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Abstract

Four extract were preparedone agueous one methanalk, are from dried fruits of
Terminaliachebula and twsemtpurified extractsof betalactamasesonefrom a strain of
Acinetobacterbaumanniiand the otherfrom Pseudomonaseruginosa qlinical isolates)
identified amongeightothers by th€€DT testasproducingmetalloandserinebetalactamases
respectivelyQuantitative and qualitative analyzes show that the first two are rich in polyphenols
(513.094+3.061 and 496+2.8%8 GAE/mg respectively) and flavonoid89.866+0.46%nd
37.261+0.2731g QE/mg, respectively)the last twoare rich in proteia (7.9 and 8.9mg/ml,
respectively). The semipurified extract of betalactamasesrom Acinetobacterbaumannij
hydrolyzes imipinemKu = 57.52uM, Vm = 47.62 pmol/mghin), its enzymatic activity is
sensitive to EDTAICs = 3.98 mM), hydrolyzescephaloridirmuch more than benzylpenicillin;
betalactamases contained therein could benssiallobetalactamases type3c class It is
inhibited competitivelyoy morin, aqueasandmethanolieextractsrom dried fruit of T.chebula
(ICs &7 23.28 puM, 18.45 and 19.68y/ml, in ordej, noncompetitivelyby myrecitin and rutin
(ICs 0= 26.39 and 39.71 pM, respectivielyfhe second extractrom P.aeruginosaoes not
hydrolyzetheimipinem, its enzymatic activity insensitiveto clavulanicacid,EDTA andNaCl
andhydrolyzes cephaloridimuch more thabenzylpenicillin;betalactamasesontained herein
could be saserine betdactamases typeC classlt is inhibited competitivelyby morin, rutin,
methanolicandaqueous extracts dfied fruitsT.chebula(ICs &= 30, 21.03 uM, 7.04 and 12.07
pag/ml, respectivel)y, non-competitivelyby myrecitin (ICs o= 27.10 pM. The comparisomf
ICs oof the three flavonoids to those of methanolic andieaus extractrom dried fruit of
T.chebulaassume thatey arerich in flavonoidsmuch closeto that ofmorin structure The
test demonstratedhe antagonistor potentiating effects shows thatthe methanolicextract

potentiateselativelythe effectof imipenemon the growth of A.baumannii

Key words: Metallo-betalactanasesimipenem Flavonoids,;Terminalia chebula
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Résumeé

Quatre extraits sont préparésdeux extraits laguaure t | dé&hanoligue a partir

de fruits secs d@&erminaliachebulaet deux extraits serg ur i f i ®s de bet al a«
partir ddanetebacerobaumbneet | 0 autdrba n'e [Pseuadonioras
aeruginosgdisolats cliniquesidentifiees parmi huit autregar le test CDTomme productrices
de méallo etde sérinebetalactamases dans | 6ordr e. Les atmeal yse
montrent que les deux premiers sont riches en polyphésbBs004+3.06%t 496+2.8561ug
GAE/mg respectivement) et en flavonoide&39.866+0.46%nd 37.261+0.272 pug QEmg,
respectivement). Les seconds sont riches en protéines (7.9 em@&.9 ml trait 6 e x
respectivement). & e x t r apurifié ds leetalactamases a partir debaumanniihydrolyse
| 61 mi p enn57.nBpM, VK =47.62 umol/mg/mil, son activité enzymatique estnsible

| 6 E D T-A3.98mMM{, Bydrolyse beaucoup plus la céphaloridjne la benzylpenicilline
la ou les betalactamasesgntenuegpeuwent étre donadu type MBL classe 3c. Il est inhibé
compétitivement par la morinet parles extraits réthanolique et aqueux de fruits secs de
T.chebula(ICs = 23.28 pM, 18.45 et 19.68 [gl, respectivemengt non compétitivement par
la myrécitineet la ruting(ICs = 26.39 et 39.71 uM, respectivemeritg seconaxtrait a partir
deP.aeruginossm 6 hy dr ol y s e ,sanactivitédenzgmagpgeerasstmee nsi bl e
clavulanique, d 6 EDTA et au NacCl et h y d oridineygeeele b e a
benzylpenicilline. La ou lesbetalactamases y contenues peuventdétriype SBL class€. Il
est inhibé compétitivement par la morire rutine et les extraits ni@noliqgue et aqueude
fruits secs del.chebula(lCs o= 30, 21.03 pM, 7.04 et 12.07 pg/ml, respectivementhpon
compétitivement par la myrécitindCs o= 27.10 pM. La comparaison des iG@des trois
flavonoidesa ceux des extraits ri@anolique et aqueux de fruits secsTdehebulasuppognt
que ceuxci sont riches en flavonoides de structure beaucoup plus proche a celle de la morine.
Le test de mise en ®vidence doeffets pote

méthanoliquep ot ent i al i s e r ermigetemesartaernissante@ddurhaarti d e |

Mots clés:Metallo-betalactamaselmipenemefFlavonoidesTerminalia chebula
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INTRODUCTION

Lorsque notre corps est débordé par l'attaque de bactéries, I'organisme ne peut pas
toujours se défendre seul, il a besoin d'aide. Les antibiotiquesssunparfois nécessaires pour
éliminer les bactéries ou empécher leur prolifération et renforcer les défenses du corps. Il existe
plusieurs classes d'antibiotiques en usage actuellement, ldadiataines sont a juste titre les
antibiotiques les plus prests en médecine générale a cause de leur efficacité thérapeutique et
leur tolérance.

Cependant, sous la pression de ces antibiotiques, les bactéries n'ont cessé de développer
des mécanismes afin de survivre en présence decceux c 6 est dtédenne@xi st a
antibiotiques. Cellei constitue un phénomeéne leur permettant de s'adapter aux conditions
hostiles de leur environnement. Il existe plusieurs mécanisme de résistance, parmi lesquelles la
productiond'enzymes appelédmetalactamases (capalsle d 6 hy dr o | f-lactame).l 6 a n |
Grace a la grande plasticité du génome bactérien (plasmide ou transposon), le caractére de
résistance par ce mécanisme peut passer d'une bactérie déja résistante a une autre ce qui perme
d'acquérir de nouvelles propeét par gain d'information génétique nouveldglant pour la
productionde betalactamases.

€ | a f i 2009dle nombdete re€quences de protéingsiques pour les beta
lactamasesiépass&90. Ces enzymes sont divisées en deux grands groupes, leshsésin
lactamasest les métallebetal act amases dont | 6activit® revi
serine du site actif et 7 un ou ntwliobetaat o me
lactamaseslistinctesont étéidentifiées dans le mond& % d'entre eux sontodées par des
plasmideslls posent donaine double menace cliniquet par lacapacité de se propager et par
la capacité de dégrader tous tesbapenemesjui ne sont padégradableparla plupart des
sérineb-lactamases.

Lasolutonpour | a premi re menace serait dobdad
la deuxieme menace la solution serait de trouver des composés qui non seulement inhibent
spécifiguement les métallmetalactamases mais de potentiel thérapeutique démontréafitdér
et non t oxi qu.Dans ge conteXte) nogsaanonss @ssayé dans nos travaux de
rechercher un ®ventuel ef fet -pgpuwrhiifbiil® edtd u rdee
betal act amase ~ par t iAcinethldacten bauasni pamatrois flavonoidds deu e  d
commerce et par deux extraits bruts de pol
fruits secs dderminalia chebulaEn fait, Le choix de ces molécules revient a leur tolérance et
l eur f ai bl e t cexaleuricap&itesde complexdeolesgoasmmiétalligues. Le choix

de la plante revient a sa richesse en polyphénols.
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|. LES METALLO -BETA-LACTAMASES
l.1. Historique

En 1966 Sabath et Abrahamvaient mis en évidence uaetivité céphalosporinasgans
des préparatiortsrutes dgpénicillinasesa partir deBacillus cereus 568 Gram positifbactérie
du sol non pathogene). Ces deux chercheurs ont constaté que cettepmstivieéau cours de
la purification, est restaurée par adtitdu sulfate de zinc (1 mM finalepelon ces auteurs
cette activité céphalosporinase revenait a une enzyme chromos¢8adpa¢h and Abraham,
1 9 6 Pendant une période relativemédohgue (20 ans)ce typed énzyme étéconsidére
beaucoup plus comme unariosité biochimique que comme cause déterminante de résistance
sans importance cliniqu®ur ant | a m°me p®riode bien que
mécanistique avec les serine bletetamases était intéressante pour des enzymologistes et des
scientifiques de prot®i nes, | " occurrence de
connues comme non pathogénes n'a, cependant, pas attiré |'attention des cliniciens et des

microbiologistes cliniques (Chantakttal , 2R0s8olnj et Docquie2 0 D 7

Durant les années 1980a découverte de&e e t y p e ddrsden pspaves de
pertinence clinigue'esta-dire pathogeneStenotrophomonas maltophiliaguelques souches
de Bacteroides fragiliset Aeromonasspp a progressivemernthangéce point devue Par
cons®quent , un i nt®r°t I mportant a ®t® acco
relatives propriétés fonctionnelles savoirl 6 act i vi t ® claddsdmnsbpitéaux ma s e
inhibiteurs classiques deetalactamases a serin@cide clavulanique, acide penicillanique
sulfones).En 1982, Saino et ses collaborateurs mirent en évidence dans des souches de

Stenotrophomonas maltophil@ aci | | e © Gram n®gatif nbéappar
une activité pénicillinase prépondéranteed ®gr adant e de | 6i mi pen me
fait, ° une enzyme chromosomique inductible
chercheurs 1|l -eadagme g@dinles Htadantase d @%) (Sgie®e b e
al.,1982) .

L6exi stence de cette activit® i mipen mase
90, |l orsqudon a publ iPReudomonat 8edufinospaléé aunlapans o u c

(Bush, 1998; Zubaietal, 2011) en 1988 ®t ait iterd®lzsyrgsheseant e
d dune -em@medédignée IMP, une enzyme plasmidique transférable (Cornelis, 2008)

qui conférait la résistance atoutes lesfhemct ami nes sauf d@.dBQr1®ona
Cette meétalleenzyme qui constitue en fait lagoniere métalldbetalactamase fut ensuite

identifiée dans certaines entérobactéridslfsiella pneumonige. Déautres MBL d



et VIM, GIM-1, KHM-1 ,IND-1 é et derni rement (en- 20009

betalactamase (NDM) et la Florence Imipenen{&sé-1) (en 2012) (Pollinet al. , 2otl 3)
®t ® i dentifi ®es dans |l es ent®robact®ries e
épidémiques.

I.2. Terminologie et définition

Lesmétallobetalactamases sont connues par de nombreux terfi)éss métallobeta
lactamases (MBL)parce qu'elles nécessitent un métal pour agir susyaulactame des beta
lactaminegcontrairement aux bélactamases a séringgharma, 2007); (ii) Zetalactamase
parce quodel |l es n @doadicnemant(ii) betatactaznasasade tgasse | eu

(CBBLs) par ce gu' el l es sont sensi bl e ) (I
(contrairement aux classes A, C et D) selon la classificdtiorA m iiQalkemiet al, 2001); (iv)

les bétdactamass du groupe trois parce qubell es so
carbapénemases parce qu'elles sont efficaces sur les carbapenémes (Imipenéme, Ertapeneme

Doripenéme, Meropéneme).

Les métallobetalactamasessont des hydrolases (EC 3.5.2.6actériennes qui
hydrolysent le cycléb-lactame des antibiotiques de type betact ami nes et do
nécessite le zin€€C e s enzymes font partie dbébune | arge
pr ®sence déun domai ne mieodessnectalich@talactantasesm® e | a
famille du zinemétallohydrolase (Rossolini et Doccqui2rO 0 7 ) .

[.3. Classification

La classification des betactamases, types confondues, la plus admise actuellement est
celle d'Ambler Elle constitue la premierelassification séparant les métalietalactamases
des serine betctamased.e premier type y est regroupé dans une seul classe appelée classe
B; le second type est y regroupé en trois classes appelées classe A, C et D en se basant sur |
structure mléculaire (Ambler, 1980En 1989, Bush avait proposé une autre classification dans
lagquelle il séparait également les métddiialactamases des serine bitatamasesPour cet
auteur, le premier type constitue un seul groupe agpelépe 3je secondype est y divisé en
trois groupes 1, 2 et 4; cean fonction de leurs propriétés fonctionnelles a salmiprofile
substraet | eur s sensibilit®s ~ |Cette Dasdfication a été nisé a c i
a jour entre 1995 et 1997 pouraeillir le nombre croissant des enzymes du groupe 3 (Bush
et al, 1995; Rasmussen et Bush, 1997). Dans cette mise a jour, le groupe 3 a été subdivisé en

trois sousgroupes: groupe 3a, groupe 3&t le groupe 3c sur la base de leurs capacités a



hydrolyseres imipenemes et autres béta lactamines. Tout comme le groupe 3, la classe B a été
également subdivisé en trois sous classes: Bl, B2 et B3 sur la base de leurs structures
moléculaires primaires (Browet al, 2011), et des structures de leurs siteifsact

[.3.1. Principales caractéristiques des MBLs des groupes 3a, 3b et 3c

Groupe 3a: les MBLs de ce groupe ont un large spectre d'activité, elles hydrolysent
efficacement les pénicillines puis les imipenemes. Les céphalosporines sont également bien
hydrolysées par ces enzymes, mais pas aussi bien que les imipenemes.

Groupe 3b: ce sont les vrais carbapenémases car elles ont une haute spécificité pour les
carbapénémes (Rasmussen et Bush, 1997)

Groupe 3c:les enzymes dee groupdnydrolysent spécifiquementde ¢ ®p hal ospori ne
deuxieme dénomination " céphalosporinag@&smussen et Bush, 19%harma, 2007; Gupta,

20D 8

[.3.2. Principales caractéristiques des MBLs des sow$asses B1, B2 et B3

Sousclasse Blle mécanisme catalytique des enzymeseltte sous classes nécessitent deux
ions zinc coordonnés a trois résidus histidines et un résidu cy@étehet al, 2005; Gupta,

2008). Cette catégorie comprend la plupart des métalimlactamases connuemétallobeta
lactamases provenant Bacillus cereusu autre8acillus sppBcll) (Carfiet al.,1995; Galleni

et al, 2001), IMP(Riccioet al, 2001), et d® aeruginosaVIM, GIM et SPM1 .

Sousclasse B2par comparaison aux enzymes de la sous classes B1, les enzymes de eette sous
clas® possedent au niveau de leur site actif un résidu asparagine a la place de I'histidine
(His116) (Bebrone, 2007). Elle inclut surtout les enzymes produites par diverses especes de
AeromonagACSP, SIG, ACSP2, Cph A), (Garatial, 2005) et dé&erratia(SFH-1) (Gupta,
2008) .

Sousclasse B3 par comparaison aux deux premieres soasses dont les MBLs sont des
molécules monomériquekif. 1), cette souglasse comprend les MBLs tétramériqd&lsh
etal,b200A )t i tre doéexempl e tespmuStenotrophiomenas mal®philiae s p
(L1), le C.meningosepticufGOB), Legionella gormani(FEZ-1 )MarcescerSerratia(SMB-

1 JYWachincetal.,2 0 1 3) .



|.4. Structure

1.4.1. Structure moléculaire commune

Les métallebetalactamases sont des hydra@asqui contiennent en moyenne 230
r®si dus dbéacides amin®s. Leurs poids mol ®c

Isoelectrique varient entre 2,5 et 10,5.

Comme i | a ®t ® rapport® dans | eur cl assi
trois sousc | asses B1l, B2 et B3 selon | e pourcen
(Gonzalezt al, 2007). Celuici varie approximativement de 25% a 40% dans une méme sous
classe et de 10% a 20% entre deux sous classes (€aey2 0 0 £¢s.pourentages
débanal ogie refl tent en fait une i mportante
sousc |l asses mai s ®gal e medadasse. das paueentagesrélatifa peuvemt me
atteindre 89% entre la scukasse Bl et la sowdasse B et 79%, 51%, 78% au sein des sous
classes B1, B2 et B3, respectivement. La comparaison par alignement des structures primaires,
r ®v | e | 06 gquatie gésidusstcictemetiteonservés parmious les MBLs (His118,

Aspl20, His196, His263). Laméme camp ai son rr ®v | e ®gal ement
d 6 a mi n dautemedtemservéntre les membres da sousclasseB1 (His116, His118,
Aspl120, Thrl42, Glyl193, His196, Aspl199, Asn200, Val202, Leu2l7, Gly219, Gly220,
Cys221, Gly232, Trp244, His263 €hr303) etl6 résidusentreles membres dia sousclasse

B3 (Pro45, Gly56, Thr57, Gly79, Gly103, Asp108, His118, Asp120, His121, Alal34, Gly149,
Gly183, Gly195, His196, Gly199 et His263). Plus précisémentl lagsidus conservéke la
sousclasseB1 existent dans le domairn@-terminalalors que les 16ésidus conservéde la
sousclasseB3 existent dans ldomaine Nterminal (Rossolini et Docquig2 0 0 7 )

Les structures secondaires de toutes les MBLs comprennent des strd¢hékses),
des structure$ (feuillets) et des boucles dont leurs nombres sont de 5, de 12 et de 1, dans
| 6ordr e.

Malgré la faible analogie de leurs structures primaires, toutes les MBLs connues
présentent une structure tertiaire de type / dorbbséede deux feuilletd centrauxet cing
hélicesU périphériquesSelon Rossolini et Docquier (2007), les structures tertiaires de neuf
MBLs dont six de la souslasse B1, un de la scakasse B2 etleux de la souslasse B3, ont
été étudiees par la méthoderay cristallographie. Touteses MBLs présentent la méme
structure tertiaire en sandwich (ou en pli) de tiple / (Bddzalezet al, 2 0 Odi)est & titre

indicatif completemensans rapport avec celle des serine betalactamases (Dtgahahdez,



2 0 1 19 structureprésente unesymétrie double interne apportée pardeux domaines
indépendantseliés entre eux pameboucled e 8 r ®si dus dbéaci des ami
Adolph, 2004) leursite actifse trouvedans le sillon peu proforall'interfacedesdeuxdomaines

U bMajiduddin et al., 2 Orouge$ les structurede MBLsprésententin pli global similaire

avec des feuilletet des héliceslans I'ordre suivanb 1 b 2 K54 HHE6 2 b @ 70 3

pour le domaineN-terminalet (b 70 8 % 1061 1 b 0 8 5pour le domaineC-terminal
(Rossolini et Docquier 2007). La structure quaternairde la plupart desMBLs est
monomeriqueA notre connaissancéas e ul e MBL qui f aréegteedtlalelx c e p t
dontla structure quaternaire est homotétramerigigg @) (Rossoliniet Docquier2 0 QHu et
al.,2008)

1.4.2. Différence de structure

Il existe des différences structurelleatreles enzymes dedifférentes souslasses
relatives a l'architectumaoléculaire et &a structuredu site actif. Legnzymes de la souwdas®
B3 présentent une taille moléculaire supérieure a celles des autredasses en raison de la
grande taille de leur polypeptide (entre 25 et 30 kDa). Les résidus d'acides aminés
supplémentaires sont essentiellement logés dans les febilletét b 1 & t | oUhb@ul i c e
domaine Gterminal, dans la boucle qui joint les domainegehminal et Gterminal et la
terminaison N (dans I'enzyme L1esenzymesiela sousclasseB2 different desnembres des
autres souslasses paii) la présence dhehéliceU Zllongée qui est situgusteau-dessus de
la pochedu site actif (ii) I'absenceale bouclesmobiles(entreb 3tb 4lansles membres dia
sous class®1 ou entreU 3et b 7dansceuxde la sous classe B3®) proximité du siteactif
(Rossolini et Docquie2 0 0 7



Figure.l: Structuremonomériqual 6 u n e  WNddmondshydrophileCphA)reconstituéenrubans
L 6 i o restprésantéomme une sphérerte(Garauvetal.,2 0 05) .

subunit A

Figure. 2: Structuretétramiriqued 6 u n e del@t@notrophomonas maltophilial) reconstituéen
rubansLes ions zinsont présentésomme des sphergsiseset les sousinitésindividuelles
identifiées pacouleur (Ullahetal.,1 9 9 8 ) .



1.4.3. Structure du site actif

Les MBLs possedent générale nt un site actif constitu
coordonnés a un oudeuxions zinc. MBLsconfondues, ces acides aminés sont fréquemment
| 6 a s p dacgsteineat®ois a cing Istidines. Dans la soudasse B1, le site actif peut étre
mononucl@ire, autrement dit les acides aminés établissent des liaisons avec un seul ion de zinc.
Il peut étre également-piucléaire, autrement dit les acides aminés établissent des liaisons avec
deux ions de zinc. Dans le cas du site mpudéaire, les acides amés établissant des liaisons
avec le seul ion zinc sofris résidus histidined={g.3). Dans le cas du site-hucléaire, les
acides aminés établissant des liaisons avec le premier ion zintr@ertistidines; avec le
deuxiémeion zincsontdesrasid dbéasparagine, de ceyab,2 ®0 8 e
(Fig.4). Dans la classe B2, le site actif est toujours du type mononucléaire. Les acides aminés
®t abli ssent des | iaisons avec | e seuletion
dohistidine (Page et Badarau, 2008). En fin
nucléaires. Dans le cas du site mono nucléaire, les acides aminés établissant des liaisons avec
le seul ion zinc soritois et sont des résidus histidgn®ans le cas du site-bucléaire les acides
aminés établissant des liaisons avec le premier ion zindreahistidines (Bounaga, 1998;
RossolinietDcoquie 007 ) ; avec | e deuxi me ion zinc g
et doéhTabl.i di ne (

Nous signalons gue le site actif des MBLs est dénommé par plusieurs termes: on parle
desite del'histidineou de siteZnlou detrois histidineset ousite3Hl or sque | 0i on Z
trois histidines. On parle de sitie cystéineu siteZn2 ou Asp, Cyset His et oude siteDCH
| orsque | 61 6 as @ parlaaygtéinedt”i Kaktidine (Zhangetal.,2 01 3) .



Figure. 3: ( A) : La struct ur e -betdactamasetde I so@kasse BD, forme met
Mononudéaire Bacillus cereusl); (B): schéma du site actif indiquant les acides aminés coordonnés a
| i on de zi nc (Karsisotisetlale2ur1 4p)o.si t i on

f carbonate
00
C221

H196

Figure.4: ( A) : La struct ur e-batadactamase teldouscirese Bilpfarmeshi m®t a
nucléaire Bacillus cereudl); (B): schéma du site actif indiquant les acides aminés coordonnés au
premier et au deuxiéme ion zinc avec leurs positikassisiotisetal.,2 0 1 4 ) .



Tableau.l:l es rr ®s i dus d dGeaactif ddetwis shudasse® BIBLs apordennés avec les
ions du zinc (Gallenétal.,2 0 0 1) .

dalactamases Les ligands Zn1 Les ligands Zn2
Sous classe B1
Consensus BBL* | His116 His118 His196 Aspl120 Cys221 His26
Bc ll His86 His88 His149 Asp90 Cys168 His210
IMP-1 His77 His79 His139 Asp8l Cys158 His197
CcrA His99 His101 His162 Aspl103 Cys181 His22
VIM-1 His88 His90 His153 Asp92 Cysl72 His214
BlaB His76 His78 His139 Asp80 Cys158 His200
IND-1 His96 His98 His159 Asp100 Cys178 His220
Sous classe B2
Consensus BBL | Asnl116 His118 His196 Aspl120 Cys221 His26
CphA Asn69 His71 His148 Asp73 Cysi67 His205
Sfhl Asn72 His74 His151 Asp76 Cys170 His212
Sous class®&3
Consensus BBL | His/GIn116 His118 His196 | Asp120 His121 His26
L1 His84 His86 His16Q Asp88 Cys89 His225
FEZ-1 His71 His73 His149 Asp75 Cys76 His215
GOB-1 GIn80 His82 His157 Asp84 Cys85 His213
THIN-B His105 His107 His185 Asp109 Cys110 His253

*BBL : BetalLactamase classe B

I5M®cani sme dbéacti on

Bien que l'exigencales ions métalliguedans| 6 hydr ol yse des ant
lactamines par les MBLsoit encoraun sujé¢ de débatplusieurs mécanismes catalytiques ont
été proposés pour les MBLs de site actif mono et binuclédrass ce qui suit nous nous
limiterons aumécanisme catalytique proposé pdiriata et ses collaborateurs (2008ans le
cas doéune eMBB1l d(eBCllla)s,s une MBL doéun-ngléatree act
(Breeceet al., 2012). Dans le cas du site actif memacléaire, les principales étapes du
mécanisme catalytique sont (i ) l a formation du compl exe
déproon ® par | e r®sidu asparagine l1l2@®cabeteabl i
du carbonyle du cycle betactame.Ceci entraind a f o r macomplexeintanédiaire
tétraédriquechargé négativement e s guatre | iai soncsservént deb|l i e
stabilisateur decet intermédiaire. (ii) la catalyske résiduAsp120fait don d'urprotona l'azote
du cycle betdactame entrainant le clivage de la liaisoiNG@le ce cycle et son ouverture. (iii)
libération du produit le clivage de lison GN du cycle betdactame ionise le carbone du
carbonyle du m°me cycle | ui per mettant do®t
complexe intermédiaire formé a la suite de la premiére étape. Ceci est soldé par la libération du
produitetdis i t e act i De Skepetdl.@ONRZg.Bg (



Dans le cas du site actif-hucléaire, les principales étapes du mécanisme catalytique
sonttoujours les mémes : (i) la formation du complexe de Michakils hydroxyl de pontage
Znl-Zn2 est respnsable de dttaque nucléophilique, qaboutit aun intermédiairechargé
négativement. (ii) la catalyska molécule d'eaapicak liéeau zincest positionnéde maniere
optimale adonner un protora l'azoteentrainant le clivage de la liaisonNCde cyle beta

lactame et son ouverture. (i) libération du produit: le clivage de liaisbhdD cycle beta

| actame ionise | e carbone du carbonyl e du
l i ai son avec | 6oxyg ne charlgssite deda pecmiarpdtapex e i
L 6 ihgdnoxydenouvel |l ement form® du Zn2 | ai sse | a

au Znl suivie déa dissociationdu produit a partir du sitactif de I'enzymdGonzalezet al.,
2007; Abriataet al.,2 0 0(Big. 6).

[.6. Inhibiteurs

Les métallebetalactamases ne sont pas inhibgages inhibiteurs classiques de serine
betalactamases | 6 a c i d e, letatobactanttla sulbagtang¢Chakrabortyetal.,2 0 1 2 )
En plus, et ijlusmdy inkibitcarudg MBLS de potentiel thérapeutique
démontrgSimmet al, 2005; kimet al.,2011; Vellaet al.,2011; Zhuet al.,2013) parmies
inhibiteurs expérimentaux trouvés, ceci en raison de leaxiités (Borra, 2012).Ces
inhibiteurs peuventétre: (i) des composés quinodifient 'enzyme de facon covalente
irréversible at i t r e d 6 e x eeppechlaromerduribenzoét@igsthy 1989), dd'acide
iodoacétiquéPayne, 1993)le I'acidethioglycolique(Payneet al, 1 9 9 7, (ji).des.composés
quichélatent le zincoordonné au site actife qui entrainkinactivationréversibled e | 6 genz y m
tels quel 6 ED TeAl, 10phénanthroline,l'acide dipicolinique deux phénazinesde
Streptomycesp, le bis (LNtetrazol5-yl) amine Toneyet al, 1999) etdEGTA (Laraki et al,

1 9 9 @Y (iii) des composés quihibent de fagcon compétitida liaison du substrasoit par
imitation de la structurelu substrab-lactame it par coordinatioravecl'ion zinc coordonné

au site actif (Simnet al, 2 0 0 Gep deniers composés comprennent les tétrazoles biphényles
(Toneyet al, 1998), les dérivés de l'acide mercaptophényl acétique (Payne, 1993), de l'acide
thiomandelique (Mollardet al., 2001; karsisiotiet al., 2013) et les dérivés thioxo
céphalosporines (Tsamrg al.,2004; FaridoonetlIslaim 201 3) .
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du cycle), (3): dissociation du complexe proernizyme(Karsisiotisetal.,2 01 4 ) .



|.7. Epidémiologie

L'intérét accru pour les métallmetalactamases’'est pasaccompagné des données
épidémiologiques robustes parce djidentification moléculaire demétallob-lactamases'a
passouventété faite a études de grandes échelles. Cependant, la distribution de souches
productrices de ce type dbéenzyme est | ar ge
continents [Fig. 7). Nous signalons que les zones qui apparaissent dans la figure comme étant
dgpourvue de souches productrices de MBL ne

®pi d®mi e. En fait, elles manquent etab2@13) mp
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Figure. 7: Epidémiologie mondiale des MBL&ornagliaet al.,2 0 L 1



II. LES SERINE BETA -LACTAMASES

[1.1. Classification

Selon Ambler, les serine be@ctamases sont groupées en trois classe A, GAnbDler
1980) .
Classe A: Elle comprend des pénicillinases et des céphalosporinases inductibles,
chromosomiques ou@ls mi di ques; et fortement sensi bl e
généralement caractérisées par un poids moléculaire (PM) moyen de 29 KDa et un point

isoélectrique point Isoelectrique (pl) variable de 5,4 a 8.2 (Philippah , 199 8)

Classe C: Elle est constituée de céphalosporinases, chromosomiques ou plasmidiques,
i nsensi bl es © 1l 6effet inhibiteur de | dacid

caractérisées par un PM moyen de 40 KDa et un pl variable compris entrgGaatiér,® 0 7 ) .

Classe D:c 0 e s lasseldasxacillinases, le plus souvent plasmidiques, peu sensibles aux
inhibiteurs classiques, inhibées par le N@&lirel et Nordmann, 2002)e PM des enzymes de
cette classe est trés variable (23 a 40 KDa) et le pl peut varier de 6 a 8,6 (Boussbah)i
2011) .

[1.2. Structure

Les serine betiactamases sont toutes des protéines globulaires monomériques. Leur
structure secondaire comprend 11 hélides 5 feuilletsb Leur structure tertiaire comprend a
son tour deux domaines, ua b t en h®lice, | 6 allet dedeuilletsh m®| a
alternées. Toutes les serine bletetamases possedent une structure tertiaire en sandwich du
typeU/ k. site actif se trouve dans | 6espace ¢

en sandwichtig. 8, 9.

La comparai son des structures primaires
d 6 a recides de fonction et ou de nature conservée entrant dans la composition de quatre
eléments formant le site actif de ces enzynieb(2). L 6 ® ®me n't 1 est une
aminé:lysXx-X-ser ou X est un acide amin® variabl e.
Asp-X-tyr (classe C et D) ou AsAsp-S e r . L6®]I ®ment 3 es-thrlysne tr
L6®I ®men't 4 e s tacidé amind®le glutamate. Goefandius, ils participent

directement ou i ndir ecdactamenegCGharleratralsl 9 V&)y.dr ol y



Figure.8:La structur e r ec o fastaniade gcl®se AJSHUY IDawzetBornompe b et
2010) .

Figure.9:La structur e r ec o Hastanade al@®s DJOXA YDemwzseeBoriompe b et
2010) .



Tableau.2:1 e s r ®si dus ddéaci des ami n®s des ®I| ®me
classes SBLs (Charlietal.,1 99 8 ) .
Les éléments
Les classes
1 2 3 4

A KXXS NDS / SDS KTG / KRS E

C KXXS YXN KTG n.d*

D KFTS YAN KTG n.d*

* : non déterminé, K Lysine, S: Serine, E phenytalanine, T: Threonine, N Asparagine, D acide
aspartique, Y tyrosine, A: Alanine, G: glycine, R: arginine, E acide glutamique, Xacide aminé
variable.

I 1. 3. M®cani sme dbéaction

Les serine betlactamases catalysent le clivage de la liaison amide du cycle beta
| actame par | 6inter m®dAi ai r e undréationde t®is étagpas s e r
Dans une premiere étapkenzyme et le betlctamine interagissent powonstituent le
complexenonrcovalentde MichaelisMe nt en. Dans une deuxi me ®t
suite a une attaque nécleophilique du carbonyle de bylactame par le groupement hydroxyle
de | dacide ami n® ser i nenzyme kovaer. DAns unm &oisieme ¢ o
®t ape dite ®tape de d®sacyl ati on, | 6i nt er ve
déprotoné par un acide aminé geut étre un lysine, ou glutamate, ou un tyrosine, entraine la
dissociation du complexe aegln z y me et formation de compos
p®ni ci |l l opque ou | 6aci de c¢c®phalFnsl@ (Sabbaglque g
1 9 9Gen et Herzberg, 200Minasovetal, 200 2) .

[1.4. Inhibiteurs

Les inhibiteurs de serine bd&ctamases sont nombreux. Parmi ceixrois sont de
potentiels thérapeutiques démontrés|, sbagit de | 6acide <cl avul
tazobactameLes trois sont des analogues de Hatéamines et inhibent irréversiblement
(inhibiteurs suicides) ces enzyn{@adayattet al, 2).0L8 raécanisme de cette inhibition le
plus simple est celui dacide clavulanique. Cehdi est reconnu par les sezibetalactamases
comme un betéactamine et est hydrolysé entant que tel. Cette reconnaissance conduit a la

formation du complexe de MichelMenten et par la suite du complexe intermédiaire acyle



enzyme.Cependantcette acylationcatalytiqueinitiale de la serine70 est suivie paune
séquence de réactiogsi emprisonnein deuxiemerésidu serine 13@ans le site actifCette
modificationdela sérinel 3 € par conséquent du site acsignifie queceluici restebloqué
méme aprés qua serine/ Goit libéréepar hydrolyseKig. 11) (Palmeretal.,2 01 4 ) .

Ill. LES FLAVONOIDES

Les flavonoides sont des pigments naturels répandus dans tout le regne végétal, et y
existe sous forme libre ou conjugué a des oligosides. lls interviennent comme agergprotect
contre les rayons ultraolets et les organismes pathogénes. lIs font partie des polyphénols,
principaux m®tabolites secondaires des Vv®gEaG

grace a la consommation des fruits, des légumes, des cédeates|...
[1I.1. Activités

[11.1.1. Propriétés complexantes

Cette propriété peut étre réversible ou irréversible.

[11.1.1.1. Complexation réversible

Les flavonoides complexent réversiblement un grand nombre de molécules et de
biomolécules telles quies phénols (phénomene de-migmentation), les protéines comme
| 6al bumi ne s®rique, |l es polysaccharides en
complexation peut se produire grace aux groupements phénoliques via des liaisons hydrogénes,
des ineractions électrostatiques et grace aux noyaux aromatiques via des interactions de
Vander Waals et des effets hydrophobes (Anthoni, 2007).

[11.1.1.2. Complexation irréversible

A notre connaissance seule les flavonoides contenant une fonction catiméct#ula
structure est capable de complexer dobéune f &
cette complexation revient au caractere oxydable de cette fonction cathécol. Dans le cas de
compl exation des pr ot ®i ns&santlors de la somplexaionerdrea s C

ces biomolécules et ces flavonoides sont des liaisons covalentes. lls se forment des ortho



E-5'-0mH

Figure. 10 M®c ani sme doéhydrolyse des
1998. (1) mécanismele formation du complexe de Mechaelis,;(2) acy | at i on

b et a lpa $Sabbaghe s

de

p a
| 6enz:

de clivage de la liaison-® du cycle betdactames, (3) dissociation du complexe prod@hzyme

(Sabbagh, 1998)
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qguinones pouvant réagir avec les groupements nucléophiles, amines et les thiols des protéines
(Walleetal.,2 00 3) .

Les flavonoidesontenant une partie cathécol dans leur strudtmmeert aussi des
complexes stables avec destaux de transition (Fe" AR *CUP*zZry ; |l a stichi on
complexe et le site de chélation mEndent de la nature du flavonoide (présence de partie
catéchol)Le Nestet al.,2 0 Oet du pH(Anthoni, 2007).

. 1. 2. I nhi bition ddédenzymes

Les flavonopdes poss dent un | arge spec
enzymes de m®cani smes catalytiques diff ®ren
hydrol ases, dooxydas®sucdasARN, pdbADABr asyes
des prot ® nes ki nasaeideoxydh$eplayg®ra@enes 20023 @i n

(@)

[11.2. Flavonoides utilisés

[11.2.1. Morine hydrate

La morine hydrate ou’2 35,7 pentahydroxyflavone, est un isomére de la qtinecé
(le modeled'hydroxylationsurl'anneau Bqui estméta)(Fig. 1 2 (Gopal, 2013). La morine est
un composé organique de la famille dks/onols, jaune naturellement abondant ddas
branches deMorus alba L (mdrier blanc)et les virs rouges. Elle gsséde des activités
pharmacologiques et biologiques intéressantes telsl@otivitéantri n f | a mmactivieei r e
anti canc®r eus e xahthine oxydase leffeti pootectedrae | ADA contre les
dommages causearles radicaux libreda préventiondel'oxydation des lipoprotéinete faible
densit§Gopal, 2013; Singha Ratal.,2 01 4 ) .

Figure. 1 2Structure de la morine hydrate:(81 £7.H20) (Singha Roetal.,2 0 1 4) .



[11.2.2. Myrécitine

La myrécitine ou 3/3'4 5,7 Bexahydoxyflavone (Fig. 1 B ou myricétol est un
composeé organique de la famille des flavonols, également. Il est naturellement présent dans de
nombreux types de végétaux, en particulier dessaisinsle vin rougeles oignons, lebaies
(Sowaetal.,2 01 4)

La myricétine possede des propriétés antioxydaatdgstumoralet antinflammatoire
(Zhongetal.,2 01 4) .
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Figure. 1 3Structure de la myrécitine1@l1 Os (Sowaetal.,2 01 4 ) .
[11.2.3. Rutine trihydrate

La rutine est un quercétine conjugué au rhammbsgiel le nomquercetin3-rhamnosyl
glucoside(Fig. 1 % Dans le milieu naturel, #st abondamment présefans les légumeses
fruits, le thé le vin.| | est dou® dbéactivit®s biol:antfi ques

inflammatoires anticancéeux etantroxydantegJangetal.,2 0 1 4 ) .
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Figure. 1 4Structure de la rutine trinydrate{&ls 1 ¢H20) (Savicetal.,2 0 1 3 ) .

V. Terminalia chebula

Terminalia chebula est un arbre caducifolié atteignant 30 m de haut awedut
g®n ®r al ement <court et cyl i ndrl3@gcnae damétre.i g n a
Cette plante se reconnait a ses fruits a noyaux mesurant deux a quatre centimetres, qui
ressemblent ©° des ol i ves v eppetllens plutbioles saxwdé i | s
muscade; toutefois, leur couleur varie enkeenoir, le brurorangé et le jaund>¢akastet al.,
2 0 1 H jppartient a la famille des combretac@@barmaratnest al.,2 0 1 Ge} arbre pousse
dans les régions tropicales ohd e s de | 6Asi e (Il nde, N®p al
dél voire, C.a)nReepackefTah,2Q1@).n il eest connu sous plusieurs noms
folklorique: le myrobolarchébule et le bhishakpriya (le nectar favorijaritaki (Fruit sacré
de Shiva) (Rath et Pathy, 2014), Samor thai (Rangsriweigl.,2009). Dans les pays arabes il

est connu sous le nom "el halilefig.15).

Les propriétés médicinales @erminalia chebulant été rapporté dans un hadith charif
" Fp OB eB _ VYl HKM OB Wr 1A _ w3 De&okomideludes e B
études ont montré que des extraitsTdeminalia chebulanotamment de ses fruits sont doués
déi nnombr abl es acti vi t ®s:adivitéoahtivirglé, gntibactériearte, p h a
activité inhibitrice importante du stress oxydatif, angillissement cellulaire, activités
antidiabétique, cardioprotecteur, anti c e r ant i SI DA, a rBancheta n c ®r
etal.,2 0 1 Rathetal.,2 0 )1 4



Les compos®s ph®noliques |l es plus inhibi

tannique et éllagique, gallique et le 3 gallgyl uc os e s . A titre dbéexen
mol ®cul es inhibent | 6i nt ®gr ase ypgeul (HIMlyats do
certain enzymes de | a glycolyse des-cabiesct ®r i

(Chang et Lin, 2012).

Figure.15: arbre deT.chebulaA), ses fruits mars frais (B), secs (C) et broyat de a8().



Matériel et

méthodes



. Matériel

l.1. Matériel biologique
[.1.1. Les bactéries

Dix souches bactériennest été isolées entre 2012 et 2013 a pdes echantillons
pathologiquest identifiées awiveau des laboratoires de microbiologie du CHU dif &€

souches: Acinetobacter baumanniiPseudomonas aerugings&lebsiella pneumoniae et

Escherichiacol , de | Gdulmp(R doechePdeddérhonas aerugingsa et de | 6 h
de Biskra (4 souche<Klebsiella pneumonia&erratiamarcescensdeux souchegscherichia

coli) . Ces souches, ont ®t ® conserv®es dans
utilisation.

[.1.2 Matériel végétal

! sbagit d €erminaliar ¢hébalaplantecappartdnant a la Families
Combretaceaachetés ltez un phytothérapeute de la ville de Sétif. Ces fruits sont conservés a
| 6abr i de |l a lumi re 7 une temp®rature ambi
étant des fruits d&erminalia chebulaa été faite au niveau du laboratonla départem de
Biologiee t d 6 Euegétale, ¢mniversité Ferhat Abbas, Sétif 1; par le professeur LAOUAR

Hocine.

[l. Méthodes

II.1. Détection phénotypique de métallebeta-lactamases par le test CDT

1 Principe

Les métallebetalactamases sont des carbapenesasé nécessitent un ou deux ions de
zinc pour | eur fonctionnemendi cmpanrallydEQTA
des cations divalents); cette propriété est mise a profit dans des tests de synergie {Aggoune
Khinacheetal , 2009) .

1 Mode opératoire

Le test CDT(Combined Disk Test ImipenerteDTA) est réalisé seloivong et al
( 2 0 Ma&s)colonies bactériennes Adaumanniou deP.aeruginosaen phase de croissance
ont ®t ® transf ®r ®es dans des t ulbéesbtceomttienmr

turbidité voisine a celle de Mc Farland 0.5. Par la suite, des surfaces entiéres de la gélose Mueller



Hinton préalablement coulé dans des boites de @déteté ensemencées par cette suspension
microbiennep a r | a t e c h mhagaDeux dishg®sespacesi de R5onm contenant
chacunl @ g imipénémeont été appliqués sle milieu, etune quantité de 1900 HEDTA
(0.5M, pH 8) (Junsethemica) Tokyo, Japon a été ajouté par la suitd'@n d'eux.

1 Expression des résultats

Aprés 16a 18h d'incubation 8 A C, |l es diam tres des zone

millimetre (mm).

[I.2. Préparations des extraits bruts

[1.2.1. Extrait brut méthanolique de fruits secs deTerminalia chebula

Suivant | e pr ot oc olotamatdtMaghibia(2010). thmoyadd®c r i t

30 g de fruits secs deerminalia chebule st r aj out ® progressivemer

méthanol/eau (8:2vivVApr s 24h dobagitation T temp®r at i
est filtré sur papier fill ; l e filtrat est soumis ~ une ®v
débun rotavapeur (B¢gchi) pour ® iminer | e m®
m®t hanol i gue apr s ®li mi-nateon dedeladivene® P alr
dans des flaconsfermé@s2 0 AC jusqud”™ wutilisation.

[1.2.2. Extrait brut aqueux de fruits secs deTerminalia chebula

Trente grams de broyat de fruit secsT@eminalia chebulasont mis a bouillir pendant
20 min dans 30 0e mélangalestdiléupuidcensrifugéI300@®y.pendant 10min.
Le résidu obtenu aprés séchage du surnageant constitue notre extrait brut aqueake§telui
conserv® ~ | 6dadsdds fladoms férmak2u0mi @ ijt uBs q u @jubungic i | i s
etal,2005)

1 Expression des résultats

Les rendemerd sont calculés par application de la formule suivante

R (%) = 100 XM extM &ch, OU : R est le rendement en %) extest la massen grammes

au termed e ctioneetiVt e¢h @st la mase sechengrammes e | 6 ®c hant i | | on



[1.2.3. Extrait semi-purifié de beta-lactamases

Deux extraits semi purifgéde betdactamases ont été préparéah a partirde la souche
Acinetobacter baumanréit | 0 a ut r souchadgPseudomonas akginodaqui se sont
avéreesselon les résultats du test CDaroductrices de métallobetalactanases etle serine

betalactamasegespectivement

En pratique, 55.5 g de BHI sont rajout ®s
chaude pour 1.5 |. lednillon obtenu est répartie sur six erlen de 1l de volume a raison de 250
ml par erlen. Apres stérilisation (autocleé#LECTA. B, 250 ml de bouillonsont inoculés au
préalable par la souche 8ebaumannibu deP.aeroginosapuis incubées a 37°C pendddth
sous agitationL 6i nocul um obtenu est wutilis® pour en
de 50 ml déinoculum par erl en. Apr s addit i
induire la sécrétion des enzymes) et incubation de ces derd&@reses mémes conditions, le
milieu de culture est centrifugé a 3000 tr/min (centrifugétdesttich EBA 20 pendant 15 min.
les culots cellulaires récupérés dans du tampon phosphate (0.1M, pH 7) sont homogénéisées par
des ultrasons de 60 kHz de fréque(it2 cycles de sonication alterné de bain de glace de 30
seconde chacun) 7 | -0ed 50WH0Hd) A esmomogéinatsolaeniesisont (v |
centrifugées (centrifugeuse ROTINA 35 R) &0P0 g pendant 30 minutes a 4C°. Les surnageant
obtenus sanpoolés. Le pool est agité pendant 1 h en présence de 2% (concentration finale) de
sulfate de streptomycine (sigma aldrich, Allemagne) pour complexer les acides nucléiques. Le
mélange est recentrifugé a P00 g pendant 50 minutes a 4°C pour précipiter agides
nucléiques. Le surnageant est ensuite dialysé contre le tampon phosphate (0.1M, pH 7) pendant
24h. Le dialysat, concentré par incubation avec le polyéthyléene glycol, constitue notre extrait
semipurifié de betdactamases et est répartie danstdbss eppendorf a raison de 200ul par

tube puis conservé-8 0AC jusqué”™ utilisation.
[1.3. Analyses quantitatives

[1.3.1. Analyses quantitatives des polyphénolgans les extraits bruts de fruits secs de

Terminalia chebula
1 Principe

Cette analyse est résde par la méthode de Fol@iocalteu, décrite par Vuorela (2005)
et ameéliorée par Li et ses collaborateurs (200& principe consiste en la réduction des acides

phosphotungstique et phosphomolybdique du réactif de -Edticalteu en présence de



polyphéols en un mélange bleu d'oxydes de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue

produite absorbant & 765 nm est proportionnelle au taux de composeés phénoliques oxydés.

1 Mode opératoire

A des concentrations finales croissantes du standard acide gélaqad 80 ug/ml) (Sigma
Aldrich, Allemagne) et @ es vol umes appropri ®s de sol ut
T.chebuladans diDMSO/eau2/8 v/v),est rajouté a chacurdeml de réactif de Foli€Ciocalteu
(Sigma Aldrich, Allemagne)Aprés 4 minutes uicubation, 800 pl de carbonate de sodium
(NaCOs 75 g/l) sont ajoutées. Apres agitation et une deuxieme incubation pendant 2 heures a
l'obscurité et a température ambiamés absorbances des mélanges sont déterminées a 765 nm
(spectrophotometr6ENESYE 2 D

1 Expression des résultats

Les r®sultats sont d®ter mi n®s "’ partir
concentrations dobéacide galliqgue et des abso
déoacide galli qguwe Epar mygg ddeesttrraaitt) . ( O

11.3.2. Analyses quantitatives des flavonoidedans les extraits bruts de fruits secs de

Terminalia chebula

9 Principe

Les teneurs eflavonoides des deux extraits de fruits sec3 @debulasont déterminées
par la méthode du trichlorr e d 6 al u mj) (Bahommet al; 2906F bmélioré par
Djeridane et ses collaborateurs (2006) dont le principe esL e trichl or usy e d
forme un complexe trés stable avec les groupements hydroxydes OH des flavonoides. Ce
compl exe j aune absorbe " 430 nm; Léabs

flavonoides.

1 Mode opératoire

A des concentrations finales croissantes du standard quercétine (2 a 16 pg/méset a
vol umes appropri ®s dits sessad .chébulaans dlDM&@/eat(2/8a i t s
viv),est rajout® a chacune JAlICwul 8 Wprés agitatidmleto r u r
incubation pendant 30 min a I'obscurité et a température ambemadsorbances des mélanges

sont déterminées a 43@n.



1 Expression des résultats

Les r®sultats sont d®ter mi n®s ) partir
concentrations de la quercétine et des absorbances relatives. lls sont exprimés en microgramme

équivalent de quercétine par milligraram d 6 gt EE&Qi/ tmg dobéextr ai t ) .

[1.3.3. Analyse quantitative des protéines dans lesextraits semipurifiés de beta

lactamases

1 Principe

Le dosage de protéimst réalisé selda méthode de Bradford (1976) améliorée par Macart
et Gerbaut (2 8) Aont leprincipe est en présence du réactif de bleu de Coomassie, les résidus
dbacide amin®s basiques (arginine, histidi
protéines forment avec ce pigment en milieu acide un complexe qui alEsdBbnm,

proportionnellemend la quantité de protéines existante.

1 Mode opératoire

A des concentrations finales croissaestes
vol umes ap p itsap beida@tamaded sempitirifiéa, est rajouté a chacune 2 ml de
réactif de Macart composé de 0,004 % (p/v) de bleu brillant de Coomassie G 250, 4 % (v/v)
déo®t hanol © 96 %, 0,003 % (p/v) Ap&agtationl 0 %
et incubation pendant 10 min a l'obscurité et a température amblastabsorbances des

mélanges sont déterminées a 595 nm.

1 Expression des résultats

Les concentrations des prot ®i nes sont ca
do ®t al onn amgceon des @c@tragiams de BSA et des absorbances relatives. Elles

sont expri mPRes en mg ppurdi¢éd® betdaceemgsesr ml dobéext

II.4. Détermination du type de betalactamases

Les betdactamines souvent utilisés comme substratsedalactamases, absorbent dans
l'ultraviolet (235320 nm). La perte de ce caractére en présence de ces enzymes est mise a profit
dansla détermination du type de bdtatamases


http://fr.wikipedia.org/wiki/Nanom%C3%A8tre

1 Mode opératoire

Les betdactamines utilisés comme substrat dans cétigeésontia pénicilline G( &knn=
560Mlcm™); la céphaloriding Zbnm= 1000 Mt.cmi') , | 6 i (Mkbnp=e9006 M'.cn?) et
| dazt (®benn ML),

En pratique, & des volumes suffisants pour 650 pl de tampon KEpesM; 150mM
NaCl; pH 7,2; 5 ug BSA/ml, 0.0005% Zn)xont rajoutés des concentrations croissantes finales
de pénicilline G (18100 pM), de céphaloridine (0 OM) |, d 6 r180i yMpou me |
déaztr eddOguM). ( 1Apr s homog®n®i sati on, 400l (
lactamases sont par la suite rajoutés. Aprés une deuxieme homogénéisation manuelle,
| 6®volution de | 6absorbance des milieux r ®a
260, 299 et a 320 nm, respectivem@piectrophotometre Shimadzu V8 R 0

1 Expression des résultats

Les vitesses initiales de réaction sont a chaque fois nenép¥min puis converties en
pmol/mg/min. Les valeurs des constantes de Michaekg éKdes vitesses maximal@én ou
Activité spécifiqgue)espectifs sont détermia@ partir des courbes de lineweaver Burk tracées
en fonction de | 6inverse des concentration
relatives grace au logicielSIGMAPLOT 12.0» auquel le module de pharmacologignzyme

Kinetics 1.3» a étéajouté.

[1.5. Mises en évidence des classds betalactamases

Selon Ambler, il existe quatre classes de fettamases: A, B, C et DLes activités
catalytigues des cl asses A, C et D revienn
serinedel eur site acti f Rke@laciamadsgsceliepedalclasaetBiewent s er i
essentiellement un ou deux atome de zi meétalidbetaa f act
lactamasesLes enzymesela cl asse A sont fort e amgonetmais nhi b
pas par | 6EDTA. Les enzymes de | a classe B
par | 6acide clavul anique. Les enzymes des
clavul ani gue ni p aparconiréhilbe pale Na@(Pairél et BlssdenanD, e st
2 0 Q Qe)profil inhibiteur est mia profit pour mettre en évidence #as®s de betdactamases

contenues dans nos extraits s@miifiés (Ambler, 1980, Gautier, 2007).



1 Mode opératoire

Dans une premiére étape, a dekinees suffisants pour 650 pl du méme tampon Hepes,
nous rajoutons des concentr at5i0on@&M)c;r od-sEMTA
100 mM)oudeNaCl(td 00 mM) . Apr s addition successi
de betdactamase a partite A.baumanniou deP.aeruginosat homogénéisation manuelle, et
de 80uM (concentration finale) de céphaloridine puis une deuxieme homogénéisation manuelle,

| 6®vol ution de | 6absorbance des milieux r ®a
1 Expression des résultad

Les vitesses initiales de réaction sont a chaque fois netég8/min puis converties en
pmol/mg/min. Les résultats sont expriméesendCl a concentration i nhi
enzymatique) déterminées a partir de la cotndméeen fonctionde: -Log [molécule ou extrait
testé] et de Logit. Le Logite®®gal e au | og natur el du pour ce|l
moins | e pourcentage doéi nhPomhibitiony.he ppurcentaget = L
déinhibition est ®gal ~ |1 6unit® moinserl e r a

pr ®sence de | 6inhibiteur fois 100.

Dans une deuxi me ®pudfig de betdabtanbse d Padixdesrdaux t s
mémes souchesont rajoutés a des volumes suffisants pour 650 pl de tampon Hepes contenant
une concentration finales proche ld&éslodCe | 6 aci de c¢| avoulda NaCu e,
Aprés homogénéisation manuelle, on rajoute de la céphaloridine a des concentrations
croissantes finalesde®0 OM et on suit | d6®volution de |
a 260 nm.

1 Expressiondes résultats

Les vitesses initiales de réaction sont a chaque fois netégd/min puis converties en
pmol/mg/min. Les valeurs des constantes de Michaehg éKdes vitesses maximal@én ou
Activité spécifique) sont déterminés a partir des courbes de lineweaver Burk geEeau
logiciel « SIGMAPLOT 12.0» auquel le mdule de pharmacologieknzyme Kinetics 1.3 a
été ajouté.
Il I . 6. Essais doéi nhi bi fartoois fladoaoidesdlea c t i v i

commerceet deux extraits defruits secs deTerminalia chebula

Loobjectif de ces essali smieesrnt Il iaeuni skd uvem

inhibiteur de trois flavonoides de commene®(in hydratemyricétine, rutine trihydrate) et des



deux extraits de fruits secs lechebulas et en second | ieu | e type
mol ®cul es qouuiers ddabve frfeentt idnhi bi teur de | dact
semipurifiés de betdactamases.

1 .6. 1. Mi se en ®vidence dbébun ®ventuel effe
1 Mode opératoire

A des volumes suffisants pour 650 pl du méme tampon Hepes, on rajoute desrabanent
croissantes finales de morine {100uM), de myréciting10-80 uM), ou de rutine trihydrate
(208 0 OM) ou doext r dichesula®® ugiml) préalaslemerdisssuts dams
| 6eau di duDMBO/ ®a (14 Wvaat dans du DMSCEau (1:10viv), dans | 6o
Apr s homog®n®i sati on marifiéude lbdtdactamabed Opartir dlé e x t
A.baumannii ou de P.aeruginosa sont par la suite rajoutés. Aprés une deuxieme
homogénéisation manuelle, on rajoute 80 UM (conceofrdinale) de céphaloridine et on suit

| 6absorbance du milieu r®actionnel " 260 nm
1 Expression des résultats

Les vitesses initiales de réaction sont a chaque fois netégd/min puis converties en

umol/mg/min. les résultats sont exprimés ep ddeterminées a partir de la courbe ldgdg.
1.6.2.Miseen ®vidence du type doéinhibition
1 Mode opératoire

Di x microl it rmsfiésdd etactanamses & partileAnbaumanniiou de
P.aeruginosa sont rajoutés a des volumes suffisants pour 650 pl du méme tampon Hepes
contenant wune <concentdgodetmomne def myreatihee sle rgtineo ¢ h e
trihydrate ou de | 6 extr aiitd sean ®eTlerebula IAprasu e 0
homogénéisation manuelle, on rajoute de la céphaloridine & des concentrations croissantes

finalesde 180 OM et on sui-¢t | 6®v ol ution de | 6absc
1 Expression des résultats

Les vitesses iniles de réaction sont a chaque fois notegA/min puis converties en
pmol/mg/min. Les valeurs des constantes de Michaelig @des vitesses maximal@én) et
des const ant g sontdiédrmmnes alpartir deocowsbeq d&lineweavertBudes
grace au logiciel SIGMAPLOT 12.0» auquel le module de pharmacologienzyme Kinetics

1.3» a été ajouté.



.7.Recher che déffatpotemialisatetirde | | dacti vit® &
de | 6i mi p e exiraitsede fpuisrsecd dél'erminalia chebula

Des colonies bactérienne Adbaumannbu deP.aeruginosan phase de croissance ont
®t ® transf ® ®es dans des tubes contenant d
turbidité voisine a celle de Mc Farland 0.5. Par la suite, dessarémtiéres de gélose Mueller
Hinton préalablement coulé dans des boites de @déteté ensemencées par cette suspension
microbienngp ar | a t ec hni g.Deux disquesde tomindrce contenang ahacun
100¢g d 6 iomhétépappliqués esues surface ensemencéam de ces deux disques a
été supplémenté par la suite de 1500dug e x t r ai t s m®t hanol i gue ou
T.chebula,préalablement dissouts dans du DMSO/EAU1Q v/v). Les boites sont ensuite
incubées pendant 24 h a 17.

Parall | ement ” ce test, nous avons r ®¢
éventuelle activité anthacterienne anth.baumannietanti-P.aeruginosaDes disques de 6mm
de diamétre de papier wattman stérilisés est supplémentés de 1500 @gOet 30g dod e x t
méthanoligue ou aqueux de fruits sec3 adebulgar disque, ont été appliqués sur des mémes

surfaces de gélose ensemencées. Les boites sont ensuite incubées pendant 24 h a 37 °C.
1 Expression des résultats

Aprés 24h d'incubation a3 7° C, |l es diam tres des zones

millimétres.
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|. Résultats

I.1. Détection phénotypique danétallo-beta-lactamasespar le test CDT

Lamseenévdence ddébune rr®sistance 7 | 61 mi pe
disparation de cellei, sont réalisées chez dix souchésigues par le test CDT{Combined
Disk Test Imipenem&DTA) qui consiste en 6i ncubati on de <ces de
d6éi mi pseenulmeet doéi mi pen me pelsu sz oEnDeTsA .d 6Lian hciobmyg
suite © | 0apprab.3cnontre que lescs@ichdsmetdbacertbaumanniAl) et
Pseudomonas aeruginog@l)isoléeset identifiées awmiveau du laboratoire de mabiologie
du CHU de Sétifr ®si stent ~ | 6i mi pen me (diam tre de
respectivement) contrairement aux souches restantes (diamétre confondue sup8énenj.a 2
Lorsqudon r aj cettetrésistahae edt Suon@Ap | 6i mi pen me ch

premi res souches (les zones do6éinhibition

respectivement). Chez lerestedesseush | es =z ones dpoesquenlds mé&ntes o n
(Fig. 16).
Tableau3: Diamétredes zones6 i nhi bi ti ons (mm) par | 6i mi pen me

d6EDTA (19000g) de la croissance des bact®ries

Diam tre de z

code Souche testée Sour ce dImipinéme Imipinéme +
EDTA
P  Pseudomonas aeruginos  CHU deSétif 12 24

A1  Acinetobacter baumanni  CHU de Sétif 8 25. 5
E1 Escherichia coli CHU de Setif 30 33
K1 Klebsiella pneumoniae CHU de Setif 39 4 2

K2 Klebsiella pneumoniae Hopital de Biskra 4 2 44.5
E2 Escherichia coli Hopital de Biskra 30 34
S Serratiamarcescens Hopital de Biskra 26 29
Es Escherichia coli Hopital de Biskra 38 41
P2 Pseudomonas aeruginos H* pi t all C 30 32

P:  Pseudomonas aeruginos H* pi t al ¢ 29 31




Pseudomonas Acinetobacter Escherichia Klebsiella
aeruginosa(P1) baumanii (A1) coli (E1) pneumoniae (K1)

Klebsiella Escherichia Serratia Escherichia
pneumoniag(K2) coli (E2) marcescens(S1) coli (E3)

Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa (P2) aeruginosa (P3)

Figure. 161 es zones doi nhi lbasbdctériesstestdsar GElase MuelleriHstera n c e
apr s 16 " 18 h déincubalti 0ch0®g) pet®send@i ohidp enn p
(21900 pg). IMP=imipenéme.



l.2. Analyses quantitativesdes extraits bruts

|.2.1 Extrait brut de fruits secs deTerminalia chebula
[.2.1.1 Rendement

Deuxextraits méthanolique et agueux ont été préparés cleapartir de 30 gr de broyat
de fruits secs dé&.chebula par macération et par décoction, respectiveniesd quantités de
| 6extrait m®t hanoli quel@&.t0imgateuke ®t m.iehtg,de
rendements do eaiRtde&3cshet b8, gespedcivemanta®. 4).

1.2.1.2 Analyses quantitatives des polyphénols

Les teneurs en polyphénasx pr i m®es en Ogsof dé@immées pad e x t r
méthode de FolWCi ocal t eu qui consi st e opries de 8alution u b a't
doextraits et du standar d (Qocaitet et legadonate deu e )
sodium, puis en |l a Il ecture de | 6absorbance
déterminées a partitel 6 ®qu at iubatracke nl d oncti on des conce
galliqueet des absorbances relatives. Gelle ne passe pas par | 6ori
est presque | in®aire dans | 0intRBrva)@®eo de
17).Cest eneur s sont d=3.081atal962 r &y BAS/MmE, TeSpedivement

dans | 6extrait aqueuxTabd). | 6extrait m®t hanol
1.2.1.3. Analyses quantitatives dedlavonoides

Les teneurs en flavonoidesx pr i m®es en O gsonEdetérmigées hdiee x t r a
m®t hode de trichlorure déaluminium qui con
solutond 6extraits et du dettamndhl dr urgguicedda@ectorerrei)u m
de | dabsorbance du m&lda oeg tenelurs dét&rhimees.a pdlde s Vv ¢
| 6 ®quati on denfdndiondes concendrations de ta@ueercetine et des absorbances
relatives. Cellec i ne passe pa-B06Y mais elleGest presque hingairg dans
| 6i nt er v afratioea dudsendarcbrappoet®(= 0 ) (#ig.718). Ces teneurs sont de
| 6or dr e 0469 eB839.268 6 BLY EQ/mg respecti vement, dans
dans | 6extr aliad.4).m®t hanol i que (



Tableau.4Rendement s ( %) d o ewettpardécdctioroentenpuasren polgphéBasd t i o

EAG/ mg d dteer flavonoides§y E Q/ mg défriits secsadelictebulales valeurs
sont la moyenne de trois essais = SD.

Rendement d Teneur en polyphénols Teneur en flavonosl

Macération Deécoction Ext.Méthanoligue Ext. AQueux Ext.Méthanoligue Ext.Aqueux

53. 5 58. 7 49t2. 856513 £t39@& 37.BD6R7 39.HB6E

1.8
1.6

y =0,008% + 0,027
R2=0,999

1.2

0.8 -
0.6
0.4 -
0.2

0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200

Kg acide gallique/ml

Absorbance

Figure.17 : Droite d'étalonnage traeén fonction des concentrationsoi ssant es dobaci

des absrbances relatives ®3nm (Moyenne + SD de trois mesures).

1.600 -
i y =0,09%- 0,061
1.400 R2=0,997
8 1.200 -
£ 1.000 - .
2 0.800 -
(@]
2 0.600 -
<
0.400 -
0.200 -
0.000 : : : )
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Ug quercétine/ml

Figure.18 Droite d'étalonnage trae@n fonction des concentration®issantes de la quercétine esd
absorbances relatives a 430 nm (Moyenne + SD de trois mesures).

d e



[.2.2. Extraits semipurifiés de betalactamases
1 Analyse quantitative des protéines

Deux extraits sempurifiés de beth act amases ont ®t ® obtenu
(extraits bruts) de culots cellulaires bactériensdeex isolats cliniquesA.baumanniet
P.aeruginos, ceci suite a un traitement par la streptomycine, une centrifugation, une dialyse et

une concentration de ces extraits bruts.

Les teneurs emrotéinesexprimées en mg/msont déterminées pda méthode de

Bradford (1976)améliorée par Macart et Gerbaut (298] u i consi ste en

d 6 ® ¢ h a det extraitsetnda standard (BS#\ec le réactif de Macanpuis en la lecture de

| 6absorbance du m®l ange ° 595nm. det & ®galae¢ w0
de la courbe tracéen fonctiondes concentrations de la BSA et les absorbances relatives. Celle

Ci ne passe pabd. pPpacé) | dars gehee(bst presque
concentration du standard rappof £ 0 ) (¢ig.%59). Ces teneur s7%edbnt d
89mg/mr especti vement dans | dextr ai tAbauemmamhi pur

et deP.aeruginos.

1.2

y =0,704&- 0,026
R?=0,996

Absorbance
o
(@]
|

Figure. 19 : Droite d'étalonnage tracéa fonction de concentration croissante de BSA et les
absorbances relativessa8 nm (Moyenne + B de trois mesures).



|.3. Détermination du type de betalactamases

Apres mise en présence de concentrations croissantes des différents antibiotiques
substrats avec 10d e x t r apurifié aspartin deA.baumanni et conversion des vitesses
d 6 h y serratativgs de ces substrégy. 2 §) une représentation graphique de Lineweaver
burk est réalised1l/V = f ( A[S]) (Fig. 2 L les valeurs de la constante BlichaelisMenten
(Kvy) d®t ermi n®es ~ partir dsontl d PpASI7SDUMM de c
cellesdesvitesss maximales sont 80.64; 133.33; 47.62 umol/mg protéinia/ respectivement
dans le cas de pénicilline Gde la céphaloridinetd e | 6 i n{Tap.&)n  me

La reproduction du m° me pr oni-pudfié b gartiredg p ®r i
P.aeruginos (voir Fig. 20) montre que celuti interagit avecla pénicilline G et la
céphaloridine a des constantes de Michddbstende 20et 33.33 uMet les hydrolyse des
vitessa maximales de 113.6%t 497.51umol/mg proténeimi n , danwirFigddktdr e (
Tab. 5).

. Mises en évidence des classds betalactamases

Dans wune premi re ®tape, et apr s mise
clavul anique, dOEDTdAEe x 6 u gdrifié apaiaie Abavmannijetl 0 O
addition, dans chaque cas, de concentrations rmalaires croissantes finales de
c®phaloridine, |l es vitesses dohydrolyse rel
graphiques de Lineweavburk(Fig. 2 P les valeursle la constante ddichaelisMenten(Kw)
déterminées sontl5.38 et 28.98 UM ; celles des vitesss maximales sont 134.13et
129.52umol/mg protéinehin, respectivementdanslecaddé aci de cl avul ani gt
(Tab.6).

Dans une deuxieme étapedapr oduct i on du m° me protocol e
semipurifié a partir deéP.aeruginog montre que les valeurs desKle celuici en présence de
| 6aci de clavul ani gue 0:84.61.e33.516tBII5uM; celies ddsu N a
v i t e s srelysemdvontalg dont526.31; 487.80et5 Opbnol/mg protéinghi n, dans | 0
(voir Fig. 2 2tTab. 6).






