsées a angle droit a la surface
d’'une gélose ensemenceée par la bactérie a étudier.
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Observation de I'angle formé par la rencontre dasxdzones d'inhibitior> détermination de

I'effet de I'association.

L’interaction de deux antibiotiques peut produitate effets principaux :

*Indifférence : I'activité d’un antibiotique n’a aucune influenser I'activité de I'autre.

*Addition : I'effet de I'association est égal a la somme déstse produits par chacun
des antibiotiques pris isolément.

*Synergie : I'effet de l'association est supérieur a la somtes effets produits par
chacun des antibiotiques pris isolément.

*Antagonisme : I'effet de I'association est inférieur a la somdes effets produits par
chacun des antibiotiques pris isolément.

11.9.5.1.2. Méthode par dilution : Echiquier

Les différentes concentrations de chaque antihietigA et B) sont associées entre elles

2a2.
Chaque concentration d'un antibiotique est assoeéiéehaque de concentration de l'autre
antibiotique. Apres ensemencement avec la backééidier et incubation & 37°C on note les
concentrations pour lesquelles se produit une itiwbde la croissance.

FIC index (fractionnal inhibitory concentration)gI A/B + Cl B/A
CMI A CMI B

CIA/B = concentration inhibitrice de I'antibiotique en présence de B

CMI A = concentration inhibitrice de I'antibiotiqu& seul
*Criteres d'interprétation
L’association seraynergiquelorsque le FIC index est <0.5
L’association seaatagonistelorsque le FIC index est >2
L’association seadditive lorsque le FIC index est = 1
L’association seralifférente lorsque le FIC index est compris entre 1 et 2

11.9.5.2. Activité bactéricide :

La cinétique de I'effet antibactérien d’'une assticiaest réalisée en numérant a intervalles
réguliers les bactéries survivantes dans le tuhteoant I'association et dans les tubes contenant
chaque antibiotique isolé.

Un effet synergique est défini par une diminution d’au moins 2 loglOr papport a
I'antibiotique le plus actif.
Un effet antagonismeest défini par une augmentation d’au moins 2 logad rapport a

I'antibiotique le plus actif [49].
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Introduction

Le phosphore est un élément du groupe Va de Isigéroe période du tableau périodique. Il
présente un numéro atomique de 15, une masse atnidg 30,97g et la structure
électroniquel13]: 1§ 2 $, 2 P, 3 $, 3 P. Son électronégativité est de 2,15, ses états
d’oxydation les plus fréquents et les plus stabted 3,5 et 3 et ses oxydes sont a fort caracteres
acides. Il présente un vaste systeme de compogésigues ; quelgues unes de ses liaisons
chimiques sont citées dangdbleau IlI-1

Tableau lll-1 : Energies de quelques liaisons chimiques du phdspre

Liaisons P-H P-C P-O P=0 P-Cl P-P
Composés PHs P(CH)s - - PCk P,
E(Kcal/mole) 77 63 95 140 78 48

La structure électronique du phosphore est sentialdelle de I'azote mais il existe des
différences importantes en ce qui concerne leaisdins chimiques. Ainsi, contrairement a
I'azote, le phosphore peut avoir plus de quatiedizs covalentes, il ne forme pas de composés

non saturés stables ayant des doubles liaisonymu R, — P, avec I'oxygéne, I'azote ou le

carbone et il ne forme pas de composés hétéroagdig@romatiques stables analogues a la
pyridine. L e phosphore rentre dans la structuus d'aste systeme de composés chimiques dont
le role est important dans la nature et dont lgg8i@gions sont diverses dans les domaines de
I'industrie, des insecticides et des pesticidesemies molécules d’organophosphorés sont
utilisées, on cite entre autres, le tétraéthylpgogphate, I'acide éthylhydrogenophosphonique et
les trialkylphosphates a courtes chaines hydroog&ds) aussi dans le domaine de la médecine
nucléaire, les molécules de pyrophosphates, deppog$phates et de diphosphonates, marquées
par le technétium 99m, sont tres utilisées en igcaphie osseuse pour le diagnostic précoce des
lésions secondaires ou inflammatoires des os, Bt ¢ domaine de I'agro-alimentaire et
autres[43].
[11.1 La chimie des composés organophosphorés :

I11.1.2 Introduction historique :

La premiere préparation de I'échantillon relativetneure du phosphore est accomplie par
Henning Brand en 1669. Dans le processus le Braomhgerti I'argent en or. Il a obtient un
liquide blanc qui émet une lumiére par la distitlatd’'un grand volume d’urine. Brand a conclu
que ce liquide c’est le phosphore blanc, qui oxydpidement par l'air et dégradé en

phosphorescence.
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IT1.1.3 Les composés organophosphoreés :

La premiere étude de la synthése chimique des cedsparganophosphorés a été
commencée au début du 19eme siecle. La plupacateposés organophosphorés sont produits
a partir du phosphore élémentaire et celle-ci éstraue par la réduction électrothermique du
phosphate de calcium avec le coke en présencesileds selon la réaction suivante :

2Ca,(PO,), +690, +10C -~ P, +6CaSO, +10CO

Ce phosphore est converti au trichlorure phospherigar une réaction directe avec un
excés de chlorite ou le chlorure phosphoryl, POkt formé par le trichlorure phosphorique
exposeé a l'air. Le trichlorure phosphorique (B@t le chlorure phosphoryl (POg)Lsont utilisés
comme des matiéres premiéres pour préparer la indajis composés organophosphorés.

La chimie des composés organo phosphores esta@alans deux cas :

1)- Les réactions qui impliquent sur 'atome de g#twre contribuent a des réactions de la
synthese organiques. Le phosphore lie au groupans t& tableau périodique et forme deux
séries des composés. Dans la premiéere série l@plphiesest dans I'état d’'oxydation +3 et le
phosphore contient un doublet d’électron libregtdbue a la chimie et a la stéréochimie de ces
composes. Ce doublet d’électron libre permettre @mposés de phosphore (lIl) de subir une
attague nucléophile sur une grande gamme de compdse phosphore est un élément
relativement électropositif et peut aussi agir carm électrophile ; comme ses réactions sont
particulierement importantes pour les composés pgitmgues qui ont un nombre
d’oxydation+5.
2)- Les phosphores forment des bondes stablesumeegrande gamme d’éléments. lls forment
particulierement des bandes stables avec I'oxygaingi que les composés phosphorés tendent a
former comme ses bandes et dans la plupart desccampagnés par une oxydation. En plus de
ca les phosphores forment des bondes stables dyekcogene carbone, I'azote, fluore et le
chlore. Bien que les électrons de valence de ploospsont deux 3S et trois 3P électrons, les
orbitales vides du 3d sont relativement contribaignificativement dans plusieurs aspect de la
chimie phosphorique [44].

I11.1.4 Les phosphines et leurs dérivés :

Les phosphines et leurs dérivés sont parmi les oségorganiques du phosphore trivalent
les plus importants dans la chimie de synthesedgsiophosphordsableau I11-2)
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Tableau IlI-2 : Les phosphines et leurs dérivés

Formule chimique Nomenclature
HsP : Phosphine
RH,P : Monoalkylphosphine
RoHP : dialkylphosphine
RsP : Trialkylphosphine
[R2P]2(CHy), Bis (dialkylphosphino)-alcane ou
tétraalkylalkylenediphosphine

Le doublet d’électron libre sur 'atome de phosghofifre a ces molécules une potentialité
de réaction importante qui se manifeste par lectawra basique et nucléophile de ces produits. A
titre de comparaison, les phosphines sont plustopbiles que les amines correspondantes car
'atome de phosphore est plus électropositif qaedte. Ces caractéristiques permettent aux
phosphines de former des sels de phosphoniumgpation avec les acides protoniques ou les
halogénures d’alkyle (réaction 1.1 et 1.2) et desdpits d’addition par action des acides de
Lewis.

R,P:+HCl -~ RHP*CI~ (1.1)
R,P:+R,Cl - RRP'CI” (1.2)

Les phosphines s’oxydent facilement sous I'actienl’dxygéne et peuvent réagir aussi
suivant des mécanismes radicalaires et de sulbstitah tant qu’électrophile quand I'atome de
phosphore porte des substituants électronéga8is [4

I11.1.4.1 La réactivité des phosphines :

Les phosphines peuvent également réagir comme wi@gophiles, les quels sont plus
réactifs que les amines analogues, et peuvent fdeaesels, de phosphonium quaternaires, qui
sont le produit final ou un intermédiaire réactiehaomme il est représente ci-dessous [45]:

Réaction de Michaelis — Arbizov

R,P+R'X > R,PR,X"

R,POR' + R"X - R—

Schéma lll-1 :Méthodes d’obtention des phosphines par la réacin de Michaelis — Arbizov
Le phosphine réagit avec I'halogénure d’alkyl snivan mécanisme SNqui mene a une
inversion de la configuration au niveau du carbgrésque I'attaque a eu lieu du coté opposé au

nucléofuge comme il est représenté par la réastibrante :

a7



Chapitre 11l : Les organophosphorés

R
AN R4/,h. R‘l/]' =+ \
‘RQ;P: + RS;C-—-X o~ R2_! P""‘C"“"\‘RR; ) -

Schéma 11I-2 : L’'obtention des sels de phosphine

La vitesse de lattaque nucléophilie dépend de iglus facteurs tels que, leffet
électronique, l'effet stérique et I'effet du solvaPour les solutions, la vitesse de la réaction
augmente en présence des groupements donneurtdigesur le phosphore, et méme en
présence des groupements donneurs d’électrons w@ur[46].

En plus de I'effet strique et électronique, le swoltvyjoue aussi un rble trés important dans la
réactivité des phosphines. Ainsi, Maccarone ettd] pnt étudié I'effet du solvant sur la vitesse
de la réaction entre chlorure de benzyl et triphphgsphine dans 18 solvants.

Il a été montré que la contribution majeur de efflu solvant sur la réactivité est due a la
constante diélectrique du solvant.

La vitesse de la réaction augmente avec la comsthgéliectrique et cela du a la stabilisation
du complexe activé par le solvant.

Les composés du phosphore trivalent réagissenémaent pour donner une série d’autres

dérivés présentés dans le schéma (N°2) :

I I
- s
Cl — ,P— Ci [ @ — P-— Ci "_3_3_(3(:_22- 20 — P —OFR
! | i
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Schéma 111-3: schéma qui présente les différents chemins dendlgése des phosphines

48



Chapitre 11l : Les organophosphorés

I11.1.4.2 Les réactions des ions phosphonium :

Les sels de phosphonium donnent lieu a un grandrede réactions [48].

SN, Sur le carbone

>~ R3;P + XCH,CH.R'

B8
Elimination E>

Rs;P + CH>=CHR + BH

X
A
R.PCH,CH,R °
OH" ”
» R,PCH=CH,R + RH

Substitution sur
le phosphore

B +
L = R;PCH,CHLR + BH
Formation d'un yilure

Schéma 1ll-4 : Les différentes réactions des sels phosphonium
La décomposition thermique des hydroxydes de plwspm constitue I'exemple le mieux

connu des réactions nucléophiles des sels de pboisph s’effectuant sur I'atome de phosphore

lui-méme. R, P,OH" A , RP=0+RH

Cette réaction est du troisiéme ordre (premiereneairion phosphonium, et deuxieme ordre
en ion hydroxyde), ce qui implique I'interventioe deux ionsOH ~dans I'étape cinétiquement
déterminante.

De plus, la configuration de I'atome de phosphoseé iaversée comme le montre la
séquence de réaction ci-dessous, dans la queltedeit initial, I'éthyl méthyl phenyl phosphine
est optiquement actif.

On est alors conduit a admettre le mécanisme stuivan

R R
+ i rapide AN
R3PCH,CgHs + OH > HO—— p——CH,CgHs
R
/ AN yd lent )

CH + HT—O—— P~——CHyCgHs > RyP=0 + CH,CgHs
! A
R |

’lrapide
CgHsCHs

Schéma 11I-5 :Mécanisme d’obtention des oxydes de phosphine
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La configuration de I'atome de phosphore n'a auctmison de changer au cours des

réactions d’oxydation et d’alkylation.

HaC

A | HsC
HaCHoClite- P4 MOy A
> HaCH,Cline P =0
CBHS CGHS
{+)
(+)
CeHsCH, |
HiC, T
+ ; C
H3CH2C“H"'P"_CH2C6H5, f- OH - O_P, H3
CaHs B {"@Hﬁ% + CHyCH,

CeHs

(+)
)
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IV.1. La synthese organique
IV.1.1. Synthése des composés®

Il faut d’abord préparer l'iodure d’'éthyl triphénghosphoniung a partir d’'un réactif de
départ qui est le triphényl phosphihieette étape passe par I'attaque nucléophylique du
phosphore sur le site électrophile et le départ o d'iode.

La synthése de cet oxyde passe par un intermédjaiirest un hydroxy phosphine. Ce
dernier résulte en présence de I'hydoxyde de sodieun de 20 a 40%.

L’hydroxy d’éthyle triphényle phosphonium se décasg thermiquement pour nous
donner I'oxyde d’éthyl diphényl phosphife

Le mécanisme de la synthése de type SN2 est repéésaion l€schémalV-1) suivant:

@F,D o 2 ?{mu ﬂOHH EEO
5o/ 08 <

Schéma 1V.1: Mécanisme de la réaction de synthese d'iodureéthyl triphenyl
phosphonium et son oxyde
Nous avons synthétisé ces dérivés de triphénylptioss selon la procédure de L. SEKHRI,
N.J.Laurence [53], et B.H KAGAN, M. TAHAR [54]. Qetderniere est convenable pour la
synthese des oxydes de phosphine, dont le carbedaicgmplacement suit I'ordre suivant :
Alkyl benzyle > phényle 2-phényle éthyle > éthylées plus grand alkyl.
Le sel de phosphine et son oxyde obtenu ont étistallisés dans 'acétate d’éthyle.

Les propriétés physiques de ses dérivés et leurdengents sont rassemblées dans le

(tableau IV-1).
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Tableau 1V-1: le rendement de synthese et point de fusion desroposés 69

composé structure T | Rd (%) Nom
< P triphenyl phosphine
5 3 81 -
iodure d’éthyltriphenyl

6 - 155 70 hosphonium
s | L7 phosp

@@ 102 55 oxyde d’éthyl diphényl
9 |F|>\/ phosphine

o}

Toutes les données spectroscopiques RMN du pradttid & phosphore 31 et infrarouge
sont en accord avec les structures des dérivébétigds.

Les (tableaux IV-2 et IV-3) récapitulent les déplacements chimiques des différ
hydrogenes et phosphore de ces composés.

Le (tableau I1V-4) collecte les bandes caractéristiques d'absorptianfrarouge des liaisons
des composés 9 .
RMN 'H: Tableau IV-2: déplacements chimiques des différents protons desmposés6 ,9

Composé| JH multiplicité |intégration |Nombre | Interprétation
(Ppm) d'H
6 1.3 dt 3 3 CH
3.6 dq 2 2 CH
7.6-7.9| m 1 15 Ar-H
9 1.2 dt 3 3 CH
2.2 dq 2 2 ChHl
7.4 t 3 4 Ar-Hméta
7.7 m 2 6 Ar-Hortho et
para
5 7.25 m 1 15 Ar-H
1.45 S 1 - Ar-P
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RMN %P
Tableau 1V-3 : déplacements chimiques des différents phosphoressicomposés RMN'P 6
9
Composé Jp (ppm) multiplicité Nombre Interprétation
d'atome de P
6 25.83 dd 1
9 34.2 dd 1
5 -5.44 dd 1
IR
Tableau 1V-4: bandes d'absorption IR des liaisons des composés®%
Composé ABSORPTION cri* bonde de vibration
5 1581 C=C arom
6 1585 C=C arom
1114.7 P-C aliph
9 1583 C=C arom
1178 P=0

Techniques d'analyss :
IR : la spectroscopie infrarouge est une méthode aerditation de la structure, qui
renseigne sur I'absorption des radiations infraesygar la molécule. Cette technique fournit
des informations sur les groupements fonctionnelganolécule
RMN : *H, *'P : la spectroscopie de résonance magnétique macksIN est la plus
performante technique spectroscopique courantst I@'@remiere méthode utilisée par les
chimistes organiciens pour déterminer les strustdes molécules. Cette méthode conduit a
avoir une idée sur I'enchainement carbone-hydrogé¥sentent dans la molécule et le
nombre et la disposition de fluore et phosphoresda molécule.
Remarque :tous les enregistrements des spectres des congm#edonnés a I'annexe.
IV.1.1.1 Analyse spectrale des compos6, 9,5:
Al IR:
- La bande d'absorption qui apparait pratiquemdriti®.7 cn', c'est I'absorption de la
liaisonC-P aliphatique tandis que le compdsgae présente pas cette bande d'absorption
- Tous les spectres IR des compdsés 9 apparaissent la bande d'absorption de la liaison

C=C du noyau aromatique dans la région H880-1590 crit).
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- la disparition de la bande d'absorptidrid4.7cnt et I'apparition d'une nouvelle bande a
1178cni* dans le spectre du comp@éonfirme la présence de la liaisBrO.

B/RMN 'H et RMN *'P :

- la paires de doublet de triplet et doublet dedgipéet al1.2- 2.2 ppmsont attribuées aux
protons des Chlet CH respectivement dans le spectre RKNdu compos®, tandis que le
spectre du composg ne présente que le déplacement chimique des ¢pgnes aromatiques a
7.25ppm sous forme d’'un multiplet et le pic du phosphofde4b ppmqui couple avec
I'hydrogéne. Donc, a partir de ces deux résultatsonclue que le phosphore est substitué avec
le groupementEH,-CH3 .Aussi que, le spectre RMN 1H du comp6sgui présente deux pics,
un doublet de triplet et un doublet de quadripl&t3x— 3.6 ppmcorrespondent respectivement
aux protons Ckl CH,.

- intégralité des pics aux trois spectres RMN nous aide & déterminer le nombre de proton
dans chaque pic (le compddé 10 protons aromatiques et les compéséont 15 protons
aromatiques)

- le spectre RMN'P nous montre un seul type de phosphore sous fdumeld 425.83 ppm
pour le composé, le composé de dépdmontre undd a-5.44 ppmet le composé présente
undd a34.2 ppm
Donc, toutes les données précédentes concordenabée les seules structures des comp®sés
eto.

IV.1.2. La synthése des composés I0:

L'obtention de chlorure de butyl triphenyl phospinm 7 a été effectuée par une réaction de
substitution nucléophylique type 2 qui a été fagale chlorobutane par le chauffage a reflux
avec le composg.

La prochaine étape nécessite la présence d'hydealgdodium pour la préparation d'un
intermédiaire instable qui se transforme par urraé@ement interne et la formation du composé

10 comme il est montré dans kchéema IV- 2)
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i eney LT
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Schéma 1V-2: Mécanisme de synthése des composedd

Le (tableau 1V-5) suivant rassemble les résultats des rendemeptsrgtde fusion des
composeég, 10

Tableau IV-5: le rendement de synthese et point de fusion desrsposés 710

composé structure T Rd (%) Nom

chlorure de
butyl triphenyl
@ 156 74 phosphonium

P,

@ oxyde butyle
10 @ 52 diphényl

E\/\/ 58 phosphine

RMN *H: le (tableau IV-6) regroupe le déplacement chimique des différert®ops
d'oxyde butyle diphényle phosphirid
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Tableau IV-6: déplacements chimiques des différents protons du @posé 10RMN *H

Composé| o+ multiplicité |intégration |[Nombre | Interprétation
(ppm) d'H
0.7 t 3 3 CH
1.2 sex 2 2 CHCHs
14 2 2 CH-CH>-CH;
10 2.1 m 2 2 P-Chi

7.1 t 2 4 Ar-Hméta
7.29 t 1 2 Ar-Hpara
7.55 d 2 4 Ar-Horth

IR: le (tableau 1V-7) regroupe les différentes bandes d'absorptionfiaissns des

composeg et10
Tableau 1V-7 : bandes d'absorption IR des composéset10

Composé ABSORPTION cmi* bonde de
vibration
1113 C-P
L 1585,4 C =C arom
1178 P=0
10 1120,6 C-P
1591 C =C arom
RMN %P
Tableau IV-8 : déplacements chimiques des différents phosphores damposés1®RMN
31P
Composé or (ppm) multiplicit¢ | Nombre Interprétation
d'atome de P
10 32.87 ddd 1 P
IV.1.2.1 Analyse spectrale des composé®710:
Al IR:

Sur le spectre IR apparaissent les bandes d’alimomnié la liaisorC — P aliphatique a
1113 cm' et la liaison de valence de la liaisBr= C d’'un systéme aromatique.
L’ensemble de ces bandes confirme la présencerdiyau benzénique et I'apparition

d’'une nouvelle liaisol€ — Pdans le composé
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De la méme facon, le compog8 présente I'apparition d’'une nouvelle band&1a8
cm® avec la bande d&120 cm' qui sont correspond & I'absorption des liaisBrs O, C — P
respectivement.

Aussi, le spectre d’absorption du compd§& une bande d’absorption1891 cnt
caractéristique de la liaisdh = C du cycle aromatique. Sans oublier les bandez966 a 2985
cm* qui correspondent aux vibrations d’élongation dealiphatique de compogé

B/ RMN'Het*'P
RMN 3'P : I'apparition d’'un signal ddd & = 32.87ppm(P, J43-34Hz) signifie la présence
d’'un seul type de phosphore ce qui est en accaree las analyses du spectre IR du composé
10.
Le signaldd a-0,5 ppm caractéristique d’'un seul type de phosphore quieeghosphore
du triphenyl phosphine comme imputé dans notre csd@ple synthése.
RMN *H

Le multiplet a6 =7,3 ppm normalement correspond aux déplacements chimigess d
protons du cycle aromatique dans le compgh3éui al0 protons de ce type. L'intégral du pic
nous donnd.0 protons ce qui va expliquer par la confirmatianicturale de notre produit.

Donc, I'ensemble de ces données appuyees par dellspectre de triphényl phosphine
le composé de dépdston a permis de conclure sans ambiguité que latsteides composés
et 10 sont concordés aux données précédentes.

IV.1.3. la synthése du composé 3
La préparation de 'iodure de méthyl tris (pentaflbphenyl) phosphoniurd se fait
a partir d’'un réactif de départ qui est le trisnfaéluorophenyl) phosphing
Le mécanisme de la synthese est représenté sedohdend suivant :

FAE FNF
i F FF@F Y CHCL, 5 F g FF i - _
FQ—p Nl A REFLUX F@P_CHS’I
b . " F
FNZF F¥EF

F

Schéma 1V-3 Mécanisme de synthése du composé 3
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Le (tableau 1V-9) suivant rassemble les résultats des rendemeptsretde fusion des
composéq, 3

Tableau 1V-9: le rendement de synthese et point de fusion desnoposés 13

compo structure T (& | Rd Nom
sé (%)
FAGE tris (pentafluorophenyl)
1 g FFQF phosphine
" Fﬁj 116 | -
FYYF
FAGE iodure de méthyl tris
3 g FFE;F (pentafluorophenyl)
F@PLCH? : phosphonium
" ENF 114 | 83
F F

RMN *H: le (tableau 1V-10) regroupe le déplacement chimique des différertops
d'iodure de méthyle tris (pentafluorophenyl) phaspbm 3.
Tableau 1V-10: déplacements chimiques des différents protons dwimposé3 par RMN

H
Composé| multiplicité | Nombre | Interprétation
(ppm) d'atome
de H
3 1.05 S 3 P-CHl

IR: le (tableau 1V-11) regroupe les différentes bandes d'absorptionsideipales liaisons

du compos@get 1
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Tableau 1V-11: bandes d'absorption IR des composéket 3

Composé ABSORPTION cm* bonde de vibration
1644 Cc=C
1 1092.48 C-F
1094 C-F
1375 CHs
2 1250 C-P
1625 c=C

RMN *'P: le (tableau 1V-12) regroupe le déplacement chimique des différentshores de
I'lodure de méthyl tris (pentafluorophenyl) phospiom 3.
Tableau 1V-12 : déplacement chimique des différents phosphores desmposés dar
RMN 3P

Composé o p (ppm) multiplicité Nombre Interprétation
d'atome de P
3 -74.35 dddd 1 P

RMN F: le (tableau 1V-13) regroupe le déplacement chimique des différemssyle
fluore dans liodure de méthyl tris (pentafluorepil) phosphoniun3.
Tableau 1V-13.déplacement chimique des différents types de fluo@du composé 3par
RMN *F

Composé o r (ppm) multiplicité Nombre Interprétation

d'atome de F

3 -160 m 6 6F ala
position ortho

-147 m 6 6F ala
position méta

-130 m 3 3Fala

position para

IV.1.3.1Analyse spectrale de compos8 :

A/ IR : sur le spectre IR du compo3@pparaissent les bandes d'absorption suivants :

- a1094 cni‘caracteristique de la liais@@F d'aryle (le composg a cette bande)

- 41250 cm'corespondant & I'absorption de la liai€># aliphatique (le composEn‘a pas
cette bande)

- a1375 cni caractéristique du groupeme®iti; (le composé. n'a pas cette bande)
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B/ RMN H P et™F
RMN 3P : l'apparait d'un seul type de picda -74.35 ppm(dddd, JB4Hz) signifie la
présence d'un seul type de phosphore ce gu'ilroomfbien la position du phosphore dans le
COMpPOSES.
RMN *H : le spectre du proton de compo3énontre un seul type de protod=1.05ppm
correspond aux protons méthylique.
RMN °F:d'aprés le spectre on observe bien la présenceideype de fluore aux signaux
multiplets suivants:
6=-16Q 6= -147et6=-130 ppms'intégrant chacun po6r 6 et3 fluores correspondants
successivement aux fluore en position ortho, migtea par rapport a I'atome du phosphore.
Toutes les données spectroscopiques du conBoaisienues par IR, RMRH, *°Fet>!p
sont en accord avec la structure du com@osé
IV.1.4. la synthése du composé:2
L'obtention du sel d'iodure de méthyl bis (pemntafbphényle) phenylphosphonil2ra été
effectuée par une autre réaction de substituti@éophylique qui a été faite avec I'iodométhane
par le chauffage a reflux avec le composé Bistgikrorophényle) phenyl phosphide

Le mécanisme de la synthese est représenté sedohdenal suivant:

F F
CHCl F F
i i +CH /_'/4 *
. Pt REFLUX F P—~CH,, |
F
F

F

Y

FYYF F

Schéma 1V-4 Mécanisme de synthése du composé 2
Le (tableau 1V-14) suivant rassemble les résultats des rendemeptsrgtde fusion des

composég, 4

63



Partie 01 :

Résultats et discussions

Tableau 1V-14: le rendement de synthése et point de fusion degrnoposeés 24

composé| structure T Rd (%) Nom
Bis
4 F]f‘:’L (pentafluorophényl)
F T phenyl phosphine
F
Fji]:f 138 -
FYYF
iodure de méthyl
F :
2 F:@L bis
* CH, I ;
F 1 ’ (pentafluorophényl)
F
F F 130 85 phenylphosphonium
FYYF

RMN *H: le (tableau IV-15) regroupe le déplacement chimique des différertops
d'iodure de méthyl bis (pentaflurophényl) phenykgtonium?2

Tableau 1V-15: déplacements chimiques des différents protons dztomposé 2par RMN *H

Composé | d 4 multiplicité | intégration | Nombre | Interprétation
(ppm) d'atome
de H
1.35 d 3 3 -CH
7.4 m 2 3 Ar-Hortho et
z para
7.9 t 1 2 Ar-Hméta

IR: le (tableau 1V-16) regroupe les différentes bandes d'absorptionfiaiesns des
composeg et2

Tableau IV-16 : bandes d'absorption IR des composésé& 4

Composé ABSORPTION cm* bonde de
vibration

1150 C-F
, 2970 C-H aliph

- 1225 C-P
1472 C=C arom

1150 C-F

4 1565 C=C
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RMN 3!P: le (tableau IV-17) regroupe le déplacement chimique des différentsyiores
d'iodure de méthyl bis (pentaflurophényl) phenykgtooniun.
Tableau 1V-17 : déplacement chimique de phosphore du composéar RMN 3P

Composé op (ppm) multiplicité Nombre Interprétation
d'atome de P
2 -34.78 dd 1 1P

IV.1.4.1 Analyse spectrale du composé 2
A/ IR : le spectre IR de ce composé montre :
> une bande d'absorption de la liaigoi 41225 cni'(le composél ne posséde pas cette
bande), des doubles liaisons d'un systéme aroneafig@5a 1585 cm')
a 1150 cmt* une bande caractéristique de I'absorption deisohC-F
B/ RMN 'H et®'pP
RMN 3*'P : la présence d'un seul pic intensi=&34.78 ppm(P, dd, J=42, J=47Hz) montre
I'existence d'un seul type de phosphore dans |@posé2
RMN *H :
* trois protons résonantéa 1.35ppm sous forme un doublet couplet avec le phosphore
voisin, d'une constante de couplage28 Hzcaracteéristique d'un groupe de méthylé4sC
* deux types de protons aromatiques s'étalent sterlialle 7.4a7.9 ppm), 'un multiplet
apparait @.4 et I'autre triple?.9ppms'intégrant chacun po@r-1 successivement. Ce sont les
protons en positionrtho, para et méta.
Toutes ces données d'IR et RV 3'P consistantes avec la structure du comgosé
IV.1.5. la synthése du composé 8
L'obtention du sel fluorure de fluoro tris (4dhophényle) phosphoniu® a
ete effectuée par une autre réaction de substitatizgléophylique qui a été faite avec du gaz de
fluore par le chauffage a reflux avec le compasé4-fluorophenyl) phosphine
Le mécanisme de la synthése est représenté sedohdma IV-5suivant:

P F—F — P~ ¢
‘ij REFLUX @ '
F

Schéma 1V-5 Mécanisme de synthése du composé 8
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Le tableau IV-18 suivant rassemble les résultats des rendemeptsrgtde fusion du compo&

Tableau 1V-18: le rendement de synthése et point de fusion desmposés 8

composeé| structure Tt (&) Rd (%) | Nom
F
2
8 1 fluorure de fluoro
% FE 120, 69 | tris(4-

fluorophényle)

phosphonium

P\OH OH”

QO

F

RMN *H: le tableau IV-19 collecte le déplacement chimique des différentsqms de

fluorure de fluoro tris(4-fluorophényle) phosphomi@

Tableau 1V-19: déplacements chimiques des différents protons dzromposé &ar RMN H

Composé | d 4 multiplicité |intégration |Nombre | Interprétation
(ppm) d'atome
de H
7.4 m 3 6 H-1
8 7.5 m 3 6 H-2

IR: le (tableau 1V-20) regroupe les différentes bandes d'absorptionsideipales liaisons
du compos@&

Tableau 1V-20: bandes d'absorption IR du compos&

Composé ABSORPTION cmi* bonde de
vibration
1125 C-F
8 1470-1590 c=C
1200-1300 P-F

RMN °'P: le (tableau 1V-21) regroupe le déplacement chimique des différentspthores de
fluorure de fluoro tris (4-fluorophényle) phosphaomi8.
Tableau IV-21 : déplacement chimique des différents phosphores domposé 8par RMN 3P

o p (ppm)
8 -35.86 S 1 P

Composé multiplicité Nombre d'atome de P | Interprétation
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RMN °F: le (tableau IV-22) rassemble le déplacement chimique des différgptstde
fluore dans fluorure de fluoro tris (4-pentafluohényl) phosphoniurg .
Tableau IV-22 :déplacement chimique des différents types de fluodu composé ar

RMN *F
Composé o r (ppm) multiplicité Nombre Interprétation
d'atome de F
-155 ddd 3 3F para
8 -143 d 1 P-F
-75 d 1 P-F,F
-40 d 1 P-EF

IV.1.5.1 Analyse spectrale du composé : 8
A/ IR : le spectre IR apparaisse les bandes d'absorptigrogpemen€-F 41125 cm' et
d'un systeme aromatiq@=C (1470 -1590cm-L
B/ RMN'H, *'P et™F

RMN *'P:
> le pic unique intensedr -35.86 ppmindique I'existence d'un seul type de phosphore

RMN *H : Il existe trois types de proton :

Deux types de proton aromatique différencié parsleléplacements chimiquess=7.4ppm
apparaissent les protons en position orthoéet/aSppmapparaissent les protons en position
méta.

RMN °F : le spectre RMN19F présente quatre signaéx al55ppm(F para, ddd)p= -
143ppm( P-E , d),6= -75ppm(P-F E , d) et &= -40ppm (PE,E, d)

Toutes ces donnés spectrales correlent avec wgewdu composd

IV.1.6. la synthése des composés_ét113:

Il faut d’abord préparer l'ester d'éthyl salicylafiea partir d’'un réactif de départ qui est
I'acide salicylique. Cette étape passe par un¢iodatestérification en présence de I'éthanol
dans un milieu acide pour la facilitation de déplune molécule d'eau apres l'attaque
nucléophilique de groupement hydroxyle de I'éthaoolle site électrophile du carbonyle de
l'acide salicylique et la formation de I'ester éhlicylate

La synthése combinatoire de cet edtbavec I'acide 6-aminopenicillaniqd pour la
préparation du compods3 a été préparee selon les méthodes de synthepérmieslines semi-
synthétiques du groupe SAIDAL [49]. Cette synthesiebasée sur le choix de I'agent d'acylation

pour crier la liaison amidique aussi les méthodeséparations.
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Le suivi de la composition de la réaction étaitlpaCCM .Ce type de chromatographie est
basée sur I'adsorption sélective des composésesusalides offrant une grande surface.
Le mécanisme de la synthése est représenté sdkrshima IV-6)suivant :

—
Q.o
0

dOH
OH

H,S0O,A OH + HO

+ /\OH e

méthyl salicylate

Schéma V-6 Mécanisme de synthése des composéset 113
Le (tableau 1V-23) suivant rassemble les résultats des rendememsigntieese des composEl
13

Tableau 1V-23: le rendement de synthese des composés 13

composeé structure Rd (%) Nom
OH
11
>3O 64 sthyle salicylat
| éthyle salicylate
O \/ y 4
OH Acide 6- (o-
13 @(NH S hydroxybenzamido
o j;,\'l/ penicillanique
© 47
O~ ~OH

Remarqgue :le spectre IR du compod8 est superposeé sur le spectre IR du composé 6-APA

12 donc la combinaison ne se faite fiableau 1V-25). Aussi, la bande d’absorption de la
fonction amide extra cyclique n'apparait pas dansplectre IR du compodd « 1710 crit »

(voir chapitre 1)
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IR: le (tableau IV-24) regroupe les différentes bandes d'absorptionsideipales liaisons

du composéd 2

Tableau IV-24: bandes d'absorption IR du composé _18tandard

Composé ABSORPTION cmi* bande de vibration
1635 [1650-1580] -NH
12 3341.02 [3000-3500] -OH Acide
1773 [1900 -1600] -C=0 lactame

Tableau IV-25: principales bandes d'absorption IR du composé_13

composé ABSORPTION crit Bande de vibration
1610 -NH
1765 -C=0 lactame
13 3100 -OH Acide

RMN *H: le (tableau IV-26) regroupe le déplacement chimique des différemitops de
I'ester salicylate d'éthylEl

Tableau 1V-26 : déplacements chimiques des différents protons dwmposéllpar RMN

H
Composé| 6 multiplicité | intégration | Nombre | Interprétation
(ppm) d'atome
de H

1.3 t 3 3 CH-CHs
4.3 q 2 2 -O-CH

11 6.7 t 1 1 _H4 arom
6.8 d 1 1 _H5arom
7.3 t 1 1 _H3arom
7.5 d 1 1 _H2 arom
10.8 S 1 1 -OH
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RMN *3C: le (tableau IV-27) regroupe le déplacement chimique des différemtsoca’*C
de l'ester salicylate d'éthyld.

Tableau 1V-27 : déplacements chimiques des différents carbones domposéllpar

RMN
6c ppm | 8c ppm intégration nombre interpretation
composél mésuré | calculé de C
14.16 - d 1 ChHCHs
61.35 - d 1 O-El;
11 112.6 115.9 d 1 C-5 arom
117.47 117.9 q 1 C-1 arom
119.05 120.09 d 1 C-3 arom
129.2 131.1 d 1 C-2 arom
135.47 134.6 d 1 C-4 arom
161.68 156.4 q 1 C-6 arom
170.2 - S 1 C=0 ester

IV.1.6.1. Analyse spectrale du composé_11
Al RMN 'H et **C

RMN *H : les déplacements chimiques des protons aromatguraspport au TMS, on a le

doublet du proton 2 est le plus déblindé a caudiefiet d’anisotropie du carbonyle. Ce dernier
proton apparait &= 7.5ppm.les deux triplets &= 6.7 ppmeté= 7.3 ppm sont relatifs aux

protons 4 ,3 respectivement .le déblindage du prétpar rapport 3 est du de I'effet mésomere

du carbonyle qui diminue la charge électroniquecsyproton.

RMN *3C : pour corréler les déplacements chimiques des nagymn a comparé entre les

deux valeurs de déplacement mesuré et calculé aethiere est calculée par les tableaux des

systemes d’'incrément pour évaluer ces déplacerdestsarbones du benzene substitué

Analyse de la plaque CCM ia plagque nous montre qu'il y a une seul tache €Rgm 0.51de

I'ester salycylate de méthylel qui est different duRs de I'acide salicyliqud.4. Donc, on

conclure que cet ester est pure et n'est pas uangeélavec des produits secondaires.
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Figure 1V-1 : Chromatogramme CCM d’identification de la pureté del'ester
11(révélation a 'uv).
D’apres toutes ces méthodes d’analyse, on dédeitegproduitll est I'ester salicylate
d’éthyle.
IV.2.Résultats des Tests bactériologiques

IV.2.1. Test préliminaire
Souche de test Sporulation de Lg Sporulation avec DMSO

souche sans

DMSO
Escherichia coliE + +
Staphylococcus aureys + +
ST
Pseudomonas + +
aeruginos@®

+ : signifie que les bactéries sporulentsignifie qu’il n’y a aucune sporulation visible.

Boite de petri
présente une
culture

Boite de petri
ne présente
aucune une

culture

Figure 1V-2 : comparaison entre deux boites I'une présente une spulation et I'autre
non sporuler
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D’aprés ces résultats satisfaisants du test prédiima, on peut utiliser le DMSO comme
solvant de nos composés de test.
IV.2.2. Résultats de la détermination des CMI de chaque sobe par la méthode des
dilutions en milieu solide :
Cette méthode est décrite dans la partie une dbaggtre et les résultats sont accumulés
dans les tableaux suivants.
La figurelV-4 I'une des figures qui montre la boite exacte quusidonne la valeur de CMI
du composeé.
IV.2.2.1. CMI de la souche de staphylococcus aureus
A/ La souche de controle ATCC 25923 :
Tableau 1V-28 : la sensibilité de staphylococcus aureus de codle aux composés

organophosphoriques
Dilution
pg/ml 1 15| 2 2.5 3 35| 4 8 CMI | Catégorie
composé pa/mi de la
souche
oxacilline + |+ + - - - - - 2.5 S
Pénicilline G| - - - - - - - - <1 S
7 + + + + + + + + >8 R
9 + | + + - - - - - 2.5 S
6 + + + + + + + + >8 R
10 + | + + + + + + + >8 R
3 + + + + + - - - 35 S
2 + + + + + + + - 8 R
8 + |+ | - - - - - - 2 S
5 + | + + + + + - - 4 I

S: la souche est sensible a ce compBséla souche est résistante a ce composé, | ulehsoest intermédiaire

a ce composé; : signifie que les bactéries sporulentsignifie qu’il n’y a aucune sporulation visible.
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B /la souche de test staphylococcus aureus ST

Tableau IV-29: la sensibilité de staphylococcus aureus ST de tesix composes

organophosphoriques
Dilution
pg/ml 115 2 2.5 3 35| 4 8 CMI | Catégorie
pg/ml de la

composeé souche
Oxacilline + + + + + + + - 8 R
PeénicillineG | + | + + + + + + + >8 R

7 + + + + + + + + >8 R

9 + + + + + - - - 35 S

6 + + + + + + + + >8 R

L) + + + + + + + + >8 R

3 + + + + + + - - 4 I

2 + + + + + + + + >8 R

8 + + + + + - - - 35 S

5 + + + + + + + + >8 R

Apres la comparaison des valeurs de CMI des comspgE les CMI critiques, on conclue
gue notre souch8T de test est
» sensibleaux composeés
- 9 (oxyde d’'éthyl diphényphosphine) et une CM85ug/ml
- 8 (sel de florure de floryl tris (4-flurophényle) ahonium) et une CMB:5ug/ml

» intermédiaire au composé3 (iodure de méthyl tris (pentaflurophenyl)

phosphoniumgt une CMI=4 ug/ml

Figure 1V-3 :L’antibiogramme des composeés 310 2 (souche ST)

73



Partie 01 : Résultats et discussions

Test de synergie et le diametre d’inhibition de Iaouche de staphylococcus aureus :

L’antibiogramme consiste a chercher la sensibil@é souches vis- a —vis des
antibiotiques.les mesures des zones d’inhibitieagplus élevés des composés qui présentent une
sensibilité au stapylococcus aureus sont figurédsialeauB

Tableau IV-30: le résultat de I'antibiogramme de la souche STtda zone d’inhibition des

composés 38,9

Dilution pug/ml Diametre d’inhibition
Composé ou combinaison (mm)
9(3.5pug/ml) 23
Pénicilline G+9(3.5pg/ml v/v) 11
8(3.5pug/ml) 20
Pénicilline G+8(3.5ug/ml v/v) 26
3(4pg/ml) 18
Pénicilline G+3(4pg/ml v/v) 22

D’apreés les résultats du tableau on voit que lepmsé3 iodure de méthyl tris
(pentaflurophenyl) phosphonium&florure de floryl tris (4-flurophényle) phosphoniuwnt
donné un effesynergiqueavec la pénicilline G, tandis que le composé Riine G a un effet
antagonismeavec le composg|'oxyde d’éthyle diphényl@hosphine.

VI.2.2.2. CMI de la souche de pseudomenas aerugi@os

A/ La souche de controle ATCC 27853
Tableau 1V-31: la sensibilité de pseudomonas aeruginosa de codle aux composés

organophosphoriques

Dilution
pg/mi 32| 64| 80 | 96 112 | 128 | 160 | CMI | Catégorie
composeé pg/ml de la
souche
ticarcilline + - - - - - - 64 S

7 + | + + + + + - 160 R

2 + + + + + + + >160 R

6 + | + + + + - - 128 |

10 + | + + + - - - 112 S

3 + | + + + + + + | »160 R

2 + | + + - - - - 96 I

§ + + + + + + + >160 R

5 + | + + + + + + | 3160
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C=112ug/ml

C=CMI=128ua/m

C=96pg/ml C=80ug/ml

C : signifie la concentration du compd@éans le DMSO
Figure IV-4 : Détermination CMI du composé_6 par la méthode de dilution en milieu
solide pour la souche pseudomonas aeruginosa ATCZ53

B /la souche de pseudomona aeruginosa P :
Tableau 1V-32: la sensibilité de pseudomona aeruginosa de testd&ix composés

organophosphoriques
Dilution 32| 64| 80 96 112 128 160
pg/ml CMI | Catégorie
composé pg/mi de la
souche
ticarcilline + + + + + - - 128 R

Z + + + + + + + >160 R

g + + + + + + + >160 R

6 + + + + + + - 160 R

10 + |+ + + + - - 128 R

3 + + + + + + + >160 R

2 + + + + + + + >160 R

§ + + + + + + + >160 R

5 + + + + + + + >160 R

Apres la comparaison des valeurs de CMI déterndeésomposeés avec les CMI critiques,
on conclue que notre souchale test est
» résistanteaux composés
- 6 (oxyde d’éthyl diphényphosphine) et une CMESQug/ml
- 10 (sel de florure de floryl tris (4-flurophényle) pmhonium) et une CMIE28ug/ml
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Test de synergie et le diametre d’inhibition de Iaouche de pseudomonas aeruginosa P :

Tableau 1V-33: les résultats de I'antibiogramme de la souche R & zone d’inhibition des

composés 610

Dilution pug/ml Diametre d’inhibition
Composé ou combinaison (mm)
6(160ug/ml) 12
Pénicilline G+6(160ug/ml v/v) 13
1C(128ug/ml) 08
Pénicilline G+10(128ug/ml v/v) 10

La comparaison de ces résultats du tablgaB3 avec le tableatO de 'annexe ne change rien
dans la sensibilité se cette souche aux com@®sé$0. Donc, la pseudomondsestrésistante

a tous nos composés organophosphorés et n'acagpia affetsynergiqueavec la pénicilline
G.

6 +péni G

10+Péni G

Figure IV-5 : L’antibiogramme de I'association des composés &0avec la pénicilline G
(souche P)
IV.2.2.3. CMI de la souche d’Escherichia coli E :
A/ La souche de contréle ATCC 25922
Tableau 1V-34: la sensibilité de la souche de contr6le Escheriighcoli ATCC 25922 aux

composés organophosphoriques

Dilution pg/ml 4| 8| 16| 32 64 CMI Catégorie de
composeé pg/mi la souche
Amoxicilline - - - - - <8 S
7 + [ + | - - - 16 R
9 + |+ + - - 32 R
6 - - - - - <4 S
10 + | - - - - 8 S
3 + |+ - - - 16 R
2 + - - - 16 R
8 + + + >64 R
5 + + + + >64 R
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B / La souche de test d’escherichia coli E:
Tableau 1V-35: la sensibilité d’Escherichia coli de test E augkomposés

organophosphoriques

Dilution 4 8 16 32 64
pg/mi CMI | Catégorie
composé pg/mi de la
souche

Amoxicilline | + - - - - 8 S

7 + | + ] - - - 16 R

9 + | + + + - 64 R

6 + - - - - 8 S

10 + + + + + >64 R

3 + |+ |+ - - 32 R

2 + | + + + + 564 R

8 + + + + + >64 R

5 + | + + + + 64 R

Apres la comparaison des valeurs de CMI des comspgE les CMI critiques, on conclue
gue notre souchieé de test est
» sensibleau composé
- 6 (oxyde d’'éthyl diphényphosphine) et une CM8gg/ml
» résistanteaux composés
- 7,93 et une CMI46 -64-321g/ml

- 85,10et une CM¥64

Test de synergie et le diametre d’inhibition de Iaouche d’Escherichia coli de test E :

Tableau 1V-36: les résultats de I'antibiogramme de la souche &t la zone d’inhibition
des composés,&, 9,3

Dilution pug/ml Diametre d’inhibition
Composé ou combinaison (mm)
6(8ug/ml) 20
Pénicilline G+6(8p.g/ml v/v) 22
7(16p1g/ml) 09
Pénicilline G+7(16ug/ml v/v) 12
9(64ug/ml) 11
Pénicilline G+9(64ug/ml v/v) 20
3(32pg/ml) 10
Pénicilline G+3(32ug/ml v/v) 13
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I~
(o))

1©
1w

Figure VI-6 : L'antibiogramme des composés 3%, 9,7 (souche E)

La comparaison de ces résultats du (tablgaB6) avec le tableaQ9 de 'annexe des
diameétres critiques nous montre que la solkchst faiblemensensibleau composé(oxyde
d’éthyl diphénylphosphine) avec un diamétre d’'inhibition de 20rfigu(e 1V-6).

L’association du compogavecla pénicilline G volume a volume augmente la sensibilité
de la souch& et le diamétre devient 22mm .donc, le comgbseun effesynergique(figure
IV-7).

Tandis que la soucHe étaitrésistanteavec un diametre d’inhibition de 11mm avant
I'association Igénicilline G avec le composg. est devenusensibleaprés I'association et le
diamétre d’inhibition était 20mm .donc le comp@¢éoxyde d’éthyl diphényphosphine) a un
effetsynergique

Mais la souch& reste toujoursésistanteaux composéget 3

6 +péni G

9 +péni G
3+Péni G ZTpen

7+péni G

Figure IV-7 : L'antibiogramme de l'association des composés 8, 9,7 avec la pénicilline G
(souche E)
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Au but de conduire les pénicillines a une meikerésistance vis-a-vis des bactéries. Nous avons
choisi la pénicilline G comme exemple.

C’est dans la méme optique, on a choisi les congpdseé sels du phosphonium et ses oxydes
comme des agents de combinaison.

Pour cela, notre travail a été déroulé par lesesdtapivantes :

La premiere étape est consacrée a la synthéseeldedes phoshonium qui sont tres stables.
Puis, ont les a transformeé ensuite en oxydes dspblitee avec un rendement acceptable malgré les
difficultés de purification.

Les méthodes physico-chimiques ont été confirmiértaation nos composeés de synthese.

L’échec de greffage des sels phosphonium ou sedesxst I'ester de I'acide salicylique sur le
noyau de l'acide 6-aminopénicillanique 6-APA polntemir des pénicillines semi-synthétiques est
da a lindisponibilité et la diversité des agentacglation utilisés dans la synthese des péni@din
semi-synthétiques d’'une part, et la sensibilitthdyau 6-APA aux acides et aux bases d’autre part.
Ce type de greffage besoin de plusieurs essaétaenement.

Dans la deuxieme étape, on a testé l'activité antérienne de nos composés de synthése
seule. puis, en les combinant avec la pénicillineuGtrois souches bactériennes (la combinaison de
I'amoxiciline avec l'acide clavulanic pour formen traitement nommer AUGMENTIN).

Pour la souche staphylococcus aur8iis I'oxyde d'éthyl diphénylphosphined et le sel fluoré
de phosphine8 ont montré une zone d’inhibition d28mm et 20mm respectivement avec une
CMI=3.5ug/ml. Tandis que la méme soucBd& montre un CMI8 pg/ml avec l'antibiotique
oxacilline qui est utilisé comme traitement cortette espéce non résistant.

La combinaison des compos® ,9 et 3 (sel diodure de méthyle tris (pentafluorophenyl)
phosphoniurp avec la pénicilline G donne un eff@nergique avec les composéset 3 (diametre
d’inhibition 20mm, 18mm respectivement).mais, I'association de comg@oséin effeantagonisme
(12mm).

Pour la souche pseudomonas aerugirfsan a trouvé que tous nos dérivés ne montrent
aucune efficacité. Donc, cette soucherésistantea nos produits synthétiques.

On a remarqué aussi que les diametres d’inhibitdess combinaisons avec la pénicilline G
restent inferieur au diamétre critique. On peut diue ce type de combinaison n’accepte aucun effet

synergique
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Ce qui concernant I'Escherichia cddi. L'oxyde d’'éthyl diphénylphosphine6 donne une
sensibilité acceptable, avec un diamétre d’inhibition de 20 st une CMI=8ug/ml. Mais,
I'Escherichia coliE resterésistantaux autres composeés.

L’effet synergiqueétait observé uniguement avec les comp6s®.

Enfin, 'ensemble de ces résultats obtenus in vigaconstitue qu’une premiere étape dans la
recherche de substance de source synthétique igjoéogent active. Des essais complémentaire
seront nécessaires et devront pouvoir confirmepéeormances mises en évidence.

La majorité de résistance des bactéries aux atitjpes bétalactamine se fait par sécrétion
des béta lactamases (enzyme détruit le noyau aétame) par les bactéries. A mon avis, les études
in vitro ne nous donnent aucune idée sur les strestde bétalactamases ou le mécanisme de
résistance. Pour cette raison et comme projet tie, faous essayerons de savoir les différents
techniques pour détecter le mécanisme de résistaheeg quelque bactéries résistants aux
pénicillines par la sécrétion des bétalactamasés, R recherche structurale de ces bétalactamases

Une autre voie économise le temps et le colt, neaie comme idée. Cette derniére consiste a
développer les tests de simulation a I'ordinatamant de tester de nouveaux produits in vitro. Ceci
reviendrait a développer un programme informatig@i tiendrait compte les données
cristallographiques, atomiques et cinétiques, ppoigdire le devenir d’'une molécule virtuelle
(antibiotique) devant une structure virtuelle (bedttamase). Les molécules qui passeraient le test
seraient celles qu’il faudrait tester in vitro.
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