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Résumé :

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement apres leur introduction dans
le traitement des maladies infectieuses. L’émergence de cette résistance est accélérée avec un
impact croissant sur la santé humaine surtout en milieu hospitalier ou la gravité est liée a

I’apparition des bactéries multi résistantes.

Parallelement a 1’utilisation massive des [-lactamines dans le but de 1’antibiothérapie
sélectionnant, les B-lactamases bactériennes ont évolué vers la diversification, I’élargissement
de leur spectre d’activité, et leur diffusion vers de nombreuses especes d’entérobactéries et de

bacilles non fermentant.

Un inhibiteur de béta-lactamase est une molécule ayant pour caractéristique d'inhiber
les enzymes de type béta-lactamase. Cette fonction est utilisée en pharmacologie a fin

d'accroitre le specter d'activité des antibiotiques de la classe des béta-lactamines

Les plantes médicinales sont tres efficaces dans le traitement de nombreuses maladie ont
utilisant soit leur huille essentielle ou leur extrait comme notre cas des deux plantes: Syzygium

aromaticum et Eucalyptus globulus.

Les mots clés : béta lactamase, résistance bactérienne, inhibiteurs, plantes médicinales




Abstract :

Bacterial resistance to antibiotics appeared quickly after their introduction in the treatment of
infectious diseases. The emergence of this resistance is accelerated with a growing impact on
human health, especially in hospitals where the severity is linked to the appearance of multi-

resistant bacteria.

Along with the massive use of B-lactams for the purpose of selective antibiotic therapy, bacterial
B-lactamases have evolved towards diversification, broadening of their spectrum of activity,

and their dissemination to many species of enterobacteria and non-fermenting bacilli.

A beta-lactamase inhibitor is a molecule having the characteristic of inhibiting beta-lactamase-
type enzymes. This function is used in pharmacology to increase the specter of activity of

antibiotics of the beta-lactam class.

Medicinal plants are very effective in the treatment of many diseases using either their essential
oil or their plant extract as in our case of the two plants: Syzygium aromaticum and Eucalyptus

globulus.

Key words: beta lactamase, bacterial resistance, medicinal plant inhibitors
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Introduction



Introduction

Les antibiotiques ont longtemps été considérés comme des armes parfaites qui éradiquent toute
maladie infectieuse d'origine bactérienne. Toutefois, l'utilisation abusive de ces composés dans
le domaine médical a eu pour conséquence l'apparition progressive d'une multitude de
résistances chez les microorganismes. Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés
en clinique. Chez les bactéries a Gram négatif, la résistance bactérienne aux B-lactamines est
due principalement a la production d'enzymes (-lactamases) capables d'hydrolyser 1'anneau 3-
lactame commun a cette classe d'antibiotiques. Plus de 250 B-lactamases différentes ont été
isolées jusqu'a ce jour. Les compagnies pharmaceutiques ont développé de nouveaux
antibiotiques résistants aux P-lactamases et des inhibiteurs de B-lactamases pour contrer le
probleme de la résistance aux PB-lactamines sans succes définitif. En effet, de nombreuses -
lactamases résistantes aux inhibiteurs ou capables d'hydrolyser les nouvelles molécules, ont été
isolées. Dérivant par mutation de pénicillinases et appelées pour cette raison TEM résistantes
aux inhibiteurs (IRT), ces enzymes se caractérisent par une activité hydrolytique réduite pour
les amino-, carboxy- et ureido-pénicillines. Elles ont également une interaction altérée et une

faible affinité pour les inhibiteurs compétitifs des B-lactamases, tel ’acide clavulanique

Aujourd’hui, la résistance bactérienne aux antimicrobiens est un grave probléme de santé
publique mondial qui progresse tres rapidement. L.’ére post-antibactérienne du 21éme siecle est
prévue par I’OMS. Malgré sa mobilisation, le nombre de victimes « mortalité, morbidité » ne
cesse d’augmenter, avec des prévisions de plus en plus pessimistes. Elle prévoit qu’en 2050,
les maladies infectieuses résistantes aux antimicrobiens seront la premiere cause de déces par
maladie. Il serait question de plus de 10 millions de morts par an dans le monde contre 700 000

actuellement, c’est-a-dire plus que le cancer.
Le manuscrit relatif a ce travail seulement bibliographique, s’organise en quatre chapitres :

e Chapitre 1 : Aspects généraux sur la résistance des microorganismes aux antibiotiques
* Chapitre 2 : Généralités sur les Metallo-Béta-Lactamases
* Chapitre 3 : Les inhibiteurs de béta lactamases

* Chapitre 4 : Plantes potentiellement inhibitrices de MBL




Chapitre 1 : Aspects généraux sur la
résistance des microorganismes aux

antibiotiques



Chapitre 1 : Aspects généraux sur la résistance des microorganismes aux antibiotiques

1. Définition de la résistance aux antibiotiques :

Un micro-organisme est considéré « résistant » lorsque sa concentration minimale inhibitrice
(CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches
de la méme espece. Les CMI ciblées pour une sensibilité, une sensibilité intermédiaire
ou une résistance microbiologique pour chaque espeéce de  bactéries et pour chacun
des antibiotiques sont déterminées par un laboratoire indépendant, le Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI) est mis a jour régulicrement (Rakki, 2019).

Il est bien connu que cette résistance pourrait étre due a des facteurs anthropiques sous forme
d'antibiotiques utilisés dans les cliniques et dans le secteur agricole. Compte tenu de cela, le
sol était sélectionné pour identifier les bactéries résistantes aux antibiotiques et pour

approfondir la transformation (Waghmare et al., 2020).

A B

117177
\
OO 00O

QBactérie résistante
{Bactérie tolérante

Figure 1: Principe de résistance bactérienne (DJF, 2021)
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2. Support génétique de la résistance bactérienne:

La résistance bactérienne a un antibiotique est d’origine génétique. Les genes de résistance se
trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans un élément mobile,

comme les plasmides, les éléments transposables ou les intégrons (Armalyte et al., 2019.
3. Différents types de la résistance bactérienne:
3.1. Résistance naturelle ou intrinseque

Les geénes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractere présent chez toutes les souches appartenant aux mémes especes
(Rakki, 2019). Elle est une caractéristique propre a une espece bactérienne donnée, liée au «
fond génétique : ADN » de I'espece. On parle alors du caractere normal ou « sauvage » du
comportement (ou du phénotype) de l'espece vis-a-vis des antibiotiques (Metchaim et al.,
2017). Elle est stable, transmise a la descendance (elle a pour support génétique le
chromosome bactérien) mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un mode horizontal

(Batatia et al., 2017).
3.2. Résistance acquise:

Les bactéries peuvent développer de la résistance a un antibiotique sensible, ce qui implique
des changements génétiques. Cette résistance est instable. Ces changements peuvent étre de
deux types : soit une mutation, soit acquisition de geénes par un autre micro-organisme
(Rakki, 2019). Propre a certaines souches ayant, par rapport a l'espece a laquelle elle
appartient, un comportement vis-a-vis des antibiotiques (ou phénotype) « anormal » qui est le
résultat de modifications génétiques, Chromosomiques : secondaires a une mutation portant
sur le chromosome, ou extra-chromosomiques : par acquisition de genes le support est un

plasmide ou un  transposon ou intégrons acquis par conjugaison ou plus rarement par

transduction (Armalyte et al., 2019).
4. Les méchanismes de résistance :
4.1. Les méchanismes génétiques de la résistance acquise :

Le potentiel génétique d’une bactérie est constitué du chromosome et d’un ou de

Plusieurs gonophores facultatifs et extra- chromosomiques, les plasmides. Des genes
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sont également portés par des éléments génétiques transposables et par des intégrons.
Une bactérie peut ainsi acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands
mécanismes génétiques. L’un a pour support le chromosome et définit une résistance
chromosomique, l'autre a pour support les plasmides ou les éléments transposables ou
les intégrons et ils définissent une résistance extra- chromosomique (Armalyte et al.,

2019).
A) La résistance chromosomique

Elle résulte d’'une mutation. C’est un phénomene rare, di au hasard. Il n’est pas
provoqué par la présence de I’antibiotique. Mais I'antibiotique révele la mutation de
résistance en sélectionnant les bactéries mutantes résistante (ou plus exactement, en
détruisant les autres bactéries de 1’espece, celles restées sensibles a 1’action de
I’antibiotique). C’est un phénomene indépendant : I’apparition d’une mutation ne
favorise pas 1’apparition d’autre mutations de résistance a d’autres antibiotiques. La
probabilité de deux mutations simultanées est donc tres faible. Cette indépendance des
mutations constitue un des meilleurs arguments pour justif ler [’association des
antibiotiques. Elle est transmissible ; elle est permanente et a donc un caractere
héréditaire (transmission sur un mode vertical de bactérie - mere a bactéries filles).
Toutes les mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’une protéine
structurale ou enzymatique et une bactérie mutée est souvent contre - sélectionnée en

I’absence d’antibiotique (Batatia et al., 2017).
B) La résistance extra-chromosomique (plasmides) :
Deux faits expliquent l'importance de la résistance plasmique :

1/ la résistance plasmique est liée a la synthese de protéines additionnelles et non a
une modification des constituants normaux de la bactérie. Les bactéries porteuses de
plasmides sont normales alors que les bactéries résistantes par mutation sont souvent
fra glissées. Aussi les bactéries porteuses de plasmides ne sont pas ou peu contre -

sélectionnées en 1’absence d’antibiotique.

2/ de nombreux plasmides de résistance sont conjuguais ou mobilisables ce qui permet
un transfert horizontal ; ces transferts sont a 1’origine d’une dissémination tres

importante de la résistance au sein des populations bactériennes ce qui fait qualifier
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la résistance plasmique de "contagieuse ou d’infectieuse". Les plasmides de résistance
sont susceptibles d’évoluer par acquisition ou pertes successives de déterminants de
résistance portés par des éléments génétiques transposables. Les éléments génétiques
transposables  permettent la  dissémination de geénes entre des  bactéries
phylogéniquement éloignées en permettant I'implantation d’un gene la ou celle d’un
plasmide échoue. Comme pour la résistance chromosomique, les genes de la résistance
extra- chromosomique ne sont pas induits par 1’utilisation des antibiotiques qui se
contentent de sélectionner les bactéries porteuses de tels geénes. Il est important de
noter que la résistance extra- chromosomique étant souvent une multi résistance,
I'utilisation d’un seul antibiotique va sélectionner des bactéries multi résistantes qui ne

sont pas contre sélectionnées en 1’absence d’antibiotique (Rakki, 2019).
4.2. Les méchanismes biochimiques de la résistance acquise :
Ils peuvent étre regroupés en trois grands types de mécanismes :

1/ diminution de la perméabilité (mutation affectant la structure des porines ou
diminuant la synthese des porines par lesquelles I’antibiotique peut pénétrer dans la
bactérie) et efflux actif :I’efflux repose sur une pompe insérée dans la membrane et
capable d'éjecter l'antibiotique hors de la bactérie grice un canal ; cet efflux conduit a

une diminution de la concentration intracellulaire de l'antibiotique

2/ modification de la cible des antibiotiques : ex. : modification des PLP :les PLP ou
"protéines liant les pénicillines" sont des enzymes qui catalysent 1’étape finale de la
biosyntheése du peptidoglycane (paroi bactérienne) et qui sont la cible des béta-
lactamines (en se fixant aux PLP les béta- lactamines les empéchent de jouer leur role

; la synthese du peptidoglycane est donc entravée

3/ Production d'enzymes inactivant les antibiotiques. Ex. : production de béta- lactamases
codées par des plasmides ou des éléments génétiques transposables (Batatia et al.,

2017).
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Cibles des Mécanismes de
antibiotiques résistance
Antibiotique .

- Efflux actif
Paroi ——p’
Membrane :
cytoplasmique
ADN bactérien Modification de
la cible
Ribosome Inactivation
| enzymatique
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: { \_ Imperméabilité
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|

|

Figure 2 : Différents mécanismes de la résistance bactérienne (Rakki, 2019)

5. Facteurs responsables de ’augmentation de la résistance aux antibiotiques :
1/ Pression sélective exercée par l'utilisation d'antibiotiques.

2/ Sur utilisation ou utilisation inappropriée des antibiotiques.

3/ Utilisation massive des antibiotiques en milieu hospitalier.

4/ Dissémination internationale de clones épidémiques résistants .

5/ Utilisation des antibiotiques dans l'industrie agroalimentaire.

N

D’abord, les bactéries se caractérisent par une capacité d’adaptation a leur
environnement, notamment par leur reproduction rapide, la fréquence de mutation
génétique  aléatoire et leur capacité a s’échanger du matériel génétique entre elles
L’utilisation d’antibiotiques exerce une pression de sélection sur les populations ,
bactériennes en favorisant la survie des bactéries résistantes. Celles- ci continuent a se
reproduire, en transmettant a leur descendance leurs genes de résistance, produisant
rapidement une génération de bactéries majoritairement résistantes (Armalyte et al.,

2019).
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6. Prevention de la résistance :

L’usage abusif ou excessif des antibiotiques accélere le phénomene de la résistance, de méme
que de mauvaises pratiques de prévention et de lutte contre 1’infection. On peut prendre des
mesures a tous les niveaux de la société pour réduire I’impact et limiter la propagation des

résistances (OMS, 2020.

6.1 Au niveau individuel :

Pour prévenir et combattre la propagation de la résistance aux antibiotiques, vous pouvez:

« n’utiliser ces médicaments que s’ils sont prescrits par un professionnel de santé
qualifié;

« ne jamais exiger d’antibiotiques si votre agent de santé vous dit que vous n’en avez
pas besoin;

« toujours respecter les conseils du soignant lorsque vous utilisez des antibiotiques;

+ ne jamais partager vos antibiotiques avec d’autres personnes ou utiliser les
médicaments qui vous restent;

« prévenir les infections en vous lavent régulierement les mains, en suivant les regles
d’hygiene pour la préparation de la nourriture, en évitant les contacts proches avec des
malades, en ayant des rapports sexuels protégés et en tenant vos vaccinations a jour;

o Préparer les aliments de facon hygiénique en respectant les Cinq clés pour des
aliments plus sains (les garder propres, séparer les aliments crus et cuits, bien les cuire,
les conserver aliments a une température adaptée) et choisir des aliments, notamment

les produits d’élevage sans antibiotiques (OMS, 2020).

6.2. Les responsables politiques :

Pour éviter et combattre la propagation de la résistance aux antibiotiques, ils peuvent:

* Veiller a mettre en place un plan d’action national robuste pour endiguer la
résistance aux antibiotiques.

* Améliorer la surveillance des infections résistantes aux antibiotiques;

* Renforcer les politiques, les programmes et la mise en ceuvre des mesures de

prévention et de lutte contre les infections.
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* réglementer et favoriser 1’usage rationnel et la mise a disposition de médicaments

de qualité;
 Diffuser les informations sur I’impact de la résistance aux antibiotiques (OMS, 2020).
6.3. Les professionnels de santé:
Pour prévenir et combattre la propagation de la résistance aux antibiotiques, ils peuvent:

* Faire de la prévention en veillant a la propreté des mains, des instruments et de
leur environnement.

* Ne prescrire et délivrer des antibiotiques que quand ils sont nécessaires, en
application des directives en vigueur.

» signaler les infections résistantes aux antibiotiques aux équipes de surveillance;

* parler a leurs patients de la prise correcte des antibiotiques, des résistances et des

dangers d’un usage abusif;

« Parler a leurs patients de la prévention des infections (par exemple, par la vaccination,
le lavage des mains, les rapports sexuels a moindre risque ou en se couvrant la bouche

et le nez pour éternuer) (OMS, 2020).
6.4. Le secteur des soins de santé:

Pour prévenir et combattre la propagation de la résistance aux antibiotiques, il peut investir
dans la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques, vaccins, produits de

diagnostic et autres outils (OMS, 2020).
6.5. Le secteur agricole:
Pour prévenir et combattre la propagation de la résistance aux antibiotiques, il peut:

* ne donner des antibiotiques aux animaux que sous controle vétérinaire;
* ne pas utiliser les antibiotiques comme facteurs de croissance ou pour prévenir les

maladies chez les animaux;
* vacciner les animaux pour réduire le besoin d’antibiotiques et utiliser des solutions

de remplacement a ces médicaments s’il en existe;

10




Chapitre 1 : Aspects généraux sur la résistance des microorganismes aux antibiotiques

* promouvoir et appliquer les bonnes pratiques a chaque étape de la production et de
la transformation des aliments d’origine animale et végétale;
* Augmenter la sécurité biologique dans les exploitations agricoles pour éviter les

infections en améliorant I’hygiene et le bien-étre des animaux (OMS, 2020).
7. Bactéries pathogenes résistantes :

En février 2017, I’Organisation mondiale de la Sant¢é (OMS) a publié une liste mondiale
«d’agents pathogenes prioritaires» résistants aux antibiotiques, énumérant les 12 familles de
bactéries les plus menagantes pour la sant¢ humaine. La liste de ’OMS comporte trois
catégories selon 1’'urgence du besoin de nouveaux antibiotiques: critique, élevée ou moyenne

(Navon et al., 2017).

Le groupe le plus critique comporte des bactéries multirésistantes qui représentent une
menace particuliere dans les hdpitaux, les maisons de retraite ou pour les patients dont les
soins imposent d’utiliser des dispositifs comme des respirateurs ou des cathéters sanguins. Il
comporte Acinetobacter, Pseudomonas et diverses entérobactéries (dont Klebsiella, E. coli,
Serratia, et Proteus). Elles peuvent provoquer des infections séveres, souvent mortelles, telles
que des infections sanguines et des pneumonies. Ces bactéries sont devenues résistantes a un
grand nombre d’antibiotiques, y compris les carbapénemes et les céphalosporines de troisieme
génération, les meilleurs produits disponibles pour traiter les bactéries multirésistantes. Le
deuxieéme et le troisieme groupe de la liste — les catégories de priorité élevée et moyenne —
comportent d’autres bactéries de plus en plus résistantes provoquant des maladies plus
courantes telles que la gonorrhée ou les intoxications alimentaires par les salmonelles

(Gygliet al., 2017).
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1. Aspect général sur les béta-lactamases :
1.1. Définition :

Les béta-lactamases (B-lactamases) sont des enzymes capables d’hydrolyser la liaison amide
du noyau [-lactame, cette réaction rend 1’antibiotique inactif. C’est le mécanisme de
résistance le plus courant chez les bactéries Gram-négatives (Poole, 2004). Les béta-
lactamases sont des hydrolases, appartenant a la famille d’enzymes EC 3.5.2.6 plus
précisément des amidases bactériennes qui catalysent I'hydrolyse de la liaison amide du
cycle béta-lactame des antibiotiques béta-lactamines pour générer des produits inefficaces
sur les bactéries. Leur biosynthese est codées par des genes chromosomiques et par des
genes plasmidiques donc transmissibles d’une bactérie a une autre et une fois
biosynthétisées, elles sont secrétées dans 1’espace extracellulaire chez les bactéries
Gram positif et dans l'espace  périplasmique chez les bactéries Gram-négatif. Chez
certaines especes bactériennes, l'exposition a un antibiotique béta-lactame peut
provoquer l'induction de leur production, entrainant des concentrations élevées de ces béta-

lactamases ce qui conduit a une résistance clinique (Palzakill, 2013) .

Les B-lactamases sont des enzymes d'inactivation de type sérine (SBL) (classes A, C et D) ou
métallo enzymes (classe B) dont les substrats sont des B-lactamines, constituant la principale
et la plus importante famille d'antibiotiques, pouvant étre classée en sous-groupes selon la
structure du noyau de base (péname, oxapéname, péneéme, céphéme, oxacépheme, azétididone
...... ). Les métallo-béta-lactamases (MBLs) appelées €galement béta-lactamases de classe
béta-lactamases de groupe 3 ou Zn-béta-lactamases, sont des enzymes qui requi€rent un ou
deux ions zinc pour hydrolyser le cycle béta-lactame des béta-lactamines. Elles ne
présentent aucune homologie structurale avec les SBLs mais possedent par contre un
profil substrats large. A I’exception des monobactames, elles hydrolysent une vaste gamme
d'antibiotiques béta-lactamines incluant les pénicillines, les céphalosporines, les
carbapénemes et les céphamycines, constituant ainsi une menace clinique énorme pour

l'antibiothérapie (Messama, 2019).
1.2. Classification :

Depuis la découverte des P-lactamases, plusieurs classifications ont été proposées. La

premiere classification, établie par Sawai et al. (1968), permettait de décrire les pénicillinases
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et les céphalosporinases. D’autres classifications sont basées sur des parametres biochimiques
tel que le profil de substrat (Richmond et al., 1973), le point isoélectrique (Sykes et al., 1976

; Bush et al., 1995). Actuellement, deux classifications sont adoptées.

La premiere, proposée par Ambler en 1980, est structurale et est basée sur l'identité et la
structure moléculaire du site actif de 1'enzyme. La deuxieme, fonctionnelle, a été initialement
décrite par Jack et Richmond en 1970 pour ensuite étre modifiée par Bush en 1995. La
version récente propose de classifier ces enzymes en fonction de la spécificité de substrat et le
profil d’inhibition par le clavulanate. Cette classification phénotypique des Plactamases pose
cependant un probléme puisque différentes mutations ponctuelles peuvent influencer leurs

susceptibilités aux substrats et inhibiteurs (Thomson et al., 2000).
1.2.1 Classification d’Ambler :

C’est une classification moléculaire basée sur I'homologie des séquences peptidiques des [3-
lactamases. Elle est divisée en 4 classes : A, B, C et D. Les classes A, C et D posseédent un
résidu sérine au niveau de leur site actif alors que la classe B est une métallo-f-lactamase qui

a un ion zinc dans le site actif (Jacoby et al., 2005).

La classe A comporte des enzymes qui sont des pénicillinases et des céphalosporinases
fréquemment codées par des plasmides et des transposons (Bonomo et al., 1999) et sont
fortement inhibées par I’acide clavulanique (Monnaie et al., 1993). La classe B comporte des
enzymes de poids moléculaire entre 25 et 118 KDa avec des pl entre 2,5 et 10,5 (Philippon et
al.,, 1998). Ce sont des pénicillinases, des céphalosporinases, des Oxacillinases et des
carbapenemases chromosomiques et plasmidiques. Elles ne sont pas inhibées par 1’acide
clavulanique mais plutot par des agents chélateurs comme I’EDTA, les O-phenanthrolines et
I’acide dipicollonique (Hernandez-Valladares et al., 2000). La classe C comporte des
enzymes de poids moléculaire compris entre 29 et 43 KDa avec un pl entre 6,8 et 10
(Matagne et al., 1999). Ce sont des enzymes qui dégradent les céphalosporines. Elles sont
codées par des chromosomes et ne sont pas inhibées par I’acide clavulanique (Monnaie et
Frere, 1993). La classe D représente des enzymes de poids moléculaire entre 23 et 44 KDa
avec un pl de 8,2 a 8,6. Ce sont des enzymes chromosomiques et plasmidiques (Buynak,
2006) qui hydrolysent 1’oxacilline (Babic et al., 2006). Elles ne sont pas inhibées par 1’acide

clavulanique, mais sensibles au NaCl. Les OXA Blactamases de 1’ Acinetobacter baumannii et
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Pseudomonas aeruginosa représentent le groupe le plus répandu qui se propage de maniere

rapide (Walther-Rasmussen et al., 2006).
1.2.2. Classification de Bush, Jacoby et Medeiros :

La classification biochimique la plus complete et la plus récente est celle de Bush et al.
(1995). Elle divise les B-lactamases en 4 groupes en se basant sur le profil hydrolytique
(profils du substrat et de 'inhibiteur) d’une part et la structure primaire en acides aminés
d’autre part. C’est une réorganisation des classes proposées par Ambler. Le groupe 1 regroupe
les enzymes qui hydrolysent les céphalosporines non inhibées par 1’acide clavulanique. Il
correspond a la classe C d’Ambler. Le groupe 2 est constitué de pénicillinases, de
céphalosporinases, de B-lactamases a spectre large, d’Oxacillinases et de carbapenemases. Ces
enzymes sont inhibées par I’acide clavulanique et correspondent aux enzymes appartenant aux
classes A et D d’Ambler. Le groupe 2 contient le plus grand nombre d'enzymes et est
subdivisé en sous-groupes en fonction du profil des substrats (Bonomo et Rice, 1999). Le
groupe 3 comporte des métallo-enzymes qui ne sont pas inhibées par 1’acide clavulanique.
Elles correspondent a la classe B d’Ambler. La plus remarquable propriété de ces enzymes est
leur capacité a hydrolyser les carbapéneémes. Le groupe 4 regroupe des enzymes qui ne sont

pas encore caractérisées surtout sur le plan structural (Bush, 2001).
2. Métallo-B-lactamases ou Carbapenemases de classe B (MBL) :
2.1. Caractéristiques générales des Métallo-p-lactamases :

Une des stratégies employées par des souches bactériennes pour résister au B-lactamines est
l'expression des Métallo-B-lactamases exigeant Zn>* pour 'activité. Dans les derniéres années,
de nombreux nouveaux [-lactamases de zinc ont été décrits et plusieurs pathogenes sont
maintenant connus pour synthétiser les membres de cette classe. Outre l'inactivation par des
chélateurs de métaux, tous les Métallo-B-lactamases a des caractéristiques fonctionnelles
supplémentaires, y compris l'activité carbapéneémase puissant, résistance aux inhibiteurs de [3-
lactamase (acide clavulanique et sulfones), et absence d'activité contre monobactames.
L'activité contre d'autres Plactamines différents entre les Métallo-B-lactamases, et une
spécificité substrat pourrait varient d'une gamme étroite (par exemple, CphA Métallo-f3-
lactamase de Aeromonas hydrophila), a une gamme étendue (Par exemple, le VIM de type
Métallo-Blactamases, ce qui peut dégradent presque toutes les classes des B-lactamines en

dehors de la monobactames). Activité carbapénémase, résistance aux inhibiteurs et le
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potentiel de transfert horizontal sont cliniquement les caractéristiques les plus inquiétantes des

Meétallo-Plactamases (Rakki, 2019).
2.2. Diversité et classification des Métallo-p-lactamases :

Selon la classification structurale des B-lactamases les Métallo-B-lactamases fait partie de la
classe B, avec trois grandes sous-classes, ces enzymes ont une importante diversité interne.
Les membres des different sous-classes differe non seulement dans leur haut degré de
diversité de séquence, mais aussi dans la structure de leurs sites actifs. Dans les enzymes des
sous-classes B1 et B3, le site actif contient deux ions de zinc; chez les membres de la sous-
catégorie B2, il ne contient qu'un seul, ce qui expliquant le substrat étroit spécificité de cette
sous-classe. Chaque sous-classe a plusieurs différents types de Métallo-f-lactamase, dont
beaucoup ont allélique de plusieurs variantes. Une valeur de la diversité d'acides aminés d'au
moins 30% est utilisée comme une coupure pour classification d'une nouvelle Métallo-
Blactamase. Les métallo-B-lactamases sont codées par des genes qui soit font partie du cadre
chromosomiques dans certaines especes de bactéries (résident métallo-B-lactamases), ou par
hétérologue geénes acquis par transfert horizontal de génes (acquis métallo-Blactamases). Seul
quelques résident métallo-B-lactamases sont trouvés chez des especes d’importance clinique,
comme dans Bacillus spp, Stenotrophomonas maltophilia, plusieurs especes Aeromonas,
Bacteroides fragilis, diverses flavobacteria, et Pseudomonas otitidis, dans lequel ils peuvent
contribuer aux profils intrinseques de résistance aux [-lactamines. Acquise Métallo-p3-
lactamases ont été détectés dans les souches d'entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, et d'autres a Gram négatif non fermentent. Presque tous les types
acquis appartiennent a la sous-catégorie B1, ce qui indique une propension générale plus
élevée pour les membres de cette sous-classe d'étre capturé et la propagation avec des

éléments génétiques mobiles que pour les membres de sous-classes B2 et B3 (Rakki, 2019).
2.3. Structure et fonction:
2.3.1. Structure moléculaire :

Les métallo-béta-lactamases monomériques sont constituées en moyenne de 230 résidus
d’acides aminés. Leurs poids moléculaires varient entre 25 et 118 kDa, leurs points
isoélectriques varient entre 2.5 et 10.5. La L1 est la seule métallo-béta-lactamase
tétramérique. La masse moléculaire de chaque monomere est de 28.8 kDa d’ou une masse

moléculaire de 115 kDa. Son point isoélectrique est de I’ordre de 6. Les structures secondaires
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de toutes les MBLs y compris la seul MBL tétramérique (L.1) comprennent cing structures o
(5 hélices), douze structures B (12 feuillets) et une seule boucle. Malgré une faible similarité
de séquences entre les diverses métallo-béta-lactamases, la structure tertiaire générale de ces
enzymes est tres similaire. Il s’agit d’une structure en sandwich (afpa) avec des feuillets 3
antiparalleles au centre, flanqués par des hélices-a. Le site actif se trouve enchassé au centre
de cette structure. La structure quaternaire est monomérique sauf dans le cas de la MBL L1
qui est homotétramérique. La tétramérisation est le résultat d’interactions principalement de
nature hydrophobe permettant a chaque sous-unité ou monomere de se lier a chacune des trois

autres (Heinz et al., 2004).

H196 -

H196 ﬁ b

Figure 3: Architecture of B1, B2, and B3 metallo-B-lactamases (RCH, 2021)

La détermination des structures tridimensionnelles des B-lactamases par cristallographie aux

rayons X a permis de comprendre les mécanismes de résistance, d’expliquer les mécanismes
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d’inhibition et de montrer les similitudes structurales de ces enzymes). En se basant sur le site

actif, nous pouvons regrouper les 3-lactamases en deux groupes :

(1) Les B-lactamases a sérine active qui sont des enzymes ayant un résidu serin au site actif
(classes A. C et D) sont constituées de deux domaines : un domaine tout en hélices a et un

domaine hybride en hélices a et feuillets

(2) Les métallo-enzymes sont des B-lactamases qui utilisent 1 ou 2 atomes de zinc pour
inactiver les B-lactames a I’exception des monobactames. Cette classe est subdivisée en 3
groupes B1, B2 et B3 en se basant sur la structure primaire. Cette classification présente des
complications a cause du faible degré de similarité entre les sous classes. Toutefois, grace a
I’identification de la structure secondaire par diffraction aux rayons X, il apparait que les
métallo-enzymes ont des éléments structuraux secondaires semblables (Bebrone, 2007). Les
structures tertiaires de ces enzymes montrent qu’elles sont constituées de 5 hélices a et 12
feuillets B organisés en 2 domaines : le premier domaine, du coté de I’extrémité N-terminale,
comporte 7 feuillets B et 3 hélices a ; le second domaine est constitué de 5 feuillets 3 et de 2
hélices a. Ces deux domaines sont li€s par une chaine de 8 résidus d’acides aminés (121 a

128) (Heinz et al., 2004).
2.3.2. Structure du site actif :

Le site actif des MBLs est situé au fond d'une large rainure peu profonde entre deux feuillets
B et possede deux sites potentiels de liaison aux ions zinc, souvent appelés site 1 et site 2. Les
résidus d’acides aminés ligands de zinc dans les deux sites ne sont pas identiques et ne sont

pas entierement conservés entre les différentes MBLs (Bebrone, 2007).

Cas des MBLs B1 : Dans cette sous-classe, le site actif peut étre mononucléaire, autrement dit
les acides aminés établissent des liaisons avec un seul ion de zinc. Ces acides aminés sont
trois histidines : His116, His118 et His196. Le site actif B1 peut étre également binucléaire
possédant en d’autres termes deux sites de fixation de Zn appelés site 1 et site 2 liant chacun
un Zn. Au niveau du site 1, I'ion Zinc est lié a trois résidus histidine (His116, His118 et
His196) ; au niveau du site 2, I’ion Zinc est coordonné avec trois résidus différents, souvent
ASP 120, Cys221 et His263 Cas des MBLs B2 : Dans cette sous-classe, le site actif est
toujours du type mononucléaire. Les acides aminés qui établissent des liaisons avec le seul ion

zinc sont Asn 116 au lieu d'un His, Cys221 et His263 (Messaasma, 2019).
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Cas des MBLs B3 : Chez cette sous-classe, le site actif peut étre mononucléaire, les acides
aminés établissant des liaisons avec le seul ion zinc sont au nombre de trois et sont tous des
résidus histidines (His116, His118 et His196). Il peut étre également binucléaire. Dans le site
1, I'ion métallique est coordonné avec les mémes résidus rapportés dans le cas des enzymes de
la sous-classe B1, a savoir His116, His118 et His196. Quant au site 2, celui-ci est 1égerement
différent en ce qui concerne les acides aminés liant I’ion Zn par comparaison au site 2 des
MBLs B1l. Ces aminoacides sont Aspl20, His121 au lieu d’un Cys et His263 88
(Messaasma, 2019)

2.4. Mécanisme d’action :

Bien que l'exigence des ions métalliques dans I’hydrolyse des antibiotiques bétalactamines
par les MBLs soit encore un sujet de débat, plusieurs mécanismes catalytiques ont été
proposés pour les MBLs de site actif mono et binucléaire. Dans ce qui suit nous nous
limiterons au mécanisme catalytique d’une MBL de classe B1, la BCII, une MBL d’un site

actif qui peut étre mono ou binucléaire (Karsisiotis, 2014).
Dans le cas du site actif mononucléaire, les principales étapes du mécanisme catalytique sont :

(1) La formation du complexe de Michaélis: le OH d’une molécule d’eau déprotoné par le
résidu asparagine 120, établie une liaison avec I'ion Zn et attaque le carbone du
carbonyle du cycle B-lactame. Ceci entraine la formation d’un complexe intermédiaire
tétrahédrique chargé négativement. Les quatre liaisons établies par 1’ion zinc servent
de stabilisateur de cet intermédiaire.

(2) La catalyse: Le résidu Asp120 cede un proton a I'azote du cycle B-lactame entrainant
le clivage de la liaison amide C-N de ce cycle et son ouverture

(3) Libération du produit : le clivage de liaison C-N du cycle beta-lactame ionise le
carbone du carbonyle du méme cycle lui permettant d’établir une double liaison avec
I’oxygene chargé du complexe intermédiaire formé a la suite de la premiere étape.
Ceci est soldé par la libération du produit et du site actif de I’enzyme (Karsisiotis,

2014).

Dans le cas du site actif binucléaire, les principales étapes du mécanisme catalytique sont

toujours les mémes :
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(1) La formation du complexe de Michaelis : 1'ion hydroxyle provenant d’une premicre
molécule d’eau de pontage Znl-Zn2 est responsable de l'attaque nucléophilique du
carbone du carbonyle du cycle béta-lactame, qui aboutit a un intermédiaire chargé
négativement.

(2) La catalyse : La deuxieme molécule d'eau apicale liée au zinc est positionnée de
maniere optimale a donner un proton a l'azote entrainant le clivage de la liaison C-N
de cycle béta-lactame et son ouverture

(3) Libération du produit: le clivage de liaison C-N du cycle béta-lactame ionise le
carbone du carbonyle du méme cycle lui permettant d’établir une double liaison avec
I’oxygene chargé du complexe intermédiaire formé a la suite de la premicre étape.
L’ion hydroxyle nouvellement formé du Zn2 laisse la place a une molécule d’eau
pour se lier au Znl suivie de la dissociation du produit a partir du site actif de

I'enzyme (Karsisiotis, 2014).
2.5. Mécanisme catalytique :

Toutes les P-lactamases inactivent les B-lactamines en coupant I’anneau B-lactame rendant
ainsi I'antibiotique inactif. L'hydrolyse des -lactamines par les B-lactamases a sérine active se

fait par un mécanisme en trois étapes :

1. La premiere étape est la formation d'un complexe réversible. Le substrat entre
dans le site actif de 'enzyme ou il est retenu par des liaisons hydrogene.

2. La deuxieme étape est la formation d'un complexe irréversible, 1'acyle-enzyme.
L'acylation se produit lors de 1'attaque nucléophile du groupement carbonyle de
I'anneau B-lactame par le groupement hydroxyle d'une sérine du site actif.

3. La troisieme étape est la libération du substrat devenu un produit inactif, un
acide pénicylloique. L'enzyme est ensuite préte a hydrolyser une autre
molécule de p-Généralités : [-lactamase, inhibiteurs & flavonoides 18
lactamines. La désacylation nécessite une molécule d'eau comme accepteur
final d'électrons (Minasov et al., 2003) ; (Matagne et al.,1995) ; (Chen et al.,
2001).
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2.6. Détection phénotypique de métallo-béta-lactamases par le test CDT

Les métallo-béta-lactamases sont des carbapenemases qui nécessitent un ou deux ions de zinc
pour leur fonctionnement catalytique d’ou I’inhibition de celles-ci par 'EDTA (chélateur des
cations divalents) ; cette propriété est mise a profit dans des tests de synergie. L’EDTA, mis
en présence de I'imipeneme, chélate le Zn indispensable a I’activité de ces enzymes les
rendant inactive, et restaure ainsi ’activité de cet antibiotique. En pratique, le test CDT
(Combined Disk Test Imipeneme-EDTA) consiste a transférer des colonies bactériennes en
phase de croissance dans des tubes contenant de 1’eau physiologique pour 1’obtention de
suspensions bactériennes d’une turbidité voisine a celle de Mc Farland 0.5. Par la suite, des
surfaces entieres de la gélose Mueller Hinton préalablement coulé dans des boites de Pétri ont
été ensemencées par ces suspensions par la technique d’écouvillonnage. Deux disques espacés
de 25 mm contenant chacun 10 pg d’imipeneme ont été appliqués sur le milieu, et une
quantité de 1900 ug d'EDTA (0.5 M, pH 8) a été ajouté par la suite a 1'un d'eux. Apres 16 a 18
h d'incubation a 35 °C, les diameétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne sont

notés en millimetre (mm) (Messaasma, 2019).
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Afin de prévenir I’hydrolyse des B-lactamines, deux approches ont été utilisées. La premiere
utilise la modification de 1’antibiotique le rendant insensible a I’action des B-lactamases. La
deuxieme approche a été 1'utilisation d'une combinaison d'un inhibiteur de B-lactamases avec
une B-lactamine. Une thérapie avec ce type de combinaison est basée sur I'effet synergique
des deux molécules : I'inhibiteur supprime l'activité de la PB-lactamase et protege les -
lactamines qui peuvent alors se lier aux PLPs (Sandanayaka et al., 2002). L'inhibition la plus
efficace et la plus spécifique est causée par des molécules ayant des structures analogues aux

B-lactamines et dépourvues d'une activité antibactérienne (Chaibi et al., 1999).
1. Définition :

Un inhibiteur de béta-lactamase est une molécule ayant pour caractéristique d'inhiber
les enzymes de type béta-lactamase. Cette fonction est utilisée en pharmacologie a fin
d'accroitre le spectre d'activité des antibiotiques de la classe des béta-lactamines. Les
inhibiteurs des P-lactamases se caractérisent par leur mécanisme d’action. Ces analogues
structuraux subissent I’étape d’acylation, et en 1’absence d’étape de désacylation, ils restent
accrochés a I’enzyme formant des complexes tres stables. Il existe trois inhibiteurs utilisés en
clinique : I’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam. Ces inhibiteurs sont des dérivés

de la pénicilline et possedent un anneau -lactame avec une chaine latérale modifiée (Maiti et

al., 2006).

Les inhibiteurs des béta-lactamases ont une faible activité intrinseque. Ils sont tres actifs sur
les pénicillinases et les béta-lactamases a large spectre, chromosomiques et plasmidiques. Ils
sont généralement peu actifs sur les céphalosporinases. Leur efficacité est fonction de leur
pouvoir inhibiteur sur les différentes béta-lactamases, de 1'activité intrinseque des molécules
auxquelles ils sont associés, de la quantité d'enzymes présente dans la souche, de l'espece en

cause et de leur concentration au site de l'infection (Applbaum et al., 1988).

Tous les inhibiteurs connus des SBLs appelés parfois inactivateurs (acide clavulanique,
tazobactam, sulbactam...) sont inefficaces vis-a-vis des MBLs. Les inihibiteurs de ces
dernieres mis en évidence jusqu’a présent sont tous des chélateurs de métaux (EDTA, 10-
phénanthroline, dipicolinic acid...) et n’ont aucun intérét clinique. Plus récemment, des
revues bibliographiques ont rapporté les inhibiteurs expérimentaux mis en évidence jusqu’a
présent qui sont entre autres des dérivés thioesters, des alcools et des cétones

trifluorométhyliques, des sulfonylhydrazones, des produits naturels tricycliques, des dérivés
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d'acide succinique, des biphényltétrazoles, des cystéinylpeptides, des carbapénemes , des
dérivés de pénicilline parmi lesquels un intéressant inhibiteur thiolsubstitué de la pénicilline,
des produits de dégradation des céphalosporines, des composés thiols tels que l'acide
mercaptoacétique et les thioesters, I'acide thiomandélique, le captopril, les dérivés de 1'acide
benzohydroxamique et les carboxylates de pyridine. La propagation des MBLs parmi les
souches bactériennes nosocomiales justifie la recherche de composés pouvant contrarier

l'activité de ces enzymes (Messasma, 2019).

2. Différents types des inhibiteurs des p-lactamases:
2.1. Inhibiteurs synthétiques :

2.1.2. Sulbactam :

Le sulbactam est un inhibiteur semi-synthétique. Il appartient a la classe des sulfopénicillines
possédant un noyau péname. C’est un inhibiteur irréversible chez plusieurs B-lactamases avec
une tres faible activité antibactérienne (Maiti et al., 2006). Ce composé possede une activité
inhibitrice contre les B-lactamases de la classe A (IC50 = 1,7 uM) et une activité plus élevée

que celle du clavulanate contre les enzymes de la classe C (IC50 = 5 uM) (Coleman, 2006).

En examinant sa structure, nous retrouvons un élément commun chez les B-lactamines,
I'anneau B-actame. La B-lactamase ayant une affinité a cette structure, va initier la réaction
comme si c'était une B-lactamine. Cependant, ce sont les chaines latérales du sulbactam qui
vont jouer un rdle dans l'inactivation. Des études ont démontré que le groupe sulfone se
retrouve dans 1’ouverture du site actif en n'ayant aucune interaction avec les résidus du site
actif (Imtiaz et al., 1994). D'autre part, le carboxylate sur le C3 de l'anneau contenant le
groupe sulfone joue un rdle important dans le positionnement du sulbactam dans le site

catalytique de la B-lactamase.

Le sulbactam est commercialisé en combinaison avec I’ampicilline sous le nom d’Unasyn® et
dans certains pays avec la céfoperazone sous le nom de Sulperazone®. Son activité
antibactérienne est modeste contre la plupart des bactéries mais I’Unasyn® est actif contre les
souches productrices de P-lactamases telles que S. aureus, H. Influenzae, N. gonorrhoeae,

Bacteroides spp. (Buynak, 2006).
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Figure 4 : Structure chimique de sulbactam
2.1.3. Tazobactam :

Le tazobactam est un inactivateur synthétique de B-lactamase possédant une bonne affinité
pour les B-lactamases de la classe A (IC50 = 0,03 uM) et la classe C (IC50 = 0,92 uM). Son
spectre d’activité inhibitrice est plus large que celui du clavulanate et du sulbactam. Cet
inactivateur se retrouve dans la méme classe que le sulbactam, les sulfopénicillines. Le
tazobactam contient un noyau péname possédant un anneau triazole. En dépit d’une grande
similarité structurale avec le tazobactam, le sulbactam posseéde une activité inhibitrice
supérieure. Ceci serait dii a la présence de triazole. Il est actuellement utilisé en association
avec la pipéracilline sous le nom commercial de Tazocin® (Buynak, 2006) ; (Coleman,

20006).

O
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Figure 5 : Structure chimique du tazobactam
2.2. Inhibiteurs naturels :
2.2.1. Acide clavulanique :

L'acide clavulanique ou le clavulanate, seul inhibiteur naturel, produit par Streptomyces
clavugerus. C'est une [-lactamine qui inactive les P-lactamases d'une grande variété de

bactéries a Gram négatif et a Gram positif, in vitro et in vivo (Staphylococcus, Hemophilus, E.
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coli et Klebsiella) (Li et Townsend, 2006). C’est un inhibiteur irréversible agissant sur les [3-

lactamases intra- et extracellulaires (Finlay et al., 2003).

L'acide clavulanique, découvert en 1976 (Reading et al., 1977), posséde un anneau
oxapéname avec un oxygene en position 1 et une double liaison en position 2. Il ressemble au
noyau de la pénicilline mais différe par 1’absence de la chaine latérale aminoacyle et par la
substitution d’un atome de soufre par ’oxygene en position C1 (Livermore, 1998). L'acide
clavulanique inhibe fortement et de maniere irréversible les B-lactamases de la classe A et D
(IC50 = 0,06 a 0,71 uM), mais il n’a pas d’effet sur les enzymes de la classe C (IC50 > 50
uM). II est utilisé en clinique en association avec I’amoxicilline (Augmentin®) et avec la

ticarcilline (Timentin®) (Coleman, 2006) ; (Baynak, 2006).

H
-0

; N-
0 :

/—OH
e

—OH

Figure 6 : Structure chimique de l'acide clavulanique
Mécanisme d’inhibition :

Plusieurs étapes d'inhibition ont été proposées pour l'inactivation d'une f-lactamase par les
inhibiteurs suicides. La formation des intermédiaires dans le site actif avec un inhibiteur
suicide que ce soit le tazobactam, le sulbactam ou l'acide clavulanique, implique les mémes
mécanismes de protonation et de déprotonation pour effectuer les attaques nucléophiles que

ceux utilisés avec les f-lactamines (Sandanayaka et al., 2002).

L'acide clavulanique est reconnu comme un substrat par I’enzyme d’ou il est relargué.
Cependant une déviation de ce processus mene a I’inactivation irréversible de la f-lactamase.
Il y a d'abord formation du premier intermédiaire tétrahédrique non-covalent, suivie de la
seconde étape qui consiste en la formation d'un acylenzyme. La divergence au niveau des
mécanismes d'inactivation par les inhibiteurs et d'hydrolyse des P-lactamines s'effectue a
partir de 1'acylenzyme. La différence majeure qui caractérise une inhibition par un inhibiteur
suicide est 1'ouverture de I'anneau cyclique adjacent a I'anneau B-lactame a l'intérieur du site

actif. L'ouverture de cet anneau empéche I'étape de la désacylation (Yang et al., 1999).
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Suite a la formation de 1'acylenzyme par I’attaque nucléophile du groupement hydroxyle de
Ser-70 provoquant 1’ouverture de 1'anneau B-lactame, il y a ouverture de 1'anneau clavame qui
permet la formation d'un complexe de transition dans un équilibre tautormérique entre la
forme imine et énamine. L’énamine est un cis-isomere de 1'imine au niveau de la double
liaison entre les carbones 5 et 6. Cette tautomérisation est responsable d’une inhibition
transitoire de I’enzyme. Par contre, une isomérisation cis-trans de 1'énamine peut se produire
permettant la formation d'un complexe plus stable (Sandanayaka et Prashad, 2002) ;
(Padayatti et al., 2005). L’imine peut provoquer 1’acylation de I’hydroxyle de la Ser-130 et

se fixer a I’enzyme, ce qui conduit a une inhibition irréversible (Therrien et al., 2000).
2.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés poly phénoliques naturels. Ce sont des pigments, souvent
hydrosolubles largement distribués dans le réegne végétal. Plus de 6500 flavonoides ont été
identifiés dont plusieurs sont responsables des couleurs vives des fleurs et des fruits

(Hendrich, 2006).
a. Structure et classification Les flavonoides :

Sont des dérivés benzo-y-pyrone (anneaux A et C)). Les flavonoides sont subdivisés en 14
classes différentes dont 6 sont les plus répandues et les mieux caractérisés. Ce sont les
flavanones, les flavones, les flavanonols, les flavonols, les flavanols et les isoflavones (Heim
et al., 2002) ; (Hendrich, 2006). La structure de base de ces molécules est caractérisée par 15
atomes de carbone arrangés en trois cycles (Fig. 10). A I’exception des chalcones, ces
métabolites secondaires sont toujours tricycliques : deux cycles benzoiques A et B et un
hétérocycle C (squelette carboné C6-C3-C6). L’ouverture du cycle oxygéné B caractérise les

chalcones) (Pietta, 2000 ; Yao et al., 2004 ; Havsteen, 2002).

Dans les flavonoides, le deuxieme cycle benzeéne (B) se lie a I’hétérocycle (C) en position 2.
Lorsque la liaison s’effectue en position 3, les composés résultants sont appelés iso
Flavonoides. Les flavonoides se distinguent entre eux par les substituants hydroxyles,

méthoxyles ou glucidiques sur leurs cycles (Das et al., 2006).

La fixation d’un groupement hydroxyle (OH) sur le carbone 3 dans les deux cas précédents

constitue respectivement les flavonols et les flavanonols (Bravo et coll.,, 1998). - La
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substitution de I'un des groupements hydroxyles par un sucre ou un groupement méthyle

donne naissance aux flavonoides glycosylés et flavonoides méthyles (Yao et al., 2004).
b. Activités biologiques des flavonoides :

La présence d’un groupement oxyde en position 4, d’'une double liaison entre C2-C3 et d’un
groupement hydroxyle en position 3 dans 1’hétérocycle C sont nécessaires pour une meilleure
activité anti-oxydante et antiproliférative des flavonoides (Middleton et al., 2000). De nos
jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical ou on
leur reconnait des activités antivirales, antimicrobiennes, anti-tumorales, anti inflammatoires,

antiallergiques et anti-cancéreuses (Di carlo, 1999).

Effets antioxydants : Les flavonoides ont une activité antioxydante. Ils sont de bons
inhibiteurs d’enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine
oxydase, la cyclo oxygénase et la lipooxygénase (Cos et al., 1998) ; (Manthey et al., 2000) ;
(Midleton et al., 2000). Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs d’ions
métalliques comme les ions Fe2+ et Cu+ qui sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques, mais sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle par la
réduction du peroxyde d’hydrogene (Hendrich, 2006) ; (Heim et al., 2002). Les flavonoides
hydroxylés sont capables de réduire les radicaux libres oxydants comme le super oxyde, le

peroxyde, I’alkoxyle et I’hydroxyle par transfert d’hydrogene (Piettra, 2000) ; (Yao, 2004).

Effet antiallergique : Ces effets sont attribués a I'influence des flavonoides sur la production
de I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent des enzymes telles que I’AMP cyclique
phosphodiesterase et ATPase Ca2+-dépendante, responsables de la libération de 1’histamine a
partir des mastocytes et des basophiles. En inactivant cette enzyme, la quercétine a montré un
potentiel d’action supérieur a celui du cromoglycate de sodium utilisé comme médicament en
empéchant la libération de I’histamine et d’autres substances endogenes a 1’origine de

I’asthme (Di Carlo, 1999) ; (Midleton et al., 2000).

Effets anti-inflammatoires : Sous 1’action de la cyclo oxygénase et la lipooxygénase, I’acide
arachidonique se métabolise respectivement en prostaglandines et leucotrienes induisant ainsi
des phénomenes inflammatoires. Landolfi et son groupe ont montré que certains flavonoides
sont capables de modifier le métabolisme de I’acide arachidonique dans les plaquettes

(Landolfi et al., 1984).
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Effets antiulcéreux : Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été démontré que la
quercétine et la naringénine jouent un role important dans la réduction de I'ulcere et la
protection des cellules gastriques. La quercétine exercerait son activité via un mécanisme
complexe impliquant la production du mucus, le piégeage des radicaux libres et également

I’inhibition de la production des leucotrienes (Di Carlo, 1999).

Effets anticancéreux : Présente pratiquement dans tous les types de thé et en particulier dans
le thé vert, la catéchine a montré une activité anti-tumorale. La quercétine inhibe la croissance

cellulaire en empéchant certaines phases du cycle cellulaire (Yao, 2004).

Effets antimicrobiens : Certains flavonoides ont un role de phytoalexines, c’est-a-dire de
métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée
par des champignons ou par des bactéries (Harbonne et al., 2000). Ont démontré que la
quercétine inhibe la syntheése de I’ADN en inactivant ’ADN gyrase. D’autre flavonoides
sophoraflavone G et [I’epigallocatechin gallate inhibe la synthése de la membrane
cytoplasmique, et que les licochalcones A et C empéchent le métabolisme énergétique de

certaines bactéries (Cushnie et al., 2005).
3. Résistance aux inhibiteurs :

Etant donné 1’administration clinique des combinaisons antibiotique/inhibiteur et la fréquence
des mutations chez les bactéries, il n’est pas surprenant que la résistance aux inhibiteurs ait
apparue (Buynak, 2006). Cliniquement, le premier cas de résistance a la combinaison
inhibiteur-antibiotique a été isolé en 1989 en France chez des souches d’E. Coli (Therrien et

al., 2000).

La résistance est due a une ou plusieurs mutations en de nouvelles positions du gene bla
entrainant une ou plusieurs substitutions d’acides aminés (Thomson et al., 1992) ; (Vedel et
al.,, 1992) Les principales mutations sont celles des résidus Met69 et Arg244. Certaines
enzymes ont évolué a partir de TEM-1 par deux substitutions simultanées. C’est le cas des
TEM-35 (Asn276Asp/Met69Leu), TEM-36 (Asn276Asp/Met69Val), TEM-32
(Met182Thr/Met69lle) et TEM-45 (Met69Leu/Arg275GIn). La combinaison de 2
substitutions se traduit par I’augmentation de I'IC50 en comparaison avec la substitution
Met69 seule (Bonomo et al., 1999) (. La conséquence phénotypique de ces modifications

entraine une résistance aux associations -lactamine-inhibiteur (Buynak, 2006).
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1. Syzygium aromaticum (le giroflier) :
1.1. Définition :

Syzygium aromaticum, également connu sous le nom de clou de girofle, est un bouton floral
séché appartenant aux Myrtaceae famille indigéne des iles Moluques en Indonésie, mais qui a
récemment été élevée dans différents. Endroits dans le monde. Le giroflier est composé de
feuilles et de bourgeons (la partie commerciale de l'arbre) et la production de boutons floraux
commence quatre ans apres la plantation. De facon intéressante, ils sont utilisés
commercialement a de nombreuses fins médicinales et dans l'industrie de la parfumerie, et le clou
de girofle est considéré comme 1'une des épices pouvant étre potentiellement utilisées comme
conservateurs dans de nombreux aliments, en particulier dans la transformation de la viande, pour
remplacer les conservateurs chimiques en raison de leurs propriétés anti oxydantes et

antimicrobiennes (Batiha et al., 2020).

Figure 7: le clou de Giroflier (MJM, 2021)

31




Chapitre 4 : Plantes potentiellement inhibitrices de MBL

1.2. Origine:

Le Giroflier, est un arbre tropical appartenant a la grande famille des Myrtacées, originaire
d’Indonésie, dans la partie sud des Philippines et les iles de Moluques, d’ Afrique et d’ Amérique
de Sud (Madagascar, Brésil, Zanzibar), principalement dans des pays tropicaux (Orahman et al.,

2018).
1.3. Description botanique:

C’est un grand arbre fruitier, élancé, de forme conique, d’une hauteur moyenne de 10 a 12

metres, qui peut atteindre jusqu’a 20 metres de haut, a port pyramidal et au tronc gris
Clair ride .)De nos jours, il ressemble souvent a un arbuste car il est régulierement taillé pour
faciliter la cueillette. Ces Feuillet, de 8 a 10 cm de long, sont coriaces, persistantes, opposées,
pétiolées, ovales, aux limbes lancéol€s, a la face supérieure vert rougeatre et a la face inférieure
vert sombre, légerement ponctué. Elles sont aromatiques et dégageant une forte odeur de clou de
girofle au froissement. Le pétiole portant le limbe mesure entre 0, 5 et 1cm de long. Les nervures
sont nombreuses mais ne se vient pas beaucoup et la marge de la feuille est lisse. A 1’état adultes,
les feuilles sont vert foncé luisant, mais lors qu'elles se développent elles sont de couleur rose et
comme saupoudrées d’or de couleur verte du L’inflorescence comprend de petites cymes (4—
5 cm) compactes et ramifiées, regroupes en panicules de trois a Cing petites fleurs parfumes,
au calice tubulaire blanc cassé, puis rouge (quatre Sépales rouges charnus et persistants) et a
la corolle blanc rosé (quatre dialypétales blancs , ce sont en fait les pédicelles floraux. ILS

sont nommés « griffes » car ces pédicelles se terminent par une série de petites bractées en forme
de griffe Les fruits sont nommés « antofles » dans le commerce. Ce sont des petites baies
elliptiques : environ 2,5cm de long pour 1cm de large. Ils sont de couleur pourpre, généralement

uniloculaire, et ont une ou parfois deux graines a enveloppe rouge (Barbelet, 2015).
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Figure 8: Arbre de Syzygium aromaticum (TPF, 2015)

1.4. Taxonomie :

Taxonomie de Syzygium aromaticum (Barbelet, 2015) :

Embranchment Magnoliophyta

Sous embranchment | Magnoliophytina
Classe Angiosperme

Sous classe Tiporees

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Sous famille Myrtoideae

Genre Syzygium

Especes Syzygium aromaticum

1.5. Utilisations :
1.5.1. Utilisations en médecine traditionnelles :

Traditionnellement, les clous de girofle étaient utilisés pour le traitement des maux de dents, de la

bouche, de la gorge, de I'inflammation de la muqueuse buccale et de la mauvaise haleine en
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usage externe contre le rhumatisme, les myalgies (douleurs musculaires), la sciottée anesthésiant
local dans les soins des plaies (Benzeggouta, 2015). Par voie orale, les clous de girofle sont
utilisés dans le traitement des troubles digestifs : ballonnement épigastrique, lenteur a la
digestion, éructations et flatulences (Ghedira et al., 2010). Il serait aussi efficace dans le
traitement de 1’hyperglycémie (Ghedira et al., 2010). L’huile essentiel du clou girofle aide a
I’accouchement a 1’assouplissement du périnée. Autres utilisations Les clous de girofle étaient
utilisées comme une épice tres prisée pour parfumer viandes, vins chauds et pains d’épices

(kathe, 2007).
1.5.2. Données phytochimiques :

En 2017, Medfouni et al. ont mis en évidence la présence de : saponifies, tanins, flavonoides,
Anthocyanes, Leuco anthocyanes, les Terpenes et Stérols et I’absence d’alcaloide, coumarines et
Cardioides. Les clous de girofle renferment des hétérosides de chromons, glucosides des stérols
(sitostérol, stigmastérol et campe stérol), acide oléanolique, camphérol, 6 % protéines, 20 %
lipides, 61 % carbohydrates, vitamines et entre 15 a 18% d'huile volatile, les tiges entre 4 a 6%
(Leung, 1980). L’huile essentielle contient, selon une étude récente, 28 composés avec 1’eugénol
comme composé majoritaire a 80.95%, eugényl acétate 5.01%, B-caryophyllene 3.14%, Myrcene

1.84%, a-terpinene 1.65%, comme principaux constituants.
1.5.3. Données pharmacologiques

Plusieurs rapports ont documenté les propriétés antibactériennes, antivirales, anti cancérigénes et
activités antifongiques de certaines herbes aromatiques, notamment la cannelle, 1'origan, le clou
de girofle, le thym et la menthe. Cependant, le clou de girofle a attiré beaucoup d'attention parmi
d'autres épices en raison de son puissant antimicrobien et activités anti oxydantes, Le role
efficace du clou de girofle dans l'inhibition de différentes maladies dégénératives est attribuée a
la présence de divers constituants chimiques en concentrations élevées avec des antioxydants
activité. L'huile essentielle de clou de girofle est traditionnellement utilisée dans le traitement des
briilures et des plaies, et comme analgésique dans les soins dentaires ainsi que dans le traitement
des infections dentaires et des maux de dents. En plus de  que, son utilisation a été documentée
dans diverses applications industrielles et est largement utilis€é dans Parfums, savons et comme

véhicule de nettoyage dans le travail histologique (Batiha et al., 2020).
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Activités antioxydants: L’extrait obtenu par ultrasons possede un effet antioxydant important et
une grande quantité de composés phénoliques par rapport a I’extraction hydro éthanoique
classique.L’huil essentielle obtenue par hydro distillation classique et les polyphénols présentent

un bon effet antioxydant par rapport aux témoins (Giil¢in et al., 2012).

Activités antibiotiques: 1. extrait aqueux du bouton floral possede un effet antibactérien

important en le comparant avec celui de cannelle (Al-dhaher, 2008).

Activités anti-nociceptive: Lors d’un test réalisé sur les extraits 1'éthanol de bourgeon floral de
Syzygium aromaticum, on a induit chez les souris des contractions abdominales en utilisant de
I’acide acétique. Trois doses d'extraits d’éthanol (50, 100 et 200mg/kg de poids corporel IP) ont
été utilisées. L’extrait avait une dose DL50 de 565,7 mg de poids corporel par voie intra
péritonéal chez la souris. Ils ont produit un effet significatif (P inferieur a 0,05) aux trois doses ce

qui soutient I’utilisation de la plante dans des conditions douloureuses (Tanko et al., 2008).

Activités anti-inflammatoires : Au cours du méme test réalise par Tanko et al en 2008on a
induit chez les rats wistar un cedeme de la patte arriere par le formol. Les extraits ont produit un
effet significatif (P inferieur a 0,05) aux trois doses soutenants ainsi, I’utilisation de la plante dans

des conditions inflammatoires (Giilgin et al., 2012).

Activité aphrodisiaque : Une étude sur le comportement sexuel des rats males normaux présenté
des résultats qui indiquent que I'extrait éthanolique a 50% de clou de girofle possede une activité

aphrodisiaque puissante (Shamshad et al., 2004).
1.6. Données toxicologiques:

La toxicité du clou de girofle a fait I’objet de plusieurs études. Il a é&t€ montré que le taux minimal
d’application de poudre de clou de girofle (0,3 mg/ cm2) tue avec succes 74% des fourmis
rouges, montrant ainsi que le clou de girofle possédé des composés bioactifs toxiques pour des
fourmis (L.ekhnath et al., 2013). Il s’est révélé que ’extrait de la poudre du bouton florale de
clou girofle était toxique pour 1’escargot Lymnaea acuminata. Une autre étude menant 1’activité
pédiculaire avec I’extrait d’hexane de bouton floral de Syzygium aromaticums’est avere toxique
pour Pédicules humanus capitis de Geer (Asokan et al., 2011). IIs ont rapporté que les épices

produisent une augmentation de la sécrétion d’acide gastrique par un mécanisme cholinergique
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(Vasudevan et al., 2000). Et ainsi, leur utilisation pour la revigoration sexuelle peut provoquer
une ulcération gastrique et d’autres effets indésirables. Par conséquent, les effets ulcérogenes et
autres effets indésirables de l'extrait de clou de girofle ont été également évalués. Les résultats de
cette évaluation ont été négatifs. Cela suggere que I'utilisation a court terme de clou de girofle a

cette fin est apparemment sans danger (Shamshadet al., 2004).
2. Eucalyptus globulus :
2.1. Définition :

Eucalyptus, dont plus de 500 especes sont dénombrées, sont, pour la plupart, de trés grands arbres
de la famille des Myrtacées. Ils sont originaires d’Australie mais sont également implantés en
Amérique du Sud, en Afrique et en Europe, ou ils ont fini par s’acclimater. Les huiles essentielles
(HE) d’Eucalyptus entrent dans la composition de nombreux produits. Celle d’Eucalyptus
globulus est couramment utilisée dans les pathologies ORL. Les noms vernaculaires
d’Eucalyptus globulus sont: Eucalyptus globulus (nom botanique), gommier bleu (nom

commun), Calibtos (nom vernaculaire Arabe) et Calitous (nom targui) (Beloued, 2009).
2.2. Historique et origine de la plante :

L’ Eucalyptus globulus, appelé aussi Gommier bleu de Tasmanie, a été découvert en 1792 par le
botaniste francais Jacques-Julien Houhou de La Billardier . Ferdinand Von Mueller (1825-1896),
directeur du jardin botanique de Melbourne, en Australie, a été le premier a le décrire.
Aujourd’hui, I’ Eucalyptus globulus est cultivé dans le bassin méditerranéen et en Chine ou il est
utilis€é  pour fabriquer de la pate a remede traditionnel aborigene. L'eucalyptus est un
antiseptique puissant, utilis€ dans le monde entier dans le traitement des toux, rhumes, maux
de gorge et autres infections. Révulsif et stimulant, il a été longtemps appliqué sur la poitrine en
cataplasme ou en friction, mélangé a d'autres huiles. L'eucalyptus entre fréquemment dans la

composition de nombreux remedes courants contre le rhume. (Djaoui et al., 2017).
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Figure 9: Arbre d’ Eucalyptus globulus (DLE, 2021)
2.3. Description botanique :

Le terme Eucalyptus a été utilis€é pour la premicre fois en 1777 par un botaniste
francais, Charles-Louis L'Héritier de Brutelle. Il a inventé ce nom a partir du grec « eu « qui
signifie « bien » et « calyptos » qui signifie « couvert ». Le genre Eucalyptus
comprend 7 sous-genres et environ 700 especes. Leur nombre précis évolue au fil des
études taxonomiques. Il appartient a la famille des myrtacées qui compte 90 genres et
environ 3000 especes. La description botanique des eucalyptus date de la fin du dix-
huitieme siecle mais ce n’est qu’au début du vingtieme qu’ils ont été utilisés en
reboisement (FAQO, 1982). L’Eucalyptus globulus est un arbre qui peut atteindre une taille
du 25 a 30m de hauteur quelquefois plus. C’est un arbre indigéne en Tasmanie et au Sud-est
du continent australien. Introduit en Algérie en 1854 cet arbre ne dépasse guere 30m. Il se

signale par sa croissance rapide (Beloued, 2009).

Cet arbre qui peut atteindre 30 m de haut s’est parfaitement acclimaté chez nous et fait partie de

notre paysage. On le trouve partout mais surtout sur les bords des routes (Djerroumi, 2014).

- Tronc : droit, a écorce s’exfoliant en grandes bandes verticales laissant apparaitre une
écorce lisses, bleutées, d’ou le nom de gommier (bleu)

- Rameaux : quadrangulaires et glauques (juvéniles) puis cylindriques (adulte )
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- Feuilles : opposées, larges, longues, de 6 a 15 cm, arrondies, glauques (juvéniles )
puis alternes, étroites, longues de 15 a 35 cm, vert sombre, brillantes, en forme de faux
)adultes).apparaissent lorsque le plant a de 1,80 a 2,50 m de hauteur.

- Boutons floraux : en forme de toupie, blanc creme.

- Floraison : juin a novembre.

- Fleurs : blanches, régulieres le plus souvent solitaires

- Les filets des étamines sont allongés, les antheres subovales .

- Fruits grands sont souvent hémisphériques ou déprimés, turbinés. Ils ont 4, 5 a 3

loges (Annie et al., 2014).

Fleur : coupe transversale

Bouton floral = ~ -
e PGS

Feuille

Figure 10: Différents organes d’Eucalyptus (SS, 2021)

2.4. Taxonomie :

Embranchement.............ccoceeviiiniiinniinncannen. Spermaphytes
ClaSSC...uueeeeieeeeeeeeiee ettt Dicotylédones
Ordre.....cooveeeeeeeie e Myrtales
Famille........oooooeviiiiiiiiiee e Myrtaceae
GENIE...uvieiiiiieeeeeeeeee e Eucalyptus
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ESPECE...iiiiiiiiieeeee e Eucalyptus globulus (Bouamer, 2004)
2.5. Utilisation :
2.5.1. Propriétés thérapeutiques d’Eucalyptus:

Il possede des vertus thérapeutiques sur l'appareil respiratoire, dues surtout au cinéol )ou
eucalyptol) contenu dans les feuille . Il est utilis€ en phytothérapie pour soigner les bronchites,
la toux, les rhumes ou la sinusite.  On peut en faire des fumigations, des infusions ou des
décoctions, ou encore l'acheter sous forme d'huile essentielle ou de gélules. Il est utilisé dans

la fabrication de pastilles ou de pates destinées au traitement des maux de gorge (Beloued,

2009).
2.5.2. Usages traditionnels et courants :
Eucalyptus globulus est une espece officinale est connue par ces vertus :

- Anti-Infectieux : Les Aborigenes l'employaient contre les infections et les fievres.
Il est désormais utilisé dans le monde entier pour traiter ces affections

- Antiseptique : Cette plante est efficace pour soigner rhumes, grippes et maux de gorge

- Puissant expectorant utilisé¢ dans le traitement des infections pulmonaires, y compris
les bronchites et les pneumonies

- Révulsif Appliquée en friction sur la poitrine ou les sinus, en infusion ou en
gargarisme ,l'huile essentielle diluée a un effet révulsif et anesthésique qui
contribue a soulager les infections respiratoires

- Antalgique : Appliquée sur les zones douloureuses I'huile essentielle diluée
soulage les rhumatismes (douleurs aigué€s raideurs, névralgies, infections cutanées
d'origine bactérienne .Le traitement en usage interne de 1’huile essentielle ne doit se faire

que sur avis médical.
2.5.3. Usage Interne:

Elle est utilisée contre les affections des voies respiratoires (bronchites, grippe, asthme et toux)
et les affections des voies urinaires (rhumatismes, des névralgies, influenza Hyperglycémie

(Masso, 2007).
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2.5.4 Usage Externe :

L’Eucalyptus est utilis€ pour soigner les plaies, les brulures, les affections pulmonaires, la
grippe, les sinusites, la pédiculose et les moustiques. Les feuilles de I’Eucalyptus sont

utilisées par les aborigenes d’ Australie pour panser les blessures (Morigane, 2007).
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Conclusion

L’utilisation des plantes a des fins thérapeutiques remonte a une période tres lointaine,
soit a 1’Antiquité. Les plantes furent utilisées en I’état (racine, feuille, tige) dans
plusieurs régions du monde, dont les civilisations chinoises et indienne furent les
précurseurs. Plusieurs auteurs se sont intéressés a cette activité depuis I’antiquité gréco-
romaine en publiant une banque de donnés portant sur le potentiel végétatif en usage a
I’époque. A partir du 19 éme siecle I’activité s’est modernisée grace aux travaux des
chimistes qui ont réussi a isoler les principes actifs des plantes, d’ou le concept de
phytothérapie (soins a base de plantes). Cette derniere prise en charge par plusieurs
acteurs, les producteurs, les herboristes, les laboratoires d’analyse, les pharmacies, a
acquis une place importante dans le domaine de la pharmacie. La phytothérapie est
fortement valorisée dans plusieurs pays comme les Etats- unis d’Amérique la France le

Maroc...

En Algérie malgré un potentiel végétatif important, la filiere des PMA connait un
énorme retard comparativement aux autres pays. Le manque de valorisation des plantes
a des fins thérapeutiques et I’extraction des principes actifs ont fait de 1’ Algérie un
grand importateur de plantes médicinales. L’ Algérie est donc restée en marge de
I’évolution du marché mondial des PAM en général et des huiles essentielles en

particulier.
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