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Résumé :

Le but de cette étude était de rechercher des aoxviehibiteurs de I'activité enzymatique
des Métallo-Béta-Lactamases (MBL) a partir de feitt des feuilles dDlea europaea
(Olive). Nous nous sommes intéressés a isolereetifter des souches productrices des MBL
a partir de I'hdpital de Méchria (Naama). Le test@DT est utilisé pour le screening de ces
souches. Cependant, 'examen microscopique, lés béschimiques et la galerie API sont
employés pour leur identification. En outre, nousre extrait des molécules potentiellement
inhibitrices des MBL a partir des feuilles d'oliyar une extraction sélective liquide-liquide.
L’analyse quantitative a été effectuée pour déteemle taux des flavonoides. La derniere
étape de notre travail consiste a une semi-puaifica des MBL pour I'étude de leur
cinétigue enzymatique en absence et en présentextait des feuilles d'olive. 9 souches
ont été prélevées. Deux souches ont révélé untaésubsitif par CDT qui signifie leur
propriété productrice des MBL. Une seule souch&ackoisie pour I'étude de la cinétique
enzymatique. Le résultat d'identification a montgtie la souche sélectionnée était
Cellulomonase spp micobactériune rendement de I'extrait préparé a partir dasllés
d’'Olea europaeaétéait de I'ordre de 49.8% ou le taux des flavdesiétait de I'ordre de
18.36 £ 0.04 ug EC / g MS. Le résultat de la cinétienzymatique a indiqué que I'extrait des
feuilles dOlea europaeainhibe incompétitivement les Métallo-Béta-Lactarmssemi-

purifiées a partir de la souckllulomonase spp micobactérium

Mot clés : Metallo-béta-lactamase, Imipeneme, Pénicillineyilie d’Olea europaea

Cellulomonasspp.



Abstract

The aim of this study was to search for novel iitbils of enzymatic activity of the metallo-
beta-lactamase (MBL) fror®lea europaedeaf extract (Olive). We focused on isolating and
identifying MBL producing strains from the Mecht#ospital (Naama). The CDT test is used
for the screening of these strains. However, megopg examination, biochemical tests and
the API gallery are used for their identificatiom addition, we extracted molecules
potentially inhibitory MBL from olive leaves by aelgctive liquid-liquid extraction.
Quantitative analysis was performed to determiree flavonoid level. The last step of our
work consists of a semi-purification of the MBL fthre study of their enzymatic kinetics in
the absence and in the presence of the extratieoblive leaves. 9 strains were taken. Two
strains revealed a positive result by CDT whicniigs their MBL producing property. Only
one strain was chosen for the study of enzymatietidgs. The identification result showed
that the selected strain w&ellulomonasespp micobacterium The yield of the extract
prepared from the leaves Gflea europaeavas of the order of 49.8% where the rate of
flavonoids was of the order of 18.36 = 0.04 EC / g DS. The result of enzymatic kinetics
indicated that theOlea europaealeaves extract inhibits incompetitively semi-piguf

Metallo-Beta-Lactamases from t@ellulomonaseppmicobacteriurnstrain.

Key words: Metallo-beta-lactamase, Imipenem, Penicilildea europaedeaf, Cellulomonas

spp.
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Introduction



Les antibiotiques ont longtemps été considérés momhes armes efficaces pouvant éradiquer

toute maladie infectieuse d'origine bactérienneutdis, ['utilisation abusive de ces
composeés dans le domaine médical a eu pour consggu@pparition progressive d'une
multitude de résistances chez les microorganisiresg}-lactamines sont les antibiotiques les
plus utilisés en clinique. La résistance bactémeanxp-lactamines est due principalement a
la production d'enzymeg$-{actamases) capables d'hydrolyser I'anrf&éactame commun a
tous les molécules de cette classe d'antibiotiqDes.enzymes sont divisées en deux grands
groupes, les serine beta-lactamases et les métielactamases dont l'activité revient
essentiellement a I'acide aminé serine du site attee un ou deux atomes de zinc, dans
'ordre. Plus de 80 métallo-beta-lactamases diggont été identifiées dans le monde; 75%
d'entre eux sont codées par des plasmides. Landisston des B-lactamase communes et
'apparition de nouveaux enzymes ou d’enzymes nsitasont reliées directement a
l'utilisation abusive des B-lactamine dans le dameadle la santé humaine et animale et en

agriculture (Kunin et al. 1990) ; (Witte, 1997) ; (Normark andNormark, 2002)].

L’approche thérapeutique la plus utilisée en clieigest I'utilisation de la combinaison des
inhibiteurs suicides (acide clavulanique, sulba&tashtazobactames) des B-lactamase avec
les pénicillines. Ces combinaisons inhibent la s3ance des bactéries produisant les B-
lactamases de la classe Adibler (1980)tels les enzymes du type TEM (Temoniera), SHV
(sulfhdryl variable), qui sont généralement desa@dmases a meédiation plasmidique des
bacilles a Gram négatif. Aujourd’hui, comme signaliés haut, a la classe A des B-lactamase
on ajoute la classe C, les MBL et certaines enzytieeka classe D qui ne sont du tout pas
inhibées par ces inhibiteurs. Bien plus les baeséproduisant plusieurs B-lactamines de la
classe A sont résistante a I'action de ces condmnafBush et al., 1995) ; (Bush, 2002) ;

(Miller et al. , 2001) ; (She et Liu, 2002) ; (Yangl1998)].



Aujourd’hui, la résistance des bactéries aux antifpies est devenue 'un des problemes les

plus importants des thérapeutiques anti-infecteudans le monde et dans l'industrie
pharmaceutiques. Les infections causées par ldsriescrésistantes aux antibiotiques, sont
responsables d’un taux élevé de morbidité et deatité; comparé aux infections causées par
les bactéries sensible aux antibiotiques. En pdusiaitement annuel des infections causées
par les bactéries résistantes devient de plustengoluteux. Afin de faire face a ce probleme
de codt, les populations démunies se sont retosirmérs la médecine traditionnelle d’un
moindre budget. Le cout de traitements annuelmfestions causées par les germes résistants
aux antibiotiques, la plupart des populations degsen voie de développement se tournent
vers la médecine traditionnelle. Cette médecinestiioie une part intégrale de la culture de
I'Afrique et selon les estimations de 'OMS (2008, majorité de la population africaine

(80%) utilise la médecine traditionnelle dans leies de santé primaire.

Le but de ce travail est de caractériser les difftr types de meétallo-béta-lactamases
produites par des souches proviennent de divelsver@ent au niveau d’hopital de Mécheria
et de rechercher de leurs potentiels inhibiteuns de I'extrait des feuilles de la plante
meédicinaleOlea europaea (olivier), utilisée par la population dans le temitent de plusieurs

maladies.
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Chapitre | : Généralités sur les métallop-lactamases

Les Metallog-lactamases (classe moléculaire B, groupe 3 déassification fonctionnelle)
sont des protéines monomeres ou oligomeéres qussiéeat un cofacteur de métal (Zn dans
les enzymes natives) pour l'activité et sont stmatkement et évolutionnairement sans rapport
avec le site actif de séring -lactamases. La pertinence du mét@Hiactamases en tant
gu'effecteurs de résistance est principalementdeear spécificité au substrat, qui comprend
toujours des carbapénemes et souvent aussi cépbales et penicillines, et a leur résistance
aux inhibiteurs de la sérirfe-lactamaségAltschul et al., 1992)En 1966, Sabath et Abraham
avaient mis en évidence une activité céphalospsgindans des préparations brutes de
pénicillinases, a partir d8acillus cereus 56%t cette activité, perdue au cours de la
purification, est restaurée par addition du sulfdezinc (1 mM finale)selon ces auteures
cette activité céphalosporinnase revenait a uneyne@mz chromosomique(Sabath et

Abraham, 1966).

En1980, la découverte de ce type d’enzyme danesiesces de pertinence clinique c'est-a-
dire pathogéneStenotrophomonas maltophiliguelques souches dgacteroides fragiliset
Aeromonas sppa progressivement changé ce point de vue. Paségoent, un intérét
important a été accordé par la suite a ce typezgitam, incité par deux propriétés relatives
fonctionnelles a savoir I'activité carbapenémasiéretensibilité aux inhibiteurs classiques de
seringg—lactamase (acide clavulanique, acide penicillamigulfones, etc.). En 1982, Saino et
ses collaborateurs mirent en évidence une acipétécillinase prépondérante et dégradante
de I'imipenéme chez des souchesSenotrophomonas maltophili€ette activité revient, en
fait, a une enzyme chromosomique inductible ettréetive qu’en présence du zinc. Pour ces
chercheurs il s’agit d'une métallo-enzyme gu'ilst aésignée3 -lactamase (Saino et al.,

1982).
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1. Définition des Métallof-lactamases (MBLS) :

La béta-lactamasefp-actamases) est une enzyme possédant la capaeitéédgrader
spécifiguement tous les antibiotiques appartendatfamille des béta-lactaminesldria et

al., 2016).Les pB-lactamases sont la cause la plus fréequente deagse chez les bactéries a
Gram négati{Anne et Brigitte, 2012).Elles hydrolysent leB-lactamines en ouvrant le cycle
béta lactame et menant a la perte d’'un groupensbbgyle, provoquant I'inactivation de
I'antibiotique en questidifrigure 01)(Ambler, 1980)Ces enzymes sont localisées au niveau
de I'espace périplasmique chez les bactéries Geegatifi(Medeiros, 1984).a présence de
ce type de mécanisme de résistance au sein deesopathogenes fait peserun risque majeur
d’'inadéquation thérapeutique et donc d’échec tredriague(Schwaber et Carmeli, 2007)et

est également un facteur de diffusion.

Pénicilline G Céphalosporine

OH

(] (l-_N /C —
0/ N o
SO:H Ca
0
Monobactame Carbapenéme 0/

Figure 01 : Cycle d’un anneafi-lactame et les structures du noyau de basg-tletamines

(Babicet al., 2006)
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La classe des Métallpdactamases (MBLs) est longtemps restée au stadeudesité

biochimique, elle se caractérise par un large speatfctivité envers leg-lactamines. A
I'exception des mono lactames, elles sont capattlegdrolyser toutes les classes fle
lactames, y compris les carbapénemes (antibiotigtiesés en thérapie intensive en milieu
clinique). Cependant, ces enzymes sont inactivéesdps chélateurs de métaux comme
I'Ethyléene Diamine Tétra-Acétique (EDTA), I'acidapitolonique, la phénantrolindl est
aussi intéressant de noter que la majorité dessgewdant pour ces enzymes sont d'origine
plasmidienne et qu'elles sont facilement transfésakntre les souches bactériennes par le
phénomene de conjugaison ou de transposition. LBssMpeuvent se disséminer facilement

et permettre la propagation des résistances atapanemegGalleni et al.,2001).

Figure 02: Structure tétramirique d’'une MBL d&&enotrophomonas maltophiliaconstitué
en rubans. Les ions zinc sont présentés commeptiéses grises et les sous-unités

individuelles identifiées par coule(dllahet al, 1998).
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2. Propriétés structurales des MBLs:

2.1. La protéine :

Les métallo-béta-lactamases sont des hydrolasesamtiennent en minimum 230 résidus
d’acides aminés. Le poids moléculaire varie enFeR118 KDa, leurs points Isoélectriques
varient entre 2,5 et 10(&onazalez et al., 2007Les MBLs appartiennent a une plus grande
superfamille de métalloprotéines avec diversestions biologiques au-dela de I'hydrolyse
desp-lactames, désignée sous le nom de superfamillend&slo-hydrolases/oxydoréductases

dans la base de donndBossellini et Docquier, 2007).

Une caractéristique structurale commune conseraée dette superfamille est le repliement
global de la protéinep/Ba, dans lequel un sandwich de feuille 3 mixte irdezat entouré par
des hélices exposées au solvant. Les comparaiftoictusales de séquences sont cohérentes
avec la proposition que les séringdactamases ont évolué a partir des transpeptidases
ancestrales, mais [I'histoire évolutive des MBLs, qe sont pas homologues aux
transpeptidases, est plus ambigué. La double psgudétrie des moitiés N-terminale et C-
terminale des MBLs suggére que les deux moitiésgrdprovenir d'un ancien événement de
duplication génique.Dans les MBLs, le site actihtemant du zinc est positionné dans une
rainure peu profonde formée a l'interface des I8 centrales. Les structures cristallines
desp-lactamases révelent un groupe d'ions métalliqumsonou dinucléaires dans lequel Znl
est habituellement coordonné avec la géométriaéétique, et Zn2 avec une géomeétrie

bipyramidale trigonale lorsque le ligand du sulisttadu produit est absef@ebrone, 2008).

Dans les structures des MBLs monozinc B1, le sitk &t occupé par l'unique ion zinc. Dans
les structures de MBD de dizinc B1 avec des a#@isiifferentes pour chaque site, Znl est

typiquement raffiné avec une occupation moyenns plavée que Zn2, en accord avec les
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études biochimiques attribuant Zn2 comme le sitplls faiblement liant. Dans d'autres

MBL B1, il a été montré que le site dizinc liens ldeux ions de zinc avec une coopérativité
positive, avec une liaison de la premiere liaisanéldorant I'équivalent de la seconde.
Certaines structures cristallines dg{lactamase B1 NDM-1 révelent également un troisieme
ion zinc (Zn3) lié au bord du site actif, positiéna environ 8 A de I'amas de zinc dinculaire.
Cependant, la pertinence fonctionnelle de Zn3 as ¢té établie et il pourrait s'agir d'un
artefact de cristallisation. Les «seconds ligandsziohc de la coquille», qui interagissent
directement avec les ligands de zinc primairest gdus variés que les ligands de zinc
primaires et peuvent contribuer aux propriétésédiiites des sites de zinc des MBL B1.En
plus des ligands de zinc primaires, plusieurs taratiques remarquables du site actif
semblent étre structurellement conservées parmMBs IMP-1, VIM-1 et NDM-1 Bl
représentatives, malgré les identités de séqueacelels aminés globales relativement faibles
(VIM-1: IMP-1: 31%, NDM-1: IMP-1: 30%, VIM-1: NDM-1 31%). Premiérement, une
chaine latérale chargée positivement (Lys224 diiz-1 et NDM-1 ou Arg228 fournie a
partir d'une position de séquence différente daihd-2) est située a environ 6 A de Zn2 et
fournit probablement un contre-ion pour le carbeakgl conservé trouvé dans tous les
médicament$-lactamines. Deuxiémement, un résidu Asn est strellément conservé dans
chacun de ces trois MBL B1, et cette position (A3)2trouvée dans la boucle de site actif
10 (ASL10), est montrée étre a la distance deolmid du carboxylate nouvellement formé
dans l'anneau produits delactame ouverts. Toute la numérotation des réstius cette
revue est standardisée selon la numérotation BBhdsird et un alignement NDM-1 publié
ailleurs (Figure 5). Troisiemement, dans les trpikactamases, une boucfeépingle a
cheveux prolongée (boucle de site actif 3, ASL3nohe d'un cbté du site actif, fournissant
une large surface hydrophobe pour lier les strestwycliques d-lactame substrats. En

général, cette boucle est plus désordonnée queste de la protéine et a été démontrée

10
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devenir rigide et se fermer sur les ligands de atgf de liaison. Enfin, dans les trois

exemples, une rainure peu profonde dans la sudada protéine s'étend de chaque c6té de la
grappe de dizincs, permettant un espace suffisant pccueillir les substitutions variées
trouvées dans la large gamme de substrafsladetame contenant des substituants structurels.
Le lactame a quatre chainons dans une directiam d® Zn1), ou s'étendant de la position 2
(dans les pénams, les clavams, les pénémes eartegpénémes) ou la position 3 (dans les
céphémes) dans l'autre sens (loin de Zn2). Lesteffécents visant a comprendre comment
les modifications de ces caractéristiques struttesret d'autres caractéristiques structurelles
des MBL IMP, VIM et NDM ont un impact sur la catag la stabilité et la résistance

ultérieure aux antibiotiques sont abordées ci-desg$daria et al., 2016).

2.2. Site actif :

Les MBLs possédent généralement un site actif taastde résidus d’acides aminés
coordonnés a un ou a deux ions zinc. Les MBLs cuhfes, ces acides aminés sont
frequemment I'asparagine, la cystéine et troisng tiistidines. Dans la sous-classe B1, le site
actif peut étre mononucléaire, autrement dit ledemcaminés établissent des liaisons avec un
seul ion de zinc. Il peut étre également bi-nucanutrement dit les acides aminés
établissent des liaisons avec deux ions de zings DEcas du site mono-nucléaire, les acides
aminés établissant des liaisons avec le seul lmnsont trois résidus histidinesSig.3). Dans

le cas du site bi-nucléaire, les acides aminédigtabt des liaisons avec le premier ion zinc
sont trois histidines; avec le deuxieme ion zinetsites résidus d’asparagine, de cystéine et
d’histidine (Abriataetet al., 2008). Dans la classe B2, le site actif est toujours ypet
mononucléaire. Les acides aminés établissent dsoiis avec le seul ion de zinc sont des
résidus d’asparagine, de cystéine et d’histidifege et Badarau, 2008n fin, dans la classe

B3, le site actif peut &tre mono ou bi-nucléaif2ans le cas du site mono nucléaire, les acides

11
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aminés établissant des liaisons avec le seul immsont trois résidus d’histidines. Dans le cas

du site bi-nucléaire les acides aminés établisdastliaisons avec le premier ion zinc sont
trois histidined(Bounaga, 1998); (Rossolini et DcoquieR007)} avec le deuxieme ion zinc

sont des résidus d’histidine, de sérine et d’hiséidTableau 07).

Nous signalons que le site actif des MBLs est dénérpar plusieurs termes: on parle de site
de I'histidine ou de site Znlou de trois histidieé®u site 3 H lorsque l'ion Zn est lié a trois
His. On parle de site de cystéine ou site Zn2 op, &ys et His et ou de site DCH lorsque

I'ion Zn est lié a I'asparagine, a la cystéine éhtidine (Zhang et al., 2013).

Al B)

His-2
CYs-221 HIS-19% W
L] HIS-196
0

ASN-116
Zn
1151

HIS- 196

CYs.221

His116

wi

ASP-120 ASP-120

WIS-11R/ His-118

Figure 03: Sites de zinc et architecture des ligands métedicau site actif; (A) VIM-2
(PDBId: 1KO3, sous-classe B1), (B) CphA (N ° PDBS8G, sous-classe B2) et (C) FEZ-
1(PDB n °: 1K07, sous-classe B3). Tous les chiftnesété générés par PyM&ebrone,

2007).
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Tableau 01: les résidus d’acides aminés du site actif des smis-classes MBLs

coordonnés avec les ions du z{@alleni et al., 2001).

B-lactamases

Les ligands Zn1l

Les ligands Zn2

Sous classe B1
Consensus BBL*
Be ll

IMP-1

CcrA

VIM-1

BlaB

IND-1

Sous classe B2
Consensus BBL
CphA

Sfh-1

Sous classe B3
Consensus BBL
L1

FEZ-1

GOB-1

THIN-B

His116 His118 His196

His86 His88 His149
His77 His79 His139
His99 His101 His162
His88  His90 His153
His76 His78 His139
His96 His98 His159

Asnll 6 His118 His196
Asn69 His71 His148
Asn72 His74 His151

His/GIn116 His118 His196

His84 His86 His16
His71 His73 His14!¢
GIn80 His82 His15

His105 His107 His185

Aspl120 Cys221 His263
Asp90 Cys168 His210
Asp81 Cys158 His197
Aspl103 Cys181 His223
Asp92 Cysl172 His214
Asp80 Cys158 His200

Aspl100 Cys178 His220

Asp120 Cys221 His263
Asp73 Cys167His205

Asp76 Cys170His212

Asp120 His121His263
DAsp88 Cys89 His225
DAsp75 Cys76 His215
7Asp84 Cys85His213

Asp109 Cys110 His253

*BBL : -Beta-Lactamase classe B
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3. Classification des MBLs :

Les Metallop-lactamases (classe B des béta-lactamases) sodivisebs en trois sous-
classes définies principalement par des différedess |la coquille primaire de coordination

du zinc(Maria et al., 2016).

3.1. Sous-classe B1:

La sous-classe B1 lie un ion de zinc (Znl) aveis trésidus His (H116, H118, H196)et un
second ion zinc (Zn2) avec trois résidus différentdamment un Cys (D120, C221, H263).
Les B-lactamases B1 contiennent le plus grand nerdeérmembres cliniquement pertinents,
y compris les VIM (MBL codée par l'intégrine de dae), les IMP (imipénémase) et les

NDM (New Delhi MBL), entre autre@Maria et al., 2016 ).

3.2. Sous-classe B2 :

Les B-lactamases de la sous-classe B2 ont un siteideri@nl avec un résidu altéré (N116,
H118, H196), mais conservent un site Zn2 similéidé20, C221, H263). Cette sous-classe
possede le nombre le plus faible comprend desneezyproduites par différentes especes
d'’Aeromonas telles queA. hydrophilphA (Aeromonascarbapenem-hydrolysant Ig-
lactamase)A. veroniilmiS (imipéneme hydrolysant la métafidlactamase dé. veronnibv
Sobria) etSerratia fonticolaSth-1 (MBL hydrolase dé&erratia fonticola entre autres. Enfin,
les B-lactamases de la sous-classe B3 ont un site ideriale Znl varié (H / Q116, H118,
H196) et un site de liaison Zn2 distinctif dépoudairésidu Cys (D120, H121, H263). Cette
sous-classe comprend les MBL &enotrophomonas maltophilial (B-lactamase 1) et
d'Elizabethkingia meningosepticuniChryseobacterium meningosepticunGOB-1 (-

lactamase de classe B de meningosepticujrMalgré la faible conservation des MBL
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(typiguement <25% d'acides aminés), ils préserttarg un repliement similaire et partagent

des similarités mécaniques, comme décrit ci-des<omistrairement a la plupart des enzymes
de classe (A, C et D) les MBL Bl ont des profils giéostrat inhabituellement larges et
peuvent inactiver pratiquement tous pelctames bicycliques cliniquement utilis@garia

et al., 2016).

3.3. Sous classe B3 :

Les enzymes de la sous-classe B3 sont codéesagplrdart en chromosomes des bactéries
environnementales, par exemple L1, FEZ-1 et BJRelblaAIM-1 est le premier qui a
rapporté la sous-classe B3 d'un pathogéne humaiquement pertinenf. aeruginosalLes
structures enzymatiques de la sous-classe B3 amaréactéristique de replief/pa,mais elle
différente dans les régions de la boucle et dehiacture du site actif par rapport a la sous
classe B1 etB2. En outre, AIM-1 a un résidu GIn@iBigue qui n'est pasobservé pour d'autres
MBL. Ici, nous avons résolu la structure tridimemsielle de 1aB3 MBL AIM-1 & 1,60 A,
AIM-1-3mol a 1,80 A, mutant AIM-1-GIn157Ala & 1,73&t AIM-1-GIn157Asn & 1,40 A
résolution pour étudier la structure et relationctionnelle vers des efficacités catalytiques

plus élevées de AIM-1 par rapport a autres MBLadsdus-classe B@aradhi, 2012).

4. Différents types des Métallo-béta-lactamases :

Le métallo-béta-lactamases de type verona imipénggn@/IM) : la métallo-béta-lactamase
VIM-2 semble étre I'enzyme prédominante clirezaeruginosaDes épidémies nosocomiales
a P. aeruginosgoroductrice de VIM-2 ont été décrites partout deEnsnonde. Récemment,
une étude a rapporté une dissémination importaegesduchePB. aeruginosgroductrices de

VIM-2 responsables d’infections communautaires igéute soins de I'hdpital militaire central

d'Alger, en AlgériéFrederi et al.,, 2010). Avec des souches Hcoli et Klebsiella
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pneumoniaeet des études récentes ont montré la disséminiatiernationale de complexes

clonaux deP.aeruginosatels que CC111 et CC235, porteurs de différegterchinants de
résistance particulierement VIM-2(mais aussi PERSES-5, VIM-4, VIM-13, IMP-1)
localisées dans différents éléments génétiqueslaesofintégrons, transposons, plasmides),
suggérant que cette diffusion pandémiqudéPdaeruginosamultirésistante aux antibiotiques
est liée a la dissémination de clones épidémiquesecquisition locale de déterminants de

résistanceNlaria et al., 2016).

> Les enzymes de type IM&e pleine longueur sont généralement constituée246
résidus d'acides aminés, sauf IMP-9, -11, -21, -31, -44 et -45, qui contiennent 245
résidus, et IMP-37, qui est de 248 acides aminéomuigueur. La protéine IMP-1 mature
contient 228 résidus et a une masse moléculai@sdeDa. A ce jour, 47 variantes d'IMP-1
sont attribuées, bien que seulement 41 séquencpsotines soient disponibles au public.
Quatre variantes naturelles du groupe IMP-1 (IMP25, -10 et -30) sont caractérisées de
maniere extensive. IMP-6 differe d’'IMP-1 par unetation S262G dans le site actif, et IMP-
25 differe d'IMP-6 par une mutation supplémentaieeG235S sur I'ASL10. Fait intéressant,
I'IMP-1 confere des niveaux de résistance plusédley I'imipénéme et a plusieurs autres
antibiotiques, alors que I'IMP-6 confere des niweda résistance plus élevés au méropénem
et au doripéneme. IMP-25, qui pourrait étre un\w@ml’IMP-6, confere la plus grande
résistance au méropéneme. Compte tenu de l'augimentiz la relation d'activité entre ces
enzymes, on suppose que I'IMP-6 est I'enzyme amc@fpartir de laquelle IMP-1 et IMP-25
ont évolué. Ainsi, les mutations cumulatives G2626262S / G235S représentent une voie
évolutive possible en réponse a l'utilisation cjue croissante du méropéneme.Ser262, un
second résidu de coquille, est situé a proximitéligand de zinc primaire His263. La

modification de la spécificité du substrat confépée la substitution G262S a été expliquée
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comme un «effet domino»: la présence de Ser262esbiis263, préservant la coordination

de lion zinc, stabilisant ainsi le complexe enzyunbstrat intermédiaire, améliorant la
conversion deg-lactamines en des groupes R2 volumineux ou charggisivement comme
la ceftazidime, les pénicillines et I'imipénemeit katéressant, dans une étude récéRege

et al., 2008)

> Les enzymes de type NDMa:une longueur totale de 270 résidus. Un NDM-1 neatu
est composé de 254, 252, 250 ou 234 résidus dsaamnés, avec une masse moléculaire
correspondante comprise entre 29 et 27 kDa. La NDpartage trés peu d'identité de
séquence avec d'autres MBL et elle est plus étneie apparenté a VIM-1 / VIM-2, avec
lequel il partage 32% d'identité de séquence déacaiminés. A ce jour, 12 variants ont été
attribués, dont 10 séquences protéiques ont élépsabla caractérisation initiale de NDM-1
par A souligné certaines caractéristiques uniqeesette MBL. Par exemple, NDM-1 a une
insertion de séquence (FAAN) entre les résiduset@®4, une Ala entre les deux résidus His
dans le motif HXHXD définissant des MBL, et un Tgrla position 242 plutét que le Trp
conserve. Comparé a VIM-2 et IMP-1, NDM-1 a desued KM et kcat inférieures pour la
plupart des substrats @ldactame, a I'exception de l'imipénéme et du mérepee(Yong et

al., 2009).

5. Inhibiteurs des Métallo-béta-lactamases

Tous les inhibiteurs ou inactivateurs connus [tectamases a sérine sont inefficaces vis-a-
vis des métall@-lactamases. Les inactivateurs rapportés de tdesemétallop-lactamases
sont les chélateurs de métaux EDTA, o-1, 10-phénalme et acide dipicolinique, mais
ceux-ci n'ont aucune signification clinique. La pagation des métallpJactamases parmi
les souches bactériennes nosocomiales justifiedaerche de composés pouvant contrarier

l'activité de ces enzymes. Malheureusement, la weste d'un inhibiteur spécifique
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cliniquement utile des métallddactamases est rendue difficile par le fait quecomposé

doit rester inactif vis-a-vis des protéines humaimembres de la superfamille des métpilo-
lactamases ou d'autres métallo-enzymes, commeyifenzle conversion de l'angiotensine.
Une autre difficulté est de trouver un composéf acti I'ensemble des trois sous-classes de
métallof-lactamases et méme sur toutes les enzymes audsgia méme sous-classe.
Actuellement, les inhibiteurs connus inhibent effiement une ou deux métafidactamases

et sont beaucoup moins actifs contre les ayiresey, 2001).

Quelques exemples sont des dérives de thioestess,attools trifluorométhyliques et
cétoniques, des hydrazonessulfonyliques, des peodaiturels tricycliques, des dérivés de
l'acide succinique, des biphényltétrazoles, desenydpeptides, des carbapénémes et des
dérivés de pénicilline parmi lesquels un intéressahibiteur de pénicilline thiol des
céphalosporines, des thiols simples tels que Baambrcaptoa-cétyliqgue et les thioesters,
l'acide thiomandélique , le captopril , les déridésl'acide benzohydroxamique, les pyridine

carboxylate@Bebrone,2008).

Parallelement, la recherche sur les béta-lactan@apesmis de comprendre le fonctionnement
de ces enzymes et de mettre au point des stratpgigs lutter contre la résistance des

bactéries.
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Chapitre Il : Bactéries résistantes auxg-lactamines

La résistance aux antibiotiques est devenue uri@rebmajeur de santé publique en Algérie.
En effet ces dix derniéres années, une importaogmantation de la résistance aux
antibiotiques en particulier chez les Gram négatifrarement les bactéries Gram positif
(Touati et al., 2006).Les B-lactamases sont la cause la plus fréquente deadse chez les
bactéries a Gram négatif. Plusieurs centaing¥ldetamases ont été décrites et il existe plus
d'un systeme de classification. Les genes de edsist subissent des mutations et évoluent
graduellement. lls peuvent étre situés sur des erl&angénétiques mobiles (plasmides et

transposons) et dans le chromosdBwesh et al., 2010 ).

1. Acinetobacter :

Acinetobacterest un bacille a Gram négatif ne fermentant pagueose. Elle est pathogene
opportuniste isolée essentiellement dans des udigésoins intensifs chez des patients
présentant une immunodéficience locale ou généralle est présente aussi dans
'environnement. Cette bactérie appartient au geods aérobiesstrictes, non fermenteurs et
immobiles. Elle réduit les nitrates en nitritedeed une oxydase — et une catalag®/ita et

al., 1997).

» Reésistance naturelle :

Les souches d@cinetobacteproduisent une béta-lactamase chromosomique, tres
probablement de classe C, qui n'est pas inhibée Ipaclavulanate, qui hydrolyse
préférentiellement les céphalosporines de prengénération mais n’a pas d’activité pour les
pénicillines et la pipéracilline. De ce faltcinetobacteest naturellement résistant a la

céphalotine alors que la ticarcilline est ac(i@ehrlein et al., 2002)
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> Résistance acquise :

La résistance aux béta-lactamines chemetobacteest complexe et pose souvent de sérieux
problemes car elle résulte frequemment de la ptausimultanée d’enzymes différentes
Des souches Acinetobacter baumanigsistantes a la plupart des béta-lactamines éséaf
ceftazidime et a I'imipénéme) ont été caractérisédkes produisaient 3 beta-lactamases
différentes : une céphalosporinase chromosomiqueepéta-lactamase TEM-1 et une enzyme

de type OXA appelée OXA-21 et portée par un intégRerli et al., 1997).

> Béta-lactamases de type BLSE

La béta-lactamase PER-1, qui confere un phénotgpésistance de type BLSE, a été trouve

en Turquie dans 33 (total 72) souche&daihetobactefVahaboglu et al., 1997).

> Résistance a I'imipénéme :

Elle peut étre non enzymatique. Elle résulte attesmodifications des PLPs qui entrainent
une diminution de leur affinité pour I'imipénémelu® récemment, une béta-lactamase de
type OXA a été décrite dans une souch&ctietobacter baumaniésistantes a I'imipéneme
et produisant deux enzymes: la céphalosporinagemdsomique et une enzyme qui
hydrolyse les isoxazolylpénicillines et I'imipénéragec une activité élevée (inhibée par les
ions CI mais pas par le clavulanate, ni par lEDTA). L'gne se caractérise également par
une activité d’hydrolyse significative des céphplménes de troisieme générati@ihornstien

et al., 1997).

2. Aeromonas hydrophila :

Elle appartient a la famille d&sbrionaceag(/Aeromonadacege C’est une bactérie a Gram

négatif trouvée dans les eaux, le sol, les alimeBlie est opportuniste pour les plaies
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infectées chez les immunodéficients. Elle a unedagg +, nitrate réductase +, glucose +, VP

+, et une activité d’hémolyse du sang de moufhgmolyse visible sur gélose au sang)

(Ruimy et al., 1997).

> Résistance naturelle :

ChezAeromonas il y a une production de trois béta-lactamasesrmbsomiques co-
inductibles : Une céphalosporinase de classe CAAsthezA. sobrig homologue a AmpC
deP. aeruginosg; Une oxacillinase de classe D (AsbB1 cBesobrig inhibée par l'acide
clavulanique et également appelée OXA-12); et Wnpénemase de classe B: CphA
chezA. hydrophilaAsbM1 cheZA. sobria(également appelée ImiS).Toutes les souches)

(Khushi et al., 1998).

> Résistance acquise

Elles produisent des béta-lactamases de classsp&dire étendu (BLSE) : la béta-lactamase
TEM-12 a été identifice dans une soucheAdeomonas caviasur un plasmide auto-
transférable. Curieusement, 'enzyme ne s’exprime ghezA. caviaeet sa détection n’a été
possible qu’apres transfert du plasmide dans unehsoréceptrice &. Coli (Edwards et al.,

1997)

3. Bacteroidesfragilis :

LesBacteroidesdu groupdragilis sont des bacilles a Gram négatif appartenantfantale
desBacteroidaceagui constituent une famille tres importante detéaes anaérobies, en
particulier au niveau du tractus intestinal. Cestdérdes ont en commun de ne pas utiliser
'oxygéne comme accepteur d’électron, leur croissapouvant méme étre inhibée en
présence d'@ LesBacteroidesont souvent isolés de suppurations anaérobieglue
souvent lors de péritoniteBacteroides fragilisest également responsable de septicémies. Le
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potentiel pathogene est lié a la production d’ereyithéparinase, neuraminidase), ainsi qu'a

des lipopolysaccharides et polysaccharides capsslatlle est anaérobie obligatoire (ne se
développe pas au contact de l'air) et possede apsute. Elle a une fermentation du glucose

+, indole —, et une croissance en présence de-lfKerfmann, 1991).

> Résistance naturelle

Bacteroides fragiliscomme toutes les bactéries anaérobies, est Hatneat résistant aux

aminosides (pas de transport actif transmembrgnafes bactéries sont généralement
résistantes aux béta-lactamines par productionedhé&ta-lactamase chromosomique codée
par le géne cepA, non inductible, inhibée par évalanate et apparentée aux céfuroximases

desProteus(dans 70 % des souché&heng Y.,1994).

> Résistance acquise

'y a tres peu de données sur la résistance acqieBacteroides fragiliaux béta-
lactamines. Une diminution d’affinité des PLPs ét& évoqués pour des souches résistantes a
limipéneme ne produisant pas de métallo- bétaataeses. Une modification dans la
composition des protéines de membrane externe dipdpolysaccharide a été mis en

évidence dans les souches qui produisent la mdiétkrlactamase CfifCheng, 1994).

4. Enterobacter :

La famille desEnterobacteracegecomprenant de nombreuses especes coamteobacter
aerogene®u Enterobacter cloacaeElles sont des bacilles a Gram négatif mobilésoat
souvent responsables d’infections nosocomi@lescloacaeetE. aerogenepeuvent étre

isolés a partir d’'infections urinaires ou de pldi&®orvogel J., 1991).

> Résistance naturelle :
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E. cloacaeetE. aerogenesont naturellement résistants a I'amoxicilline,admoxicilline-

clavulanate, a la céfalotine et a la céfoxitine paoduction d'une béta-lactamase
chromosomique de classe C inductible AmpC. Les lsaicauvages restent sensibles a la
ticarcilline, a ticarcilline-clavulanate et a lappracilline et au céphamanddqé/atanabe,

1991).

» Reésistance acquise :

Mutants de céphalosporinases de classel& production constitutive a haut niveau de la
béta-lactamase chromosomique de classe C est uanisée fréquent chdanterobacter
Elle entraine une résistance additionnelle a lardiline, a ticarcilline-clavulanate, au
céfamandole, aux céphalosporines de troisieme gtoret a I'aztréonam (exempl&:

cloacae E. aerogenggBermudes, 1997).

Béta-lactamases de classe A a spectre étendu (BL&ES béta-lactamases a spectre de
substrat étendu sont de plus en plus frequemmanitiiiées dans les isolats cliniques
d’Enterobacter aerogendsxemple E. aerogene$ . Des enzymes comme SHV-2, CAZ-6 et
CTX-1, codées par des genes plasmidiques, onteétéaks. La détection d’'une synergie avec
le clavulanate nécessite souvent la réalisationn dantibiogramme complémentaire
(exemple E. aerogene$. Résistance aux carbapénemeslle est encore rare. On peut
l'observer lorsqu’il y a dans une méme souche hyeluction constitutive de la béta-
lactamase de classe C chromosomique et altéraBola gperméabilité par diminution du
niveau de synthese d’'une porir@@arbapénemases de classe dlles ont été décrites dans
deux souches cliniques K’ cloacaequi présentaient une résistance de haut niveau a
limipénéeme. Une synergie est observée a l'antitziogne entre I'imipéneme et le disque
amoxicilline-clavulanate. Les deux enzymes décritesce jour (Nmc-A et Imi-1) se

caractérisent par une activité d’hydrolyse éleviéeawis des carbapénemes et une sensibilité
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a linhibition par l'acide clavulanique. Génétiquem, elles sont plus proches des beta-

lactamases de classe A (type TEM, SHV par exengule)des enzymes chromosomiques de

classe QTzouvelekis et al., 1994).

5. Escherichia cali :

Elle appartient & famille ddsnterobacteriaceaeOn trouveEscherichia colien abondance
dans la flore commensale, en particulier dansbe tligestif. Elle est bacille aérobie, a Gram
négatif, oxydase négatif, nitrate positif et quinfente le glucose. Elle est responsable des
infections urinaires (impliqué dans 80 % des intatd urinaires), Septicémies ; meéningites

néonatales et infections intestinales (gastroges(Peixe, 1997).

> Résistance acquise :

Béta-lactamase de classe A haut niveau (pénicilliga) :

C’est une résistance a haut niveau vis-a-vis AMK; Tinhibition de l'activité enzymatique
par I'acide clavulanique (activité de AMC et TCCAMX et TIC) ; activité réduite pour les

uréidopénicillines (PIP) et les C1G (CF) et les GR43\) (Chanal-Claris, 1998).

> Béta-lactamase de classe A TRI (pénicillinase TRi)

Méme phénotype qu’Ecoli pénicillinase haut niveau, excepté la résistarmat imiveau a
AMC et TCC (pas d'activité d’'inhibition de l'acidelavulanique).En milieu hospitalier, on

peut trouver jusqu’a 5 % des souchegdeoli résistantes au clavulandt&rot et al., 1997).

> Béta-lactamase de classe A a spectre étendu :

Résistance a I'ensemble des pénicillines et cégpatines, en particulier aux C3G (CTX,

CAZ) et aux monobactames (ATM). L’activité des cayplycines et de I'imipéneme n’est pas
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modifiee. Une image de synergie (inhibition de tiaté enzymatique par I'acide

clavulanique) est souvent détectée entre les C2®1€t ou TCC(Hibbert et al., 1994).

> Hyperproducteur de Béta-lactamase de classe C (cé&bsporinase) :

Résistance a AMX mais les carboxypeénicillines (TKZ)les acyluréidopénicillines (PIP)
restent actives. Pas d'inhibition par le clavulamatrésistance a AMC mais TCC reste actif.
Résistance de haut niveau aux C1G (CF). Activitgotors diminuée (voir résistance de haut
niveau) aux céphalycines (FOX). L'activité des Ca@s C3G est Iégérement diminuée, celle
de I'imipénéme (IP) reste normale. On peut notee &activité de I'amoxicilline et des
céphalosporines peut étre restaurée en prése8RIldE215 qui est un inhibiteur puissant des

béta-lactamases de class@<bii et al., 1995).

6. Klebsiella pneumoniae :

Elle appartient a la famille dé&nterobacteriaceaeC’est bactérie commensale du tube
digestif et des voies aériennes supérieures. ElaeaONPG-positive, VP-positive donnant
des colonies d’aspect muquetx. pneumonia@st fréquemment isolée de I'environnement
(eaux usées, sol, etc...) et de la flore commerdedemuqueuses et des voies respiratoires
supérieures. Elle est bacille immobile, aéro-art@éroa Gram négatif, oxydase négatif,
nitrate réductase positif et qui fermente le glecospportuniste impliqué dans des infections
nosocomiales, généralement des infections urinaites pneumopathies et des septicémies

(weill et al., 2004).

> Résistance naturelle :

K. pneumonia@st naturellement résistante aux pénicillines aailbne, ticarcilline) par
production d’une béta-lactamase de classe A d’'esfldromosomique) appelée K2, inhibée
par I'acide clavulanique (exempl&tebsiella pneumonia2189) {igit et al., 2005).
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> Résistance acquise :

Résistance aux inhibiteurs des béta-lactamaskss :béta-lactamases de classe A de type IRT

insensibles a 'acide clavulanique (mutants d’eneyMEM) ont été décrites.

Béta-lactamases de classe A a spectre étendu (BL8E)nombreuses souches Kde
pneumoniaesont productrices de BLSE. Pour la plupart d’eetles, la production de BLSE
se traduit par des images de synergie trés caisdmjaes entre les céphalosporines de
troisieme génération et lacide clavulanique (desqd’augmentin ou de claventin)
(exempleK. pneumoniad.249). On peut noter que certaines BLSE sont t&iaées par une
activité faible vis-a-vis des céphalosporines desieme génération. Dans ce cas, le niveau de
résistance est bas et les images de synergies plust discretes (exemplK,
pneumoniad112). La diversité des béta-lactamases a spétenelu décrites damdebsiella
pneumoniaest tres grande. Des BLSE telles que TEM-3, TEMelOMGH-1), TEM-12 (ou
YOU-2), TEM-24, TEM-26 (ou YOU-1) ont été decritdé® nombreux variants de type SHV
sont également connus (SHV-4, SHV-5, SHV-6 ou SHM8us récemment, la BLSE TEM-
52 a été caractérisée : elle présente une actnhtbituelle vis-a-vis du moxalactame, ainsi

gu’une synergie entre cet antibiotique et le clamnate.

Béta-lactamases plasmidiques de classechiezKlebsiella pneumonigen connait un grand
nombre de béta-lactamasesplasmidiques de classai @égvent des céphalosporinases
chromosomiques. On peut citer FOX-1 et MOX-1 (haygakes a AmpC dB. aeruginosy et

LAT-1 et CMY-2 (homologues & AmpC d&itrobacterfreundij (Baratus et al.,2005).

Résistance au céfépime et au cefpirome :a&kté récemment décrite chezpneumoniaet
semble liée a la combinaison de deux mécanisnaeprodduction a haut niveau d’'une BLSE

SHV-5 et une diminution de la perméabilité de lamheane externéweill et al.,2005).
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> Résistance a I'imipénéme :

Elle peut étre due a I'association d'une impermiéahie la membrane externe (perte d’'une

porine de 42 Kda) a une production a haut niveanalbeta-lactamaseplasmidique de classe
C (ACT- 1, homologue a AmpC de cloacaeet MIR-1). On a également décrit au Japon une
souche d&. pneumoniaeésistante a I'imipéneme et a la ceftazidime dtehgeant le gene

d’'une métallo-beta-lactamase IMP sur une struaergype intégronRhilippon et al., 2005)

7. Pseudomonas :

Elle appartient a la Famille d®@seudomonadaceapii comprend de nombreuses especes
(Pseudomonas  aeruginosa, Pseudomonas fluorescensrkhdBileria  cepacia,
Stenotrophomonas maltophiliaBacilles a Gram négatif ne fermentant pas lecage
(commeAcinetobacte), largement présent dans I'environnement (eay,vegétaux)Floret

et al., 2009) Elle pathogene opportuniste isolée essentiellemieez des patients présentant
une immunodéficience locale ou générale (brulésnc@@ux, etc)Pseudomonas
aeruginosaest tres fréquemment impliquées dans les infegtioosocomiales (infections
pulmonaires, cutanéesYhou et al., 1993).Pseudomonas aeruginogsgpartient au groupe
des non fermentants. bactérie aérobie stricte, lmgtmoduisant de la pyocyanine, capable de

se multipliere a 41C (contrairemenPafluorescengtP. putidg (Bernd et Rehm., 2008).

> Résistance naturelle :

Pseudomonasst naturellement résistante a un grand nombrgibiatiques en raison (i) de
la production d'une béta-lactamase chromosomiqueiciible de classe C qui n'est pas
inhibée par le clavulanate et qui hydrolyse préféeiement les céphalosporines de premiére
génération Arlehamn et al., 2011)et (i) d’'une mauvaise permeéabilité membranairairfa

famille des Dbéta-lactamines, les molécules quiergstactives sont la ticarcilline, la
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pipéracilline, la cefsulodine, I'association tiddmce + clavulanate, la ceftazidime,

l'aztréonam et I'imipénéme (exempl®: aeruginosd746).P. aeruginosast également

généralement résistant a la kanamy¢Pairel et Nordmann, 2006)

> Résistance acquise :

La résistance aux béta-lactamines dAsgudomonapose souvent de sérieux problémes car
elle entraine souvent la résistance a la plupastatgibiotiques. Ce type de résistance est
généralement lié a des mutations conduisant a yperéxpression de la béta-lactamase
chromosomique de classe C (exemple,aeruginosal307) et a une diminution de la
perméabilité membranaire (déficite de la porinedp2cifiquement associée a la résistance a
limipéneme) (exempleR. aeruginosarl092). De nombreuses béta-lactamases (Types TEM,
OXA, PSE), conférant la résistance aux pénicillires été identifiées chdz aeruginosa

(David et Livermore, 2002)

> Beta-lactamases de type BLSE :

La béta-lactamase PER-1, qui confere un phénotgpésistance de type BLSE, a été décrite
dans une souche clinique BeaeruginosaPlus récemment, des variants de type TEM (TEM-
42) et SHV-2 ont également été caractérisés. Debreum mutants d’oxacillinases (OXA-11,
-13, -14, -15, -18 par ex), conférant un haut nivele résistance aux céphalosporines de
troisieme génération et inhibés par le clavulanaé été décrits ces derniéres annéasrel

et Nordmann, 2006)

> Résistance a I'imipénéme :

Elle peut étre non enzymatique. Elle résulte alleréa perte de la porine D2 qui entraine une
diminution spécifique de la perméabilité pour I'péneme. La résistance ne s’exprime a haut
niveau que si la perte de D2 est accompagnée diiyperproduction de la céphalosporinase
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chromosomique. Elle peut étre enzymatique. Elledests ce cas liée a la production de

métallo-béta-lactamases de classe B (enzymes a qum@résentent généralement un large
spectre de substrat incluant les céphalosporingso#eme génération (sauf I'aztréonam) et
limipéneme. Ces enzymes sont inhibées par 'EDAAheure actuelle, on les trouve en

situation plasmidique, ce qui fait craindre leurssd@imination dans un avenir proche

(Philippon.,1989 ).

8. Salmondlla:

Famille de€nterobacteriaceaeC’est une bactérie pathogéne, a transmissionféaae,
agents des fievres typhoide et paratyphoide, eifediions intestinales. Elle est bacille
mobiles aéro-anaérobie, a Gram negatif, oxydasatmegitrate positif et qui fermente le
glucose. Il est différent pour les salmonelles miags (que I'on ne trouve que chez 'homme)

et les salmonelles mineures (ubiquis{@dlen et al., 2002).

Salmonellamajeures Salmonella Typhi, S. Paratyphrespectivement responsables des
fievres typhoides et paratyphoidiques. La transomsse fait par les selles des malades.
Apres infection, 'hémoculture se positive avantc@proculture (passage dans le sang, puis
retour dans [lintestin gréle). Salmonellamineures Salmonella responsables de
gastroentérites (bactéries entéropathogenes iresgsi@es germes sont portés par ’lhomme et
lanimal. Les salmonelles mineures sont impliquéans 30 a 60 % des infections
alimentaires. Un manque d’hygiéne est tres souadnrigine de la transmissigiCartalli et

al., 2002)

> Résistance acquise :

Mécanismes identiques a ceux décrits goucoli. béta-lactamase de classe A haut niveau

(pénicillinase) : ExempleSalmonellal409,S. Typhi5886(Lzumiya et al., 2005).
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Résistance aux inhibiteurs des béta-lactamasbhgpdtproduction de béta-lactamase TEM a

été décrite. Béta-lactamases de classe A a sp&teindu (BLSE) : TEM-27, plasmidique et
associée a un haut niveau de résistance a la idaftezet a I'aztréonam. PER-1, qui
n‘appartient pas a la famille des enzymes TEM/SkHyue a été détectée lors d’'une épidémie
en Turquie.beta-lactamasesplasmidiques de classe(céphalosporinases): CMY-2,
plasmidique, homologue a AmpC @e freundiiDHA-1, plasmidique et conférant la

résistance aux céphalosporines et aux céphamy@nés et al., 2005).

9. Aeromonas hydrophila:

Elle appartient a la famille désbrionaceagAeromonadacege Elle est bactérie a Gram
négatif trouvée dans les eaux, le sol, les alimétits est opportuniste : Infection des plaies,

diarrhées aigles, septicémies chez les immunoegfg{Lineaweaer et al., 1992).

> Résistance naturelle :

ChezAeromonas on observe généralement la production de troisa-lb&tamases
chromosomiques co-inductibles : une céphalospaeimkes classe C (AsbAl chéz sobrig
homologue a AmpC de. aeruginosa uneoxacillinase de classe D (AsbB1 chAesobrig
inhibée par I'acide clavulanique et également agp@&@XA-12) une imipénémase de classe
B : CphA cheZA. hydrophilaAsbM1 cheZzA. sobria(également appelée ImiSjoutes les
souches dAeromonassont naturellement résistantes a I'ampicilline inaaturellement

sensibles a I'imipénéme malgré la présence degémémasejAnkita et al., 2016)

> Résistance acquise :

Béta-lactamases de classe A a spectre étendu (BLBEbéta-lactamase TEM-12 a été

identifiée dans une souche Ag@romonas caviasur un plasmide auto-transférable.
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Curieusement, I'enzyme ne s’exprime pas cheeaviaeet sa détection n'a été possible

gu’apres transfert du plasmide dans une souchetréeedeE. coli(Peatman et al., 2017).

BACTERIES A GRAM POSITIF

| e

BACTERIES A GRAM NEGATIF

Inducnbles
Pénicillinases / \
( spécifiques)
§. aureus LARGE SPECTRE LARGE SPECTRE SPECTRE ELARGIE
5. epidemidis «Pémcillinasesy wPémcilinasess TEM-1 +TEM-22
K. preumoniae TEM-1, TEM-2, SHV-2 # SHV-5
( SHV-1) 0OXA-1234 chez toutes les Entérobacténes
K. anytoca SHV-1 essentiellement K. poevmoniae
Levinea chez toutes les espéces +YOU-1 ET 2. MGH-1. MRH-1
CONSTITUTIVES INDUCTIBLES DEREFPRIMEES Cephamycinaese®
E. colt E. cloacae, E aerogenes @ trés haut niveau ( Klebsiella + E. aolf)
trés bas mveau C. freundyy Ctrobacter CMY-1 et 2, MIR-1 ( E. colt)
Serratia Entembacter
M. morganti FProvidencia l
Bacteroides Frovidencia, P. aeruginos: P. seruginos v
{ Cefuroximases) P vulgarts Serratla *non dénves de TEM
(Ecolf)

Figure 04 : Classification des béta-lactamagBgatman et al., 2017)
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Chapitre lll : plante étudiée (Olea europaea)

L'olivier est une espece appartement a la famile @léacées et au ger®éea Ce genre
regroupe une trentaine d’espéces et sous-espeae®lda Europaedolivier méditerranéen)
qui est la seule espéce cultivée. Il est multipéentiellement par voie végétative (bouturage
ou greffage), alors que les formes sauvages sapiiant par voie sexuée (graines). Il est
considéré comme une espéece caractéristique degianrénéditerranéennéQatibi et al.,

2004).
1. Classification botanique d’'Oliver :
La classification botanique de l'olivier sel@uignard (2004),est la suivante :

Regne: Végétal

Embranchement: Spermaphytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Dicotylédones

Sous classe: Astéridées

Ordre: Lamiales

Famille: Oléacées

Genre: Oléa

EspeceOléa européa

2. Caracteres morphologiques d’olive:

L'olivier domestique est, du point de vue génétiquearbre de taille moyenne qui, dans les
cas extrémes, peut atteindre une hauteur de 10 Ifatad naturel, il présente une frondaison
arrondie. L'olivier est un arbre polymorphe, quégente une phase juvénile au cours de
laquelle les feuilles sont différentes de celles 'dge adulte. Ce polymorphisme n'est
important que chez les arbres obtenus par senssarleres reproduits végétativement ne

présentent pas une forme de feuille juvéiilembesi et Cartechini, 1986).
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L'olivier s'adapte bien a des conditions d'enviemant extrémes telles que la sécheresse et la
chaleur. Bien qu'il exige un sol Iéger et aéré poubon développement, I'olivier tolére un
large éventail de types de sols différents et tésisde faibles températures. L'olivier est un
arbre a fructification bisannuelle dans toutesclasditions de croissance. Dans la plupart des

cultivars, les fruits se trouvent a la surfacealfrdndaisor{Tombesi et Cartechini, 1986).

Oleacene

D 2

Olea europaea L.

Figure 05 :différentes caractéres botaniques de I'oligiemmbesi et Cartechini, 1986)

3. Distribution géographique :

Bien que l'olivier soit présent dans les quatre ticamts, environ 98 % de la production
mondiale d’olive provient du bassin méditerranéBenhayoun et Lazzeri, 2007)On le

rencontre surtout entre le 25éme et le 45éme dimgtatitude, dans I'hémisphére Nord aussi
bien que Sud. Il est limité au Nord par les froitibernaux et les fréquentes gelées

printaniéres alors qu’au Sud par le climat aridsadtarier{Figure 2). La culture de I'olivier a
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été exportée dans plusieurs régions du monde colfdmustralie, la Chine, les Etats-Unis,

'Afrique du Sud, I'Argentine, ... Sa plasticité €éogique, et son importance nutritionnelle et
économique lui ont valu d'étre cultivé sous diversenditions pédoclimatiques tres
contractées.Cette espéece joue un rdle environnahmeajeur, en particulier dans des terroirs

marqués par de faibles pluviométries et/ou de $quamtegQatibi et al., 2004).

Avec une superficie actuelle d’environ 9,6 milliaieectareFAO, 2012),l'olivier occupe

le 24éme rang parmi les 35 especes les plus cedti@é@ monde. Elle est principalement située
dans le bassin méditerranéen. Sa culture concdusede 7 millions de familles, soit 30
millions de personnes, et s'évalue a 7 milliardsDadlars (Nasles, 2006)75% de terres

cultivés sont réparties en petites superficies.

Figure 06: Carte de distribution du gen@ea europaeaans le mondéasles, 2006)
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4. Feuilles d'olives :

Persistantes, opposées, coriaces, ovales oblongwadieres et un peu enroulés, portées par
un court pétiole; elles sont vert grisatres, a sernbre dessous blanchatres et a une seule
nervure dessous. Trés souvent, elles contiennest ndatieres grasses, des cires, des
chlorophylles, des acides (gallique et malique)s dpmmes et des fibres végétales

(Amouretti, 1985).

La feuille de I'olivier a son propre systéme detpotion contre la chaleur de I'été. La face
supérieure vert sombre exposée au soleil est recmud’'une pellicule vernissée a travers
laquelle I'eau peut s’échapper. L'évaporation si ff@r I'autre face ou se trouvent les

stromates, organes constitués d’orifices microgspms, qui composent I'épiderme de la
feuille et les minuscules poils qui les recouvrdmirsque l'air est humide, les poils se

soulevent et libérent de la vapeur d’eau. Lorscpie dst sec, les poils se plaquent, bouchant
'ouverture des stomates, empéchant ainsi toutespieation. Les feuilles présentent des

bords révolutés, c’est-a-dire roulés en dehors etessouslean Pagnol, 1985).
5. Valorisation :

La matiere seche des feuilles d’'olive se situe wutle 50% a 58% ; celle des feuilles séche
autour de 90% .la teneur en matiere azotée edetWAT) des feuilles varie de 9 a 13%.la

solubilité de l'azote est faible (situe entre 84%) ; selon la proportion de bois. La teneur en
matiére grasse (MG) est supérieur a celle de fgare oscille autour de 5 a 7% mais celle
des constituants pariétaux et en particulier ddigmine et constamment élevé (18 a 20%)

(Tisserand, 1991).
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Tableau 02:composition chimique global des feuilles d’oliviexprimé en g/100g) selon

plusieurs auteurs.

Composition | Boudhrioua Erbay et Martin- Garcia- Fegeros et
(en %) etal.; 2009 | Icier; 2009 Garciaet | Gomezet | al. ;1995
al. ;2006 | al.; 2003
Eau 46.2-49.7 f 49.8 f 41.4f I 44.0 f
Protéines 5.0-7.6f 54f 7.0s I I
Lipides 1.0-1.3f 6.5f 32s 6.2s I
Minéraux 2.8-44f 3.6f 16.2 s 26.6 s 9.2s
Carbohydrates 37.1-425f 275f Il Il I
Fibres brutes I 7.0f 1 I 18.0s
Cellulose 1 I 1 19.3s 114s
Hémicellulose I 1 1 254s 13.3s
Lignin I I Il 304s 14.2s
Polyphénols 1.3-2.3s /1 25s Il /1
totaux
Tannins soluble| // I I 1 0.3s
Tannins 1 1 0.8s I 10s
condenses

f: Correspond aux valeur exprimé par rapportadasse fraiche des feuilles d’olivier.

s : Correspond aux valeur exprimé par rapportradase séche des feuilles d’olivier.

/I : Valeur non déterminée.
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Tableau 03:composition en acides aminées des feuilles d@alifraiche (exprimé en g /kg

d’azote total) seloMartin et Molina (2008)

Acide aminées Concentration
Ac. Aspartique 27.5
Ac. Glutamique 35.1
Serine 44.5
Glycine 79.6
Histydine 254
Arginine 162.0
Threorine 46.8
Alanine 73.8
Proline 84.2
Tyrosine 32.3
Valine 74.8
Méthionine 5.3
Cysteine 1.6
Isoleucine 58.8
Leucine 73.8
Phenylalanine 51.8
Lysine 19.1
Ac. Aminées essentiels 547
Ac. Aminées non essentiels 379
Ac. Aminées totaux (sans tryptophane) 926
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Tableau 04:composition en minéraux des feuilles d’olivier (Brp en g/kg de matiére

séche) selofegeros et al. (1995)

Minéraux Concentration
Calcium (Ca) 12.7
Phosphore (p) 2.1

Manganese (Mn) 1.9

Potassium (k) 6.3
Fer (Fe) 273.0
Cuivre (Cu) 10.7
Zinc (Zn) 21.3
Magnesium (Mg) 50.0

6. Intéréts médicinal:

Depuis l'antiquité; les feuilles d’olivier sont @hoyées en phytothérapie. A I'époque
Grecque ; les feuilles ont été utilisées pour déstar les blessures cutanées. Les anciens leur
attribuaient des vertus antiseptique et la propra combattre tout sortes d’infections. Au
XIXéme siecle ; on s’en servait pour combattrepddudisme (malaria). Ces usages sont
tombés en désuétude pendant un certaine tempsisn rde 'omniprésence des ATB
Cependant ; les professionnels modernes de la santéencé a utiliser I'extrait de F.O ; en
1995 ; les premiers résultats furent tres positdpuis ; il a été démontré que la F.O possede
de nombreux avantage thérapeutique contre de nosdsemaladies et des vertus dans le

maintien de la santé globgl&ydogan, 2008).

Par leur pouvoir antimicrobien en antiviral ; lesuifles peuvent étre bénéfique dans le
traitement des affections causées par ou assodi@¥iaus ; un rétrovirus ; une bactérie ou un

protozoaire. Parmi ces pathologies traitables al :yla grippe, le rhume, les infections dues
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aux candidoses, la tuberculose, la malaria, larttbar sévere, la fatigue chronique, la
pneumonie, les infections des voies urinaires ®st@ns dentairesComme un antioxydant,

I'extrait de feuilles protége les vaisseaux sang@inaméliorer la circulation sanguine. Il a été
montré qu’il peut étre efficace dans la protectibncceur lors d’'une I'occlusion coronaire.
Les feuilles ont été démontrées aussi possédarnrdpsétés anti-cancérigenes. Outre ; leur

richesse en flavonoides leur attribue la propriétio-protective (Cherif, 1996).
7. L'oleuropéine (OLP):

OLP, un composé secoiridoides, est présent damsefable des huiles d'olivier et ses
produits dérivés (huile d’'olive, margine et grigspnll est le plus abondant bio-phénols et le
composé bioactif majeur dans les feuilles d'olive].) plusieurs auteurs ont rapporté que les
F.O sont source utile pour I'extraction de 'OLPpdsseéde de nombreux effets bénéfiques sur
la santé humaine. Ainsi cette molécule est udliggdour ces propriétés antioxydants
(Benavente-Garcia et al., 2000)antimicrobienne, antivirauxMicol et al, 2005),et anti-
inflammations, en outre, I'OLP posséde un effedicgorotecteur, et neuroprotectrice, des
études in vitro ont démontré que I'OLP agit commecamposé anti-tumoral, inhibe I'activité
du facteur d’activation des plaquettes, et pew étr modulateur du métabolisme. Il améliore
aussi le métabolisme des lipides pour se protégetre les problémes d'obésité. L'OLP
intervient dans le développement du processus algofdéfense d’olivier contre I'attaque

d’agent pathogenes et des inse¢kéalik et Bradford, 2006)
8. Action antimicrobienne :

Un grand nombre de recherches confirment I'actigitémicrobienne de I'OLP. Il est actif in
vitro contre un grand nombre de germeStaphylococus Streptococus Hemophilus
Pseudomonas.). Egalement actif dans certaines affections ggall joue aussi un rble dans

la régulation de la flore gastrique par la réducts®lective deHelicobacter pylorj cette
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substance possede une forte activité antimicrokieontre les bactéries gram négatives et les

mycoplasmegMylonaki et al., 2008)

L'OLP et les produits de son hydrolyse sont camatlénhiber le développement et la
production de I'enterotoxine B p&taphylococcus aureue développement d&almonella
enteritidis la germination et le développement des sporeBaldllus cereus Il inhibe
également le développement Kiebsiella pneumonigeEscherichia coli et Bacillus creus

(Karsisiotis et al., 2013).
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Ce présent travail a été effectué au niveau durdabioe de I'université Dr Molay Tahar de

Saida.

L’'objectif de notre travail est visé en premier pmma rechercher des micro-organismes
producteurs des métallo-béta-lactamases, qui @e¥genn niveau élevé de résistance aux

antibiotiques qui se trouvent dans le milieu had@t afin :

> De vérifier le niveau d’hygiéne atteint dans cavises.
» Confirmer la résistance aux antibiotiques.

» Détecter la production des métallo-béta-lactamases.

Dans un deuxieme temps, une recherche des inhibiteaturels, a partir des extrait de

feuilles d’olivier, des métallo-béta-lactamaseséaetfectuée par :

> Extraction spécifique des composés capable d’imiies enzymes.

» Tester notre extrait sur 'enzyme responsableradstance

|. Extraction et phytochimie :

l.1. Matériel végétal :

Les feuilles d’olivier ont été récoltées fraichernau mois d’Octobre (2017) au niveau de la
région de Naama. L’identification botanique a ésdtef au niveau de Laboratoire de
Biotoxicologie , Pharmacognosie et valorisatiooldique des plantes; Faculté des Sciences
de I'Université de Saida. Les feuilles sont triGmsjpées et séchées a température ambiante et
a l'abri du soleil pendant quelques semaines. layawide Naama est située entre I'Atlas
tellien et I'Atlas saharien, a I'Ouest de I'Algeaeplus de 1000 metres d'altitude sur les hauts
plateaux. Elle est voisine au Nord avec les wilayasTlemcen, Sidi-Bel-Abbes et Saida, a

I'Est celle d’'El-Bayadh et au Sud celle de Bécharla frontiere avec le Maroc a I'Ouest. Le
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climat est semi-aride. Elle s'étend sur une superfile 29950 km2 pour une population

estimée en 2008 a 209 470 habita@hl§ Algérie, 2008.

|.2. Préparation de I'extrait :

L'extraction a été effectuée pour obtenir des madkEs potentiellement inhibitrices des
métallo-béta-lactamases. En effet, les feuilledindar (FO) sont broyées en fine poudre.
L’extraction sous reflux en utilisant plusieurs\soits a été choisie pour cette étude, selon le

protocole suivant :

L'extrait des FO est obtenu par un systeme Soxhetis avons introduit 10g de la poudre
des FO dans un ballon a fond plat, cette quantét additionnée par 100 ml de I'éthanol a
80%, le tout a été porté a 80 c° pendant 3h. Paeigrait obtenu a été filtré a travers un

papier filtre Whatman. Nous avons récupéré le swlesganique par une évaporation sous

vide, porté a une température de 60 C°, les résmhienus sont récupéré par I'eau

distillégLee et al., 2009)

[.3. Calcul de rendement :

Le rendement est calculé par application de la fibersuivante :

R (%) = 100 x Mext/M éch, ouU :R est le rendement en %1 extest la masse en grammes au
terme de I'extraction é¥l ¢crest la masse seche en grammes de I'échant{lidarumi et al,

2004)
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Figure 07 :les FO séchées (a gauche) et les FO en poudrei(@d

Figure 08 :‘Montage d’extraction des F.O par Soxhlet (a gaydhgation de I'extrait (au
milieu),et I'évaporation sous vide par rotavapotyj® Heidolph (a droite).
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|.4. Extraction liquide-liquide :

L’extraction liquide-liquide est une méthode de ification basée sur la différence de

solubilité d’'un soluté dans deux phases non missibEn chimie organique, on utilise

habituellement une phase aqueuse et une phasaqugab’extraction consiste a faire passer

un produit d'un solvant dont il est difficile & s&pr (eau) a un autre solvant dont il sera

facilement isolable (solvant organique). Les praréd de cette extraction ont été proposées

parLee et al. (2009romme le suivant :

1-

bY

Nous avons introduit la solution a extraire et #3ml d’hexane dans I'ampoule a

I'aide d’'un entonnoir a liquide.

2- Aprés avoir bouché I'ampoule, on la tient retournée deux mains, et on agite

énergiquement. Pour extraire le soluté de facomae, il faut atteindre I'équilibre de
partage précédent. Or si on laisse le contenuadgpbule sans agitation, l'interface
entre les deux phases est tres faible et la diffudu soluté d'une phase vers l'autre est
lente. L'agitation énergique de l'ampoule permetugthenter cette interface et
d'atteindre I'équilibre plus rapidement.

Il faut déboucher I'ampoule lorsqu'on la reposessm support, toujours pour éviter
une surpression. On doit ensuite laisser déctaggrhases.

Nous avons récupéré ensuite les deux phases swpdré la phase aqueuse est en
générale plus dense que les phases organiques

Finalement, nous avons introduit la solution obéeke la phase aqueuse et fait la
méme méthode une fois avec 13.44ml de Chloroforautre fois avec 13.44ml
d’Acétate d'éthyle et en dernier avec 13.44 ml ddaBol. A la fin nous obtient

I'extrait brut (Boizot et charpentier, 2006).
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Figure 09: principe de la décantation

Figure 10 :ampoule a décanter contient I'extrait et le sal\@aganique (hexane), (a
gauche), les différentes phases (phase organiqpieasé aqueuse), (a droite).
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Figure 11 :I'extrait et le chloroforme (a gauche), I'extrBiicétate d’éthyle (au milieu),
I'extrait et Butanol (a droite)

I.5. Dosage des flavonoides :

Les réactifs utilisés sont les solutions incoladesnitrite de sodium (NaNfp et de chlorure
d’aluminium (AICL). Le principe de la méthode est basé sur I'oxypaaties flavonoides par
ces réactifs. Elle entraine la formation d'un coempl rose qui absorbe a 510 nm. La
comparaison de la D.O observée par rapport a oblienue par un étalon de catéchine de
concentration connue permet d’évaluer la teneatdan flavonoides (Flv). La quantification
des flavonoides est faite selon une méthode sitométrique décrite pabéwanto et al.,
2002) Une prise de 250l d’extrait diluée est additionnée de {bd’'une solution de NaN©

a 7%. Apres 6 min d’incubation a température antbjab50ul d’'une solution fraichement
préparée d'AIG a 10% sont ajoutés au mélange. Aprés 5 min desr@ptempérature
ambiante, 50@l de soude (NaOH, 1M) sont apportés au mélangeliene final est porté a
2500ul avec de I'eau distillée. L'absorbance de cettgppration est mesurée a 510 nm. Une

courbe d’étalonnage est réalisée en parallele demsmémes conditions opératoires en
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utilisant la catéchine a des concentrations deA00ug/ml. Les teneurs en flavonoides sont

exprimées en milligramme équivalent catéchine pamgne de la matiere végétale seche (mg

EC.g-1 MS) Zhishen et al., 1999).

Il. Screening des souches potentiellement sécréteis des MBL:

[1.1. Prélevement :

Toutes les souches sont prélevées a partir de ildiépe Mecheria (Naama). Les

prélevements ont été effectués, par écouvillon@agartir de sale de soin (table de soin, lai,
les coins de salle de soin) et de salle de derflstehaise dentaire, touillons de la chaise
dentaire, lave main de dentiste, les coins de si@leentiste), puis ces préléevement ont été
acheminés au laboratoire dans des tubes de bouiliritif pour étre incubés a 37c° pendant

24h.Le recueil des souches a été effectué entich€ac017 et Février 2018.

[1.2. Isolement :

L’ensemencement des souches a été réalisé sueuynisishilieux de culture dont : la gélose
nutritive, Mac conkey (Mc), King A, King B, et le ihieu Cétrimide. L’incubation a été

effectuée a 37 C° pendant 24h.

I1.3.Détection phénotypique de métallo-béta-lactamses par le test CDT :

La recherche des métallo-béta-lactamases (MBL§ &ff¢ctuée sur des souches résistantes a
'IMP en mettant a profit de I'éthylene-diamineréfacide (EDTA). Les MBLs sont des
carbapénémases qui nécessitent un ou deux ionsid@aur leur fonctionnement catalytique
d’ou I'inhibition de celui-ci par TEDTA (chélateules cations divalents) ; cette propriété est

mise en profit dans des tests synefgiggoune-Khinache et al., 2009).
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A partir des cultures jeunes sur les géloses kingiA B, Cétrimide et Mc. Nous avons

sélectionné des bactéries bien isolées et idergtigiams 2ml de milieu liquide (bouillon
nutritif), ces inoculums sont incubéssous agitatid®7 °C pendant 6h. Apres, nous avons les

ensemenceé sur milieu GN, et les incubé a 37 °Caerthth(Mona et al.,2005).

A partir des cultures jeunes sur la gélose GN, raass prélevé cing colonies bien isolées et
identigue dans 5 ml de I'eau physiologie stérilprés une homogénéisation manuelle, nous
avons ajusté la charge bactérienne auftdml & I'aide d’un spectrophotométre réglé a une
longueur d’onde de 625nm.Selon la standardisateoMd Farland, nous admettons une DO
comprise entre 0.08 et 0.1. Par la suite et aphétsoth de 1/106™ des surfaces entiéres de la
gélose Muller Hinton préalablement coulé dans deted de pétri ont été ensemencées par

cette suspension microbienne par la technique diébonnage(Mona et al., 2005)

Dans la méme boite de gélose ensemencée, Nous aépusé deux disques contenant
chacun 10ul d'imipeneme par une distance entre dauxjuatre centimétres. Nous avons
rajoute a I'un d’eux 10ul I’EDTA. Les boites soimicubées a 37 °C pendant 24 h, et les

diameétres des zones d’inhibition sont notés etimatre (mm) Mona et al., 2005).
I1.4. Identification:

Les souches, qui ont révélé une propriété séoeétdes MBL, ont été identifiées.
L'identification préliminaire est basée sur leursaractéristiques morphologiques,

physiologiques et biochimiques (coloration de Greatalase, TSI, galerie API...).

52



[1.4.1. Examen microscopique :

Observation a I'état frais :

Ce test permet de déterminer la forme, I'arrangéraeta mobilité des bactéries, il consiste
en I'observation d’'une goutte sa suspension bactée, préparé avec I'eau physiologique et
placée entre lame et lamelle. L'observation se fair microscope photonique au

grossissement x40 et fois x1@Bluss et al., 1999)

Coloration de Gram :

C'est une coloration qui permet de mettre en écielées propriétés de pmaroi bactérienneet
d'utiliser ces propriétés pour distinguer et clssiles bactériedNous avons réalisé un
frottis sur une lame de microscope a partir d'urgpension bactérienne. Ensuite, nous avons
déposé ce prélevement au milieu de lalame ennfades rotations jusqu'a séchage. La
fixation du frottis a été réalisé avec de I'éthaad0° (pendant 5 minutes) puis nous avons
enflammé la lame 3 fois a I'aide du bec Bunsencdlaration au violet de Gentiane (colorant
basique) a été effectuée en plongeant la lame peritlaa 3 minutes (en fonction de la
concentration) dans la coloration au violet de igeet Toutes les bactéries sont colorées en
violet puis rincer & I'eau déminéralisée. Pour gdancage au lugol (solution iodo-iodurée),
nous avons étalé le lugol et laisser agir durans@tbndes suivie par un ringage par l'eau
déminéralisée. Cette étape permet de stabilismitaation violette. La décoloration a I'alcool

a été réalisée par un versement goutte a gouttedlasur la lame inclinée obliqguement. Les
lames ont été surveillées pendant 5 a 10 secomdesilet doit étre clair a la fin de la
décoloration aprés un rincage par I'eau déminégrlifinalement, nous avons controlé les

colorations effectuées avec de la Fuchsine ou &afieaninegen laissant agir de 30 secondes
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a 1 minute suivi par un lavage doux par l'eau dénalisée. Un séchage des lames sur une

platine chauffante a été accompli a 40°C, 10 a itiutes David et al., 1994)

11.4.2. Tests biochimiques :

L’identification biochimique est un examen qui petrd’identifier une bactérie en s’appuyant

sur ces caracteres biochimiques.

Recherche de la catalase :

Le test de la catalase permet de vérifier si uréébia possede I'enzyme de la catalase ayant

comme utilité de décomposer le peroxyde d’hydrog@®,) en eau (HO) ainsi qu’en

oxygene (Q) par la réaction suivant : B, » D +%Q

La bactérie qui présente cette caractéristique ai@st se protéger du peroxyde d’hydrogéne
qui est habituellement toxique pour les bactéri®lzes, c’'est-a-dire celles qui ont besoin
d’'oxygene pour proliférer. Bref, nous avons dépasé goutte d’eau oxygénée sur une
lame.Al'aide de l'anse de platine ou d'une pipeRasteur boulée, une colonie isolée (ou
plusieurs si petites colonies) de la souche artesété déposé sur la goutte d’eau oxygénée.

L’apparition des bulles d’air indique la catalassifive (Saginur et al., 1992).

Utilisation des sucres TSI (Triple Sugarlron) :

Basée sur la production de sulfate d’hydrogeneS)Het la fermentation du glucose (avec
présence ou sans dégagement de gaz), du lactdgesatcharose.C’est un milieu incliné dont
le glucose présent dans le culot et la présenceladose et le saccharose sur
pente.L'ensemencement est réalisé par piqure ¢erdens le culot puis par stries sur la
pente, la lecture se fait aprés 24h d’incubatioB7a°C. La gélose TSI fournit quatre

renseignements principaux :
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(1) Pour la fermentation de glucose : si le celsitrouge, le glucose n’est pas fermenté, en

revanche si le culot est jaune, le glucose estdatén

(2) Pour la fermentation du lactose et/ou du samde : si la pente inclinée est rouge, le
lactose et saccharose ne sont pas fermentés. f&inke inclinée est jaune signifie que le

lactose et/ou saccharose sont fermenté(s).

(3) La production de gaz est révélé par I'apparitie gaz dans le culot.

(4) Pour la formation d’'kB, il est remarqué une apparition d’'une coloratioire entre le

culot et la pente ou le long de la piqUfer(ould et al., 2002).

Galerie API (Analytical Profile Index) :

La galerie API est un ensemble de petits tubes gr&emploi permettant I'identification de

micro-organisme par la réalisation rapide et fagédgests biochimiques miniaturisés.

La préparation de la galerie consiste a réuniothel fetla couvercle d’une boite d’incubation et
répartir environ 5 mL d’eau dans les alvéoles (ipette graduée et pipeteur) pour créer une
atmosphere humide. Inscrire les références deuehgsobactérienne sur la languette latérale

de la boite (+ date et initiales de I'opérateurp@ser la galerie dans la boite d’incubation.

La préparation d’'inoculum a été effectuée aprésédiectionner des colonies bien isolées et la
mettre en suspension dans une 5 ml deau distdiddes un tube a vice stérile. Pour
I'inoculation de la galerie, nous avons remplitigéses et les cupules de test (CIT, VP et GEL)
par la suspension bactérienne. Nous avons remjgjuement les tubes (et non les cupules)
des autres tests. Une anaérobiose dans les testslAID, ODC, URE, HS en remplissant
leur cupule d’huile de paraffine a été créé. Leseosont refermées et incubées dans I'étuve

a 35 - 37° C pendant 18 a 24 heuf®sérin-Faublée et al., 1992).
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Aprées 24h d’'incubation a 37°C, les cupules dargpueles on doit rajouter des réactifs :

-test TDA : quelque goutte de TDA.
-test VP : goutte de VP1 et VP2.
-test IND : quelgque goutte de COVAX.

La lecture a été réalisée apres 10 min pour tdeteséactions en se référant au tableau de

lecture.

lll. Essais d’inhibition de I'activité enzymatique par I'extrait des feuilles d’olivier
l1l.1. Mise en évidence d’'un éventuel effet inhibieur

l11.1.1. Méthode de diffusion des disques :

Nous avons utilisé la méthode de diffusion desudisgdes antibiotiques sur gélose. A partir
d’'une préculture jeune sur gélose nutritive, nousna prélevé quelques colonies que nous
avons resuspendues dans 5 ml de bouillon nuttdiiioculum est ajusté a #ocellules/ml
(une DO de 0.08 a 0.1) par lecture de la densiti@uwgpa une longueur d’'onde de 625 nm. La
concentration cellulaire finale, fixée a®k®llules/ml, est obtenue par dilution de Iinoculum

initial & 1/106™ dans de I'eau physiologique (0,9% de NgCl)L.SI-M2-A9 2006).

Les boites de Pétri contenant de la gélose MuBlileton (pH de 7,2 a 7,4) sont ensemencées
aseptiguement par écouvillonnage. Ensuite elles strhées a proximité de la flamme. Les

disques sont placés sur la gélose préalablemeein@ncée par les bactéries a tester. Les
disques sont préparés en extemporané. Les baitsispaéparées sont préincubées pendant 15

minutes a température ambiante avant d’étre plad#es une étuve a 37°C pendant 18 a 24
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heures. La lecture se fait par mesure des diamdagszones d’inhibition autour du disque

(CLSI-M2-A9 2006).

Dans la premiére, nous avons déposé deux disqueenamt chacun 10ul d'imipenéme et
10ul d’'EDTA. Dans la deuxieme boite, nous avonsodépdeux disques contenant chacun
10ul d'imipeneme et 10ul de I'extrait des feuiltslivier (des disques de 6 mm de diametre
préparés a base de papier filtre (Whatman No.13, stérilisés par autoclavag@LSI-M2-

A9 2006)
l11.1.2. Détermination de la CMI par la méthode demicrodilution :

Ce test en milieu liquide a pour objectif de déieemla valeur de la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI)par la méthode des micro-dilutiosisr milieu liquide. La technique utilisée a
été décrite par CLSI en 2006. Elle est basée soapacité des microorganismes a produire
une croissance visible a l'ceil nu au sein d'uneieséle dilutions de la substance
antimicrobienng CLSI-M7-A7 2006). Le Bouillon Muéller Hinton (MH) (pH de 7,2 & 7,4)
est largement utilisé comme milieu standard pouniero-dilution en plaque. Il permet une
meilleure croissance de la plupart des bactériisoganes non exigeantes, en plus de son
faible effet antagoniste vis-a-vis des antibiotgju@e bouillon est considéré comme milieu de
référence. A partir d’'une pré-culture bactériennarglieu solide (gélose nutritive) de 24 h a
37°C, nous avons prélevé quelques colonies a l'didee anse de platine que nous avons
resuspendues dans du bouillon nutritif. La conegioim cellulaire est focellules/ ml. Une

dilution au1/108™est effectuée pour avoir un inoculum final dé aélules/ ml.

Pour chaque ligne de la microplaque, nous avonss#sp50ul de I'inoculum dans les 12
puits a I'exception du puits N°12 qui servira detpuwle contrble de contamination, qui

contient seulement le Bouillon Muéller Hinton, comr@&moin positif (100 ul).Nous avons
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ensuite ajouté 50 pl de la solution de I'extrais deuilles d’olivier dans les 12 puits a

I'exception du puits N°1let puits N°12. Le puitsiN°servira de témoin négatif (croissance
sans extrait).Les plaques sont scellées et plataesune étuve a 35°C pendant 24 heures.La
lecture du résultat s’effectue a l'ceil nu a l'aide d'une source de lumiére sous la
microplaque pour visualisé si il y'a une inhibitimu non (la croissance sous forme une

trouble). [Espinel-Ingroff et Canton, 2007) ; (Majoroset al.2005)]

La plus faible concentration de chaque fraction mentrant aucune croissance sera
considérée comme la concentration minimale inhdgt(CMI), elle est confirmée par un

ensemencement sur milieu sol{@@&_SI-M7-A7 2006).

[11.2. Mise en évidence du type d’inhibition

l11.2.1. Semi-purification des métallo-béta-lactamaes :

L’extrait semi purifié de métallo-béta-lactamaséa@réparé a partir de la souche qui montre

des résultats positifs par le test CDT qui repriesknsouche productrice de la MBL.

En pratique, (28g) de Miller Hilton sont ragouté®gressivement a un volume suffisant
d’eau distillée pour (2.5 L). Aprés la stériligati(autoclave), nous avons réparti le bouillon
obtenu sur des erlenmeyers de 1 L de volume arraleol00 ml pour chacun. Ensuite, la

souche étudiée a été inoculée puis incubée a pefi@ant 18h sous agitation.

L’inoculum obtenu est répartie sur six (6) erlenersyde 1 L de volume a raison de 10 ml
d’'inoculum, 400 ml de Miller Hinton bouillon, 100 de ZnSQ et 40ul de ceftazidine puis

incubées a 37c° pendant 18h sous agitation.
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Le milieu de culture est centrifugé a 4000tr/mimgent 10 min, le surnageant est rejeté. Le

culot cellulaire a été lavé deux fois par la sointiampon phosphate PBS (phosphate buffered

saline).

La lyse cellulaire a été réalisée par double chat dsmotique et I'autre thermique au méme
temps. Concernant le choc osmotique en utilisd&26@ ml) de solution tampon Tris-Hcl. le

choc thermique par refroidissement rapide dansil@mgelée pendant 15 min et incubation
pendant 10 min, cette derniere étape est répétdis Juccessivement ou les homogénats

obtenus sont centrifugés a 10000 g pendant 40 min.

La précipitation des enzymes a été effectuée pgitdition du surnageant obtenu pendant 30
min et puis par l'ajout de 152.60 g de sulfate di@nium et lisser 30 min pour
’lhomogénéisation pour atteindre une saturatior8Bd®, le mélange est centrifugé a 8000

tr/min pendant 30 min.

Les culots récupéré dans 50 ml du tampon Tris-etonsuite dialysé contre le tampon Tris-
Hcl pendant 12h et cette derniere étape est ré@étéis. Le dialysat, constitue notre extrait
semi-purifié de béta-lactamasedont il réparti ddes tubes eppendorf, puis conservé a 20c°

jusqu'a l'utilisation.
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Figure 12 : Ultracentrifugeuse

[11.2.2. Dosage des protéines (méthode de Bradford)

Le dosage de protéine est réalisé selon la méttedradford (1976) améliorée padcart

et Gerbaut (1982)dont le principe est : en présence du réactif lda de Coomassie, les
résidus d’acide aminés basiques (arginine, histidir) et hydrophobes (leucine, alanine,...)
des protéines forment avec ce pigment en miliedeauan complexe qui absorbe a 595 nm,

proportionnellement a la quantité de protéinestants.

A des concentrations finales croissantes d'albungéeque bovine (2 mg/ml) et a des
volumes appropriés d’extraits de béta-lactamases sarifiés, est rajouté a chacune 5 ml de
bleu brillant de Coomassie G 250, Apres agitatipimeubation pendant 10 min a l'obscurité

et a température ambiante, les absorbances desgaglaont déterminées a 595 nm.
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Figure 13 : Cuves remplies pour l#gosage de protéine

[11.2.3. Séparation électro-phorétique :

Dans des tubes d’Eppendorf, nous avons versé 7&eptrait semi-purifié de I'enzyme.
Ensuite, nous avons ajoute 25 pl de la solutiomptan. Le mélange est porté a un chauffage
a 95 °C pendant 10 min et puis centrifugé a 60@inrpendant 10 minLe surnageant a été
versé dans les puitdprés une heure de migration sous agitation, laldéation est réalisée a

I'aide d’une solution décoloran{®ofadde et al., 1999).

[11.2.4. Cinétique enzymatiques :

L'objectif de ces essais est la mise en éviderze éventuel effet d’inhibition de I'extraits
des feuilles dDlea europaea qui s'averent douer d’effet inhibiteur de I'act&ienzymatique
d’extrait semi purifiés de béta-lactamagésanjean-Paolucci et al., 2000 e test nécessite
tout d’abord Pénicilline G, Ampicilline, Ceftazidincomme substrats (ATB); sous forme de
solution diluée par eau physiologie. En pratiquelea volumes suffisant pour 1300 ul de

solution (ATB+ ZnSo4 + eau physiologie...), nous avajouté 20ul d’enzyme semi purifie.
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En présence de l'inhibiteur (extrait des feuilléslidier) et & des volumes suffisant pour

1300u! de solution (ATB+ ZnSo4+ eau physiologie.ndus avons ajouté des différentes
concentrations de I'extrait d'olivier (par des vales de I'ordre de 20 ul, 100 pl, 200 ul, 400
pl). Apres homogénéisation manuelle, I'évolution l@ésorbance des milieux réactionnels
est suivie a température ambiante et & 235nm pddP,A Péni et 260nm pour Cft

(spéctrophotometrie).

Les vitesses initiales de réaction sont a chagise rfotées em\A/min puis converties en
umol/mg/min. Les valeurs des constantes de Mich#kh4) et des vitesses maximales (Vm
ou Activité spécifique) respectifs sont détermiagzartir des courbes de Lineweaver et Burk
tracées en fonction de l'inverse des concentrataess différents substrats et l'inverse des
vitesses relatives grace au logiciel « SIGMAPLOTO12 auquel le module de pharmacologie

« Enzyme Kinetics 1.3 » a été ajouté.
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