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Résumé

La résistance aux carbapénemes au sein du genre Pseudomonas, rapportée de maniére
croissante dans le monde entier, est le plus souvent liée a la production de béta-
lactamases de type meétallo-béta-lactamases. Nous avons montré qu’un certain
nombre d’especes du genre Pseudomonas possedent naturellement sur leur
chromosome des génes codant pour des carbapénemases et en constituent donc le
réservoir. Ces enzymes devenues les plus répandues et les plus significatives chez P.
aeruginosa. Possedent dans leur site actif un cation indispensable a leur activité qui
est invariablement le Zinc. En outre, I’activité de ces enzymes est inhibée par
I’addition de chélateur d’ions bivalents (EDTA). Ce sont des métallo-enzymes, qui
ont une activité catalytique beaucoup plus forte que les autres béta-lactamases et
hydrolysent toutes les béta-lactamines sauf I’aztréonam. La solution pour la menace
ces bactéries serait de trouver des composes qui ont des propriétés chélatrices pour
inhibent spécifiqguement les métall o-béta-lactamases mais de potentiel thérapeutique
démontré (tolérable et non toxique sur I’organisme). nous avons, essayé dans nos
travaux de rechercher un éventuel effet inhibiteur de I’activité de métallo-beta
lactamase a partir de fruits secs de Phoenix dactyliferal. I’autre extraits semi-purifiés
de béta-lactamases, a partir d’une souche Pseudomonas aeruginosa (isolats cliniques)
identifiées, par le test CDT (CombinedDisk Test Imipeneme-EDTA) qui consiste en
I’incubation de ces derniéres en présence d’imipenéme seul et d’imipeneme plus
EDTA. Les analyses montrent que Les rendements des extraits méthanoique
(flavonoides) faibles parrapport aux extraits (procyanidines) 23.39et48.91%
respectivement. La comparaison des zones d’inhibition obtenues suite a I’application
de ce test, et montre que la souche comme productrices de métallo et de sérine-béta-
lactamases par un diametre de la zone d’inhibition (supérieur a13 mm). Les analyses
quantitatives et qualitatives montrent que I’extrait semi-purifié de béta-lactamases a
partir de Pseudomonas aeruginosa est riches en proténes, et son activité enzymatique
est sensible a ’EDTA, hydrolyse peénicilline; la ou les béta-lactamases y contenues
peuvent étre donc du type MBL qu’est inhibé compétitivement par I’extrait
de(Phoenix dactyliferal ).

Mots clés:Metallo-béta-lactamase, Imipeneme, I’extrait de(Phoenix dactyliferalL).,
test CDT



Abstract

Resistance to the carbapénemes within the Pseudomonas kind, brought back in an
increasing way in the whole world, is generally related to the production of beta-
lactamases of the metal-worker-beta-lactamases type. We showed that a certain
number of species of the Pseudomonas kind have naturally on their chromosome of
genes coding for carbapénemases and thus constitute the tank of it. These most
widespread enzymes become and most significant at P. aeruginosa. Have in ther
active site a cation essential to their activity which is invariably Zinc. Moreover, the
activity of these enzymes is inhibited by the addition of chelating of bivalent ions
(EDTA). In fact metal-worker-enzymes have a catalytic activity much stronger than
other beta-lactamases and hydrolize al the beta-lactam antibiotics except the
aztréonam. The solution to the threat these bacteria are to find compounds that not
only specifically inhibit metallo-beta-lactamases, but therapeutic potential we have
tried in our work to search for a possible inhibitory effect of the activity of metallo-
beta-lactamase from dried fruit Phoenix dactyliferal...Two extracts were prepared:
acetone extracts (procyanidin) and methanoic extracts (flavonoids) from dried fruit
Phoenix dactyliferaL. and a semi-purified extract of beta-lactamases, from a
Pseudomonas aeruginosa strain (clinical isolates) identified by the test CDT
(Combined Disk test imipenem-EDTA) which consists in incubating them in the
presence of only imipenem and imipenem plus EDTA.Analyses show that yields
ethanoic extracts (flavonoids) low compared with extracts (procyanidin): respectively
against 23.39and48.91%.

The comparison of the zones of inhibition obtained following the application of this
test, and shows that the stock like producing of metal-worker and serine-beta
lactamases by a diameter of the zone of inhibition (superior a3 mm). The
guantitative analyzes and qualitative show that the semi-purified extract of beta-
lactamases starting from Pseudomonas aeruginosa is rich in proteins, and its
enzymatic activity is sensitive to the EDTA, hydrolizes penicillin, beta-lactamases
contained can there be thus of the type MBL which is inhibited compétitivement by
the extract of

Key words. Meta-worker-beta-lactamase, Imipenéme, the extract of thePhoenix
dactyliferal, test CDT
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Introduction générale

Lorsgue notre corps est débordé par |'attaque de bactéries, I'organisme ne peut pas
toujours se défendre seul, il a besoin d'aide. Les antibiotiques sont donc parfois
nécessaires pour éliminer les bactéries ou empécher leur prolifération et renforcer les
défenses du corps. Il existe plusieurs classes d'antibiotiques en usage actuellement, les
beta-lactamines sont a juste titre les antibiotiques les plus prescrits en médecine

générale a cause de leur efficacité thérapeutique et leur tolérance.

Cependant, I’utilisation massive et parfois abusive des antibiotiques, soit dans la
communauté ou a I’hdpital, modifie considérablement I’écologie microbienne et tend
a augmenter le taux de bactéries résistantes. Le développement de la résistance aux
antibiotiques chez |es bactéries constitue un véritabl e probléme de santé publique dont
les conséguences se mesurent en termes de difficultés thérapeutiques accrues dans

certaines situations cliniques.

Plusieurs mécanismes de résistance ont été décrits parmi lesquels la modification de la
cible (Proténes liants Pénicillines) qui les rend moins sensibles aux béta-lactamines
mais permet de maintenir son activité physiologique normae ; la synthése des
enzymes (beta-lactamases) qui inactivent les béta-lactamines par modification
chimique ; I’acquisition ou la surproduction des pompes efflux qui peuvent expul ser
I’antibiotique hors de la cellule méme contre le gradient de concentration et la
modification des porines chez les bactérie a Gram-négatif, ayant pour résultat la
diffusion plus lente des béta-lactamines a travers la membrane externe (GALLENI ET
AL., 1995 ; NIKAIDO, 1998 ; LAKAYE ET AL., 1999 ; WALSH, 2003).

Les bacilles @ Gram négatif particulierement les bactéries du genre Pseudomonas
occupent une place tres importante parmi les germes responsables d’infections
nosocomiales. Ces bactéries ont un niveau de résistance naturel élevé, Parmi
lesmécanismes de résistance produisant des béta-lactamases, ces enzymes ont éé
identifiées dans les années1940 (Abraham et coll. 1940) en catalysent de maniere
efficace et irréversible I’hydrolyse de la liaison amide du cycle B-lactame des
antibiotiques de la famille des béta—lactamines, donnant un produit biologiquement
inactif qui perd totalement son activité antimicrobienne (MATAGNEETAL., 1998).



Introduction générale

Ces enzymes sont divisées en deux grands groupes, les serine-béta-lactamases et les
meétallo-béta-lactamases dont I’activité revient essentiellement a I’acide aminé serine
du site actif et & un ou deux atomes de zinc, dans I’ordre. Plus de 80 métallo-béta-
lactamases distinctes ont été identifiées dans le monde; 75% d'entre eux sont codées
par des plasmides. |Is posent donc une double menace clinique et par la capacité de se
propager et par la capacité de dégrader tous les carbapenémes, qui ne sont pas

dégradables par la plupart des sérine-béta-lactamases.

La solution pour la premiére menace serait d’adopter des régles d’hygiene stricte.
Pour la deuxieme menace la solution serait de trouver des composés qui non
seulement inhibent spécifiquement les métallo-béta-lactamases mais de potentiel
thérapeutique démontré (tolérable et non toxique sur I’organisme). Dans ce contexte,
nous avons, essayée dans nos travaux de rechercher un éventuel effet inhibiteur de
I’activité d’un extraits semi-purifié d’une metallo-béta-lactamase a partir d’un isolat
clinigue de Pseudomonas aeruginosa par I’extraits de fruits secs de Phoenix
dactylifera L.
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Chapitre I Les Métallo-beta-lactamases

1. Historique

En 1966, Sabath et Abraham avaient mis en évidence une activité céphal osporinase dans
des préparations brutes de pénicillinases, a partir de Bacillus cereus 569 (bactérie du sol
non pathogene). Ces deux chercheurs ont constaté que cette activité perdue au cours de la
purification, est restaurée par addition du sulfate de zinc (1 mM finale) Selon ces auteurs
cette activité céphalosporinase revenait a une enzyme chromosomique (Sabath and
Abraham, 1966). Pendant une période relativement longue (20 ans), ce type d’enzyme a été
considéré beaucoup plus comme une curiosité biochimique que comme cause déterminante
de résistance sans importance clinique. Durant la méme période bien que I’absence
d’analogie structurale et mécanistique avec les serine beta-lactamases, €elle était intéressante
pour des enzymologistes et des scientifiques de protéines, |'occurrence de ce type
d’enzymes dans des especes bactériennes connues comme non pathogénes n'a, cependant,
pas attire |'attention des cliniciens et des microbiologistes cliniques (Chantalat et al., 2000;
Rossolini et Docquier, 2007).

Durant les années 1980, la découverte de ce type d’enzyme dans des espéces de pertinence
clinique cest-a-dire pathogene (Stenotrophomonas maltophilia; quelques souches de
Bacteroides fragilis et Aeromonas spp) a progressivement changé ce point de vue. Par
consequent, un intérét important a été accordé par la suite a ce type d’enzyme, incité par
deux propriétés relatives fonctionnelles a savoir I’activité carbapenemase et I’insensibilité
aux inhibiteurs classiques de beta-lactamases a serine (acide clavulanique, acide
penicillanique, sulfones). En 1982, Saino et ses collaborateurs mirent en évidence dans des
souches de Senotrophomonas maltophilia (bacille @ Gram négatif n’appartenant pas aux
entérobactéries)une activité pénicillinase prépondérante et dégradante de I’imipenéme.
Cette activité revient, en fait, a une enzyme chromosomique inductible et n’est activée
qu’en présence du zinc. Pour ces chercheurs il s’agit d’une métallo-enzyme qu’ils ont
désignée beta-lactamase 1 (L1) (Saino etal., 1982).

L’existence de cette activité imipenemase n’est confirmée qu’a partir du début des années
90, lorsqu’ils ont publié en 1991 qu’une souche de Pseudomonas aeruginosa isolée au
Japan (Bush, 1998; Zubair et al., 2011) en 1988 était résistante a I’imipenéme par suite de
la synthése d’une métallo-enzyme désignée IMP-1, une enzyme plasmidique transférable

(Cornélis, 2008) qui conférait la résistance a toutes les beta-lactamines sauf I’aztréonam
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(Watanab et al., 1991). Cette métallo-enzyme qui constitue en fait la premiére métallo-
betalactamase fut ensuite identifiée dans certaines entérobactéries (Klebsiella pneumoniae).
D’autres MBL du type IMPet VIM, GIM-1, KHM-1, IND-1 ... et derniérement (en 2009)
laNew Delhi Métallo-betalactamase (NDM) et |a Florence Imipenémase (FIM-1) (en 2012)
(Pollini et al., 2013) ont été identifiées dans les entérobactéries et leurs genes trés mobiles

sont a I’origine de bouffées épidémiques.
Terminologie et définition

Les B-Lactamases sont des enzymes produites par les bactéries qui sont responsables de la
résistance bactérienne aux antibiotiques de f-lactam. L’acte de [-lactamases en fendant

I'anneau de lactame et en mettant |es propriétés antibactériennes de lamolécule

(Figure1) (T.Viswanathaet al, 2008)
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Figure 1- Hydrolyse des antibiotiques par I'enzyme de B-lactamasea traduire en frangais

L’enzyme de B-lactamase a été identifiée la premiére fois dans Escherichia coli par
Abraham et chaine en 1941 (John Wiley & Sons, 1993.) . Cependant, le groupe n'éait pas
réuss en isolant I'enzyme jusqu'a quatre ans apres quand une enzyme de [3-lactamase a été
avec succes isolée par Kirby de Saphylococcus aureus. Les métallo-beta-lactamases sont
connues par de nombreux termes : (i) les métallo-beta-lactamases (MBL) parce qu'elles
nécessitent un métal pour agir sur le noyau lactame des beta-lactamines (contrairement aux
béta-lactamases a sérine) (Sharma, 2007); (ii) Zn-beta-lactamase parce qu’elles nécessitent
le zinc pour leur fonctionnement; (iii) beta-lactamases de la classe B (CBBLS) parce
quelles sont sensible a ’EDTA et insensible a I’acide clavulanique (contrairement
aux classes A, C et D) selon la classification d’Ambler (Galleni et al., 2001); (iv) les béta-
lactamases du groupe trois parce qu’elles sont efficaces sur les carbapenémes; (v) les
carbapénemases parce quelles sont efficaces sur les carbapenémes (Imipeneme,

Ertapeneme, Doripenéme, Meropénéme). (Rossolini et Doccquier, 2007).
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Les métallo-beta-lactamases sont des hydrolases (EC 3.5.2.6) bactériennes qui hydrolysent
le cycle B-lactame des antibiotiques de type beta-lactamines et dont I’activité nécessite le
zinc. Ces enzymes font partie d’une large famille de protéines caractérisées par la présence
d’un domaine conservé, nommée la superfamille des métallo-beta-lactamases ou famille du
zinc-métallohydrolase (Rossolini et Doccquier, 2007).

Classification

II'y a différents arrangements de classification pour les enzymes de f-lactamase qui sont
basées sur I'nomologie d'ordre d'acide aming, les profils de substrat et d'inhibiteur ou les
caractéristiques fonctionnelles. La classification proposée par Ambler divise les PB-
lactamases en enzymes zinc-contenantes (classe B) et sérine 3-lactamases (classes A, C, D)
basé sur I’homologie d'ordre dacide aminé (Figure 2) Les structures cristallines de

guel ques enzymes sont disponibles ala banque de données de protéine (PDB). [32]
Class A

~ Serine )-Lactamases Class C
Class D

p-Lactamases =<
Subclass B1

- Melallo p-Laclamases ( Class B) Subclass B2

Subelass B3
Figure 2 : Classification d’Ambler de -lactamases. (L. Roux et al., 2010)

En 1989, Bush avait proposé une autre classification dans laquelle il séparait également les
meétallo-beta-lactamases des serine beta-lactamases. Pour cet auteur, le premier type
constitue un seul groupe appel é groupe 3; le second type est y divisé en trois groupes 1, 2 et
4; ceci en fonction de leurs propriétés fonctionnelles a savoir le profile substrat et leurs
sensibilités a 'TEDTA et a I’acide clavulanique. Cette classification a été mise a jour entre
1995 et 1997 pour accueillir le nombre croissant des enzymes du groupe 3 (Bush et al.,

1995 ; Rasmussen et Bush, 1997). Dans cette miseajour, legroupe 3 aété subdivisé
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entrois sous-groupes : groupe 3a, groupe 3b et le groupe 3c sur la base de leurs capacités a
hydrolyser les imipenémes et autres béta lactamines. Tout comme le groupe 3, laclasse B a
été également subdivisé en trois sous classes: B1, B2 et B3 sur la base de leurs structures
mol éculaires primaires, et des structures de leurs sites actifs (Brown et al., 2011).

Principales caractéristiquesdes MBL s des groupes 3a, 3b et 3c

Groupe 3a: les MBLs de ce groupe ont un large spectre dactivité, elles
hydrolysentefficacement les pénicillines puis les imipenemes. Les céphalosporines sont
également bien hydrolysées par ces enzymes, mais pas aussi bien que les imipenémes.
(Rasmussen et Bush, 1997)

Groupe 3b: ce sont les vrais carbapenemases car elles ont une haute spécificité pour

lescarbapénemes (Rasmussen et Bush, 1997)

Groupe 3c: les enzymes de ce groupe hydrolysent spécifiqguement les céphalosporines d’ou
leurdeuxieme dénomination " céphalosporinases " (Rasmussen et Bush, 1997; Sharma,
2007; Gupta, 2008).

Principales caractéristiques des MBL s des sous-classes B1, B2 et B3

Sous-classe B1: le mécanisme catalytique des enzymes de cette sous classes nécessitent
deuxions zinc coordonnés a trois résidus histidines et un résidu cystéine (Walsh et al.,
2005 ; Gupta, 2008). Cette catégorie comprend la plupart des métallo-beta-lactamases
connues : métallo-beta-lactamases provenant de Bacillus cereus ou autres Bacillus spp
(Bcll), et de P aeruginosa, VIM, GIM et SPM-1... (Carfi et al., 1995; Galleni et al., 2001),
IMP (Riccio et al., 2001),

Sous-classe B2: par comparaison aux enzymes de la sous classes B1, les enzymes de cette
sous-classe possedent au niveau de leur site actif un résidu asparagine a la place de
I'histidine (His116) (Bebrone, 2007). Elle inclut surtout les enzymes produites par diverses
especes de Aeromonas (ACSP, SIG, ACSP2, Cph A), (Garau et al., 2005) et de Serratia
(SFH-1) (Gupta2008).

Sous-classe B3: par comparaison aux deux premieres sous-classes dont les MBLs sont
desmol écules monomeériques (Fig . 3), cette sous-classe comprend les MBLs tétramériques

(Walsh et al., 2005). A titre d’exemple nous citons celles produites par : Senotrophomonas

9
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maltophilia (L1), C.meningosepticum (GOB), Legionella gormanii (FEZ-1), Marcescen
Serratia (SMB-1) , (Wachino et al., 2013).

Structuremoléculaire commune

Les métallo-beta-lactamases sont des hydrolases qui contiennent en moyenne 230 résidus
d’acides aminés. Leurs poids moléculaires varient entre 25 et 118 KDa; leurs point

Isoelectrique varient entre 2,5 et 10,5.

Comme il a été rapporté dans leur classification, ce groupe d’enzyme est subdivisé en trois
sous-classes B1, B2 et B3 selon le pourcentage d’homologie de structures primaires
(Gonzalez et al., 2007). Celui-ci varie approximativement de 25% a 40% dans une méme sous-
classe et de 10% a 20% entre deux sous classes (Garau et al., 2005). Ces pourcentages
d’analogie refletent en fait une importante diversité en acides aminés non seulement entre deux
sous-classes mais également au sein d’une méme sous-classe. Les pourcentages rel atifs peuvent
atteindre 89% entre |la sous-classe B1 et la sous-classe B3 et 79%, 51%, 78% au sein des sous-
classes B1, B2 et B3, respectivement. La comparaison par alignement des structures primaires,
révéle I’existence de quatre résidus strictement conservés parmi tous les MBLs (His118,
Asp120, Hisl96, His263). La méme comparaison révéle également I’existence de 17 résidus
d’aminoacides hautement conservés entre les membres de la sous-classe B1 (His116, His118,
Aspl20, Thrl42, Gly193, Hisl96, Aspl99, Asn200, Val202, Leu2l7, Gly219, Gly220,
Cys221, Gly232, Trp244, His263 et Thr303) et 16 résidus entre les membres de la sous-classe
B3 (Pro45, Gly56, Thr57, Gly79, Gly103, Aspl08, His118, Aspl20, Hisl21, Alal34, Gly149,
Gly183, Gly195, His196, Gly199 et His263). Plus précisement, les 17 résidus conservés de la
sous-classe B1 existent dans le domaine C-terminal aors que les 16 résidus conservés de la

sous-classe B3 existent dans le domaine N-terminal (Rossolini et Docquier, 2007)

Les structures secondaires de toutes les MBLs comprennent des structures o (hélices), des
structures B (feuillets) et des boucles dont leurs nombres sont de 5, de 12 et de 1, dans
I’ordre.

Malgre la faible analogie de leurs structures primaires, toutes les MBLs connues présentent
une structure tertiaire de type of/Ba composée de deux feuillets B centraux et cing hélicesa
périphériques. Selon Rossolini et Docquier (2007), les structures tertiaires de neuf MBLS
dont six de lasous-classe B1, un de la sous-classe B2 et deux de la sous-classe B3, ont  été

10
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étudiées par la méthode X-ray cristalographie. Toutes ces MBLs présentent la méme
structure tertiaire en sandwich (ou en pli) de type ap/Ba (Gonzalez et al., 2007) qui est a
titre indicatif complétement sans rapport avec celle des serine betalactamases (Dugal et
Fernandez(2011)

La structure présente une symétrie double interne apportée par deux domaines indépendants
reliés entre eux par une boucle de 8 résidus d’acides aminés (121 a 128)(Heinz etAdolph,
2004); leur site actif se trouve dans le sillon peu profond a I'interface des deux domainesof
(Majiduddin et al., 2002). Toutes les structures de MBLs présentent un pli global similaire
avec des feuillets et des hélices dans |'ordre suivant: B1B2B3p4 (B5) alf5 (B6) a2p6 (B7) a3
pour le domaine N-terminal et (87) 8 9 310 11 a4 12 a5 pour le domaine C-terminal
(Rossolini et Docquier, 2007). La structure quaternaire de la plupart des MBLs est
monomeérique. A notre connaissance, la seule MBL qui fait I’exception & cette régle est la
L1, dont la structure quaternaire est homotétramerique

(Fig. 4) (Rossolini et Docquier, 2007; Hu etal., 2008).

11
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Figure. -3: Structure monomériqued’une MBL deAeromonas hydrophila(CphA) reconstitué en
rubans.L’ion zinc est présenté comme une sphere verte (Garau et al., 2005).

subumit ©
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-
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Figure. -4: Structure tétramiriqued’une MBLdeSenotrophomonas maltophilia(L 1) reconstitué
enrubans. Lesions zinc sont présentés comme des sphéres grises et les sous-unitésindividuelles
identifiées par couleur (Ullah et al., 1998).
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Structuredu site actif

Les MBLs possedent généralement un site actif constitué de résidus d’acides aminés
coordonnés & un ou a deux ions zinc. MBLs confondues, ces acides aminés sont
fréquemment I’asparagine, la cystéine et trois a cinq histidines. Dans la sous-classe B1, le
site actif peut étre mononucléaire, autrement dit les acides aminés établissent des liaisons
avec un seul ion de zinc. Il peut étre également bi-nucléaire, autrement dit |es acides aminés
établissent des liaisons avec deux ions de zinc. Dans le cas du site mono-nucléaire, les
acides aminés établissant des liaisons avec le seul ion zinc sont trois résidus histidines
(Figure. 5). Dans le cas du site bi-nucléaire, les acides aminés établissant des liaisons avec
le premier ion zinc sont trois histidines;, avec le deuxieme ion zinc sont des résidus

d’asparagine, de cystéine et d’histidine (Abriata et al., 2008)
(Figure. 6). Dans laclasse B2, le site actif est toujours du type mononucléaire.

Les acides aminés établissent des liaisons avec le seul ion de zinc sont des résidus
d’asparagine, de cystéine et d’histidine (Page et Badarau, 2008). Enfin, dans la classe B3,
le site actif peut é&re mono ou bi-nucléaires. Dans le cas du site mono nucléaire, les acides
aminés établissant des liaisons avec le seul ion zinc sont trois et sont des résidus histidines.
Dans le cas du site bi-nucléaire les acides aminés établissant des liaisons avec le premier
ion zinc sont trois histidines (Bounaga, 1998; Rossolini et Dcoquier, 2007); avec le

deuxiéme ion zinc sont des résidus d’histidine, de sérine et d’histidine (Tab.1).

Nous signalons que le site actif des MBLs est dénommé par plusieurs termes. on parle de
site de I'histidine ou de site Znlou de trois histidines et ou site 3 H lorsque I’ion Zn est lié a
trois histidines. On parle de site de cystéine ou site Zn2 ou Asp, Cys et His et ou de site
DCH lorsque I’ion Zn est lié a I’asparagine, a la cystéine et a I’histidine (Zhang et al.,
2013).

13
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Figure. 5: (A) : La structure reconstituée d’une métallo-beta-lactamase de la sous-classe B1,

formeMononucléaire (Bacillus cereus 11); (B): schéma du site actif indiquant les acides aminés

coordonnés a I’ion de zinc avec leur position (Karsisiotis et al., 2014).

carbona

ﬁ C221

H196

Figure. 6: (A) : La structure reconstituée d’une métallo-beta-lactamase de la sous-classe B1, forme bi-
nucléaire (Bacillus cereus I1); (B): schéma du site actif indiquant les acides aminés coordonnés au
premier et au deuxiéme ion zinc avec leurs postions (Karsisiotis et al., 2014).
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Tableau.1: les résidus d’acides aminés du site actif des trois sous-classes M BLs coordonnés

avec lesionsdu zinc (Galleni et al., 2001).

B-lactamases LesligandsZnl LesligandsZn2
Sous classe B1
Consensus
BBL* Hisl1l6  Hisll8 Hisl96 |Aspl120 Cys221 His263
Bc Il His86 His88 Hisl49 |Asp90 Cysl68 His210
IMP-1 His77 His79 Hisl39 |Asp8l Cysl58 His197
CcrA His99 His101 Hisl62 |Aspl03 Cysl81 His223
VIM-1 His88 His90 Hisl53 |Asp92 Cysl72 His214
BlaB His76 His78 His139 |Asp80 Cysl158 His200
IND-1 His96 His98 Hisl59 |Aspl00 Cysl78 His220
Sous classe B2
ConsensusBBL [Asn116  Hisl118 Hisl96 |Asp120 Cys221 His263
CphA ASn69 His71 Hisl48 |Asp73 Cysl67 His205
Sfth-1 Asn72 His74 Hisl51 |Asp76 Cysl70 His212
Sous classe B3

His/GInl1l
ConsensusBBL |6 His118 Hisl96 |Aspl20 Hisl21 His263
L1 His84 His86 Hisl60 |Asp88 Cys39 His225
FEZ-1 His71 His73 Hisl49 |Asp75 Cys/6 His215
GOB-1 GIn80 His82 Hisl57 |Asp84 Cys85 His213
THIN-B His105 His107 Hisl85 |Aspl09 Cysll0 His253

*BBL : Beta-Lactamase classe B

1.5. Mécanisme d’action

Comme mentionné ci-dessus, MBLs utilisent au moins une mais généralement deux ions de
Zn2+ dans leur emplacement actif de catalyser I'hydrolyse de B-lactam sonne. areformuler

(Viswanatha et al, 2008) On propose deux mécanismes pour MBL s basé sur |le mono-zinc et
lesions de Di-zinc. (Badarau, 2008, John Wiley & Sons, 2006)

dans le mécanisme de mono-zinc, laformation de I'hydroxyde nucleophile est facilitée avec
I'interaction du résidu Asp120 et de l'ion de Zn2 ( Badarau, 2008, John Wiley & Sons, 2006)
Le groupe d'hydroxyde attaque le carbone carbonylique él ectrophile pour former

I'intermédiaire tétraédrique. (Badarau, 2008, John Wiley & Sons, 2006)En conclusion,

protonation de |'azote intermédiaire tétraédrique par les résultats Asp120 de résidus dans C-N
clivage de laliaison et la désactivation de la pénicilline (Figure. 7). (Badarau, 2008, John
Wiley & Sons, 2006)
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Figure. 7. Le mécanisme cataytique proposé de mono-zinc pour MBLs avec la pénicilline.
(Badarau, 2008, John Wiley & Sons, 2006)

Le mécanisme cataytique du Di-zinc MBLs est Iégéerement différent. Dans ce mécanisme, |,
I'ion hydroxyde pontant qui est liée entre les deux ions Zn2 + est le nucléophile attaquantl'ion
d'hydroxyde traversier qui est lié entre les deux ions de Zn2+ est |'attaque nucleophile. (A.
Badarau, 2008, John Wiley & Sons, 2006) (Badarau, 2008, John Wiley & Sons, 2006) comme
d'habitude, la formation de l'intermédiaire tétraédrique est nécessaire de I'attaque d'hydroxyle
sur le groupe carbonylique ( Badarau, 2008, John Wiley & Sons, 2006) contrairement au
meécanisme de mono-zinc, au lieu du résidu Aspl20, la molécule d'eau apicale parfaitement
placée qui est liée a Zn2 donne un proton a partir d’azote. [43, 48] L’eau apicale déprotonée
émigre alors a Znl pour régénérer le groupe traversier d’hydroxyde (Figure.8) (Badarau, 2008,
John Wiley & Sons, 2006)
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Figure. 8: Le mécanisme catal ytique proposeé de Di-zinc pour MBLs avec de la pénicilline.(A.
Badarau, 2008, John Wiley & Sons, 2006)
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1-6. Epidémiologie

L'intérét accru aux métallo-betalactamases n'est pas accompagné des données
épidémiol ogiques robustes parce que I'identification moléculaire des métallo-p-lactamases n'a
pas souvent été faite en études de grandes échelles. Cependant, la distribution de souches
productrices de ce type d’enzyme est large et inquiétante car elle touche des pays des cing
continents (Figure. 9). Nous signalons que les zones qui apparaissent dans la figure comme
étant depourvue de souches productrices de MBL ne signifient pas qu’elles sont a I’abri de
cette épidémie. En fait, elles manguent tout simplement d’études de dépistage (Cornaglia et
al., 2011).
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Figure. 9: Epidémiologie mondiale desMBLs Cornagliaet al.,2011).
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Chapitre II Les inhibiteurs des Métallo-beta-lactamases

Pour surmonter les effets de MBLs, une stratégie potentielle est utilisée il s’agit de la co-
administration des inhibiteurs de MBL avec les antibiotiques [B-lactames. Les inhibiteurs
empéchent I'enzyme de MBL alier aux antibiotiques de -lactame et empéchent par la suite la

dégradation et la désactivation des antibiotiques.

Tous les inhibiteurs ou les inactivateurs connus de la sérine [-lactamases sont inefficaces vis-
avis les metallo-B-lactamases. Les inactivateurs rapportés de tout les metallo-B-lactamases
sont I'EDTA comme chélateurs des métaux, les o-1, la phénanthroline 10 et |'acide

dipicolinique, et toutefois ceux-ci n‘ont aucune signification clinique.
Il -1 -Inhibiteursde Dicarboxylate

Les composes de dicarboxylate sont les deuxiemes inhibiteurs communs des enzymes de
MBL.( Walter, L.D. Sutton,2013) Quelques inhibiteurs de carboxylate sont rapportés avec les
valeurs |C50 aussi basses que 0.003 uM( Walter, L.D. Sutton,2013)

Hiraiwa et autres ont synthétisé quelques derives d’acide phtalique qui sont efficace contre
IMP-1(Hiraiwaet al.,2009)Ces composés ont montré que le bon effet inhibiteur contre IMP-1
et le dérivé acide phtalique benzylique (32) qu’a montré la valeur IC50 la plus basse parmi
desinhibiteurs avec 0.968 uM (Figure. 10).(Hiraiwaet al.,2009)
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Figure. 10: Inhibiteurs d'acide phtalique contre IMP-1. (Hiraiwaet al.,2009)

Les mémes auteurs ont également rapporté qu'encore plus de quatre ont substitué les dérivés
acides phtaliques, mais les valeurs IC50 n'éaent pas aussi bonnes que les inhibiteurs

précédents, sétendant de 16 au uM 300 (Figure. 11) (Hiraiwaet al.,2009)
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Figure. 11: L'activité IMP-1 inhibitrice de 4 a substitué les dérivées acides phtaliques.

(Hiraiwaet al.,2009) J.G. Moloughney

En 2004, Moloughney et autres (Moloughney et al., 2005) ont rapporté quelques inhibiteurs
de dicarboxylate contre IMP-1. Le plus efficace a la valeur de Ki du uM 3.3. La Figure. 12
montre trois les plus efficaces de ces inhibiteurs. (Moloughney et al., 2005)

-
O O
B O.
OH O = OH
Br ‘-\]/ .z \n/
O O
45, |C5Q =17 pM 46, |G50 =50 puM 47, lCEﬂ = 6.0 uyM
Ki=17.3 uM K;=3.3 uM Ki=53uM
\

Figure. 12 Trois inhibiteurs efficaces de dicarboxylate contre I'enzyme IM P-1(Moloughneyet
al.,2005). (Toney et al.,2001)
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Les inhibiteurs les plus efficaces contre IMP-1 ont été rapportés par Toney et autres .(Toney
et al.,2001) en 2001. Cette équipe de recherche a identifié un certain nombre de composés de
dicarboxylate et les a analysés contre I'enzyme IMP-1 .(Toney et al.,2001)IIs ont identifié
I'acide succinique (48) avec IC50 = 6,3 mM est pas un bon inhibiteur de la IMP-1 alors que
les (2S, 3S) d'acide succinique-substitués étaient des inhibiteurs trés puissants Ils ont identifié
I'acide succinique (48) avec 1C50=6.3 millimétre n'est pas un bon inhibiteur contre IMP-1
alors que les (2S, 3S) dacide succinique-substitués étaient les inhibiteurs tres efficaces.
Quatre composés (51-54) ont montré IC50 entre 2.7 nanomeétre et 13 nanomeétre (le schéma 1-
41). (Toney et al.,2001) Les 2.2 ont disubstitué les acides succiniques (49-50) n'éaient pas
les inhibiteurs IMP-1 efficaces. Parmi toutes les différentes catégories des inhibiteurs IMP-1,
le composé 51 a été identifié comme inhibiteur le plus efficace avec le plus bas 1C50=2.7
nanomeétre (Figure. 13)(Toney et al., 2001)

J P _</ X
A s e ,H i ‘.’
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o—{ >70 p={  e=p p= =0
Voo 5 £ 0= =0
OHHO oHHD OHHO
OHHO
48, |Gy = 6.3mM 43 |Cg; = >10 mM 50, [Gs = =10 mM 51, [G55= 2.7 nM
&,
'J_\} | ;h = 5,
HH : \f“n Of % HH / \
3 . 4 HI \_ / "\.\;__:‘:J;.-" \ —;4
¢ £y
\ / OZQ :’ OH 0/ {]:/.\‘ .\}_DH
OHHO o o J
52,[Cgy = 13 M 53, 15, = 9 M 54 [Cgy = 3.7 1M

Figure. 13: Inhibiteurs de Dicarboxylate contre IMP-1. (Toney et al.,2001)

La structure cristalline du composé 53 co-cristallisé avec IMP-1 (PDB=1JJT) a été égal ement
rapportée par Toney et autres (le schéma 1-42). (Toney et al.,2001)(Figure. 14)montreune des
carboxylates est coordonné azn1 (2.13 A) et azn2 (2.05 A) tandis que |'autre carboxylate est
coordonné seulement & Zn2 (2.49 A). En outre, les carboxylates forment des liaisons
hydrogene avec les résidus Gly232 et Asn233 d'acide aminé.(Toney et al., 2001).
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Figure.14 Lastructure cristalline dIMP-1 Co-crystalized avec I'inhibiteur efficace 53 (APB
= 1JJT).(Toney et al.,2001)

Il -3- Inhibiteursde cétone et d'alcool de Trifluoromethyl

En 1996, Walter et autres (Walter et al.,1996) a rapporté des dérivés de cétone et d'alcool de
trifluromethyl comme inhibiteurs contre MBLs (Figure. 15). Ces composés ont été analysés
contre différentes sous-classes de MBL et les valeurs de Ki mesurées par rapport a Bell (sous-
classe B1), a VIM-2 (sous-classe B1), a CphA (sous-classe B2) et a L1 (sous-classe B3)
étaient aussi basses que le 1.5 uM.(Walter et al., 1996) L'atome d'oxygéne du groupe de
cétone de trifluromethyl de ces inhibiteurs a été présumé pour lier a I'emplacement actif de
I'ion de zinc sous sa forme d'hydrate (les analogues non-fluorés étaient inactifs). (Walter et
al.,1996)En outre, la liaison de ces composés a CphA sest avéré irréversible, indiquant un

mécanisme différent de I'inhibition de ces composés pour MBLs différent.(Walter et al.,1996)

(Letableau 2)montre des valeurs de Ki de ces inhibiteurs contre trois MBLS.

23



Chapitre II Les inhibiteurs des Métallo-beta-lactamases

//"."M...\‘ j/’.“:_\?
oH .
= --‘,_R_:_.;. ‘—'l_i 1 E“'w..‘—{'h -
= 5 - -
/"-h “\,__/ e e LT i ’/'{\.\__':
H . = .,
.- P \\_’/\n[_ . . 4-\ ‘_\v/:\.’.:
>~ e e = = e P N -
- TG ~ ] ~
= S ~H - . o~ o~ .MH
i1 i \'} ] = .
O &
-
532 zB =31 “Z% a3 53a i2R. 35 -Z5 A% E?a 333 %3z 35
850 IR, 391 003 3% 530 12R. 2RI 1235 3R] >0 ar £ J3I8

Figure. 15: Céones de Trifluoromethyl et inhibiteurs d'alcools contre metallo-p-lactamases.  (Walter
et al.,1996)

BL B3

Compound

Bcll IMP-1 L1
55a (2R, 39); (25, 39 300 400 >5000
55b (2R, 3R); (2S 3R) 700 400 35+ 2
S/a (39 300 300 1.5+0.01
57b (3R 700 500 3.0+ 0.4
56a (2R, 39); (2S, 39 1000 900 >5000
56b (2R, 3R); (2S 3R) 30 60 >5000
58a (39 500 530 15+1
58b (3R 1000 Not tested Not tested

Tableau 2 : Valeurs deKi (dansle uM) contre trois MBLSs (sous-classes B1 et B3).

(Walter et al.,1996)

* 'auteur n'a rapporté aucune erreur pour I'analyse cinétique de thése
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Il -4- inhibiteur de sulfonamide

Les sulfonamides sont une autre classe commune des inhibiteurs de MBL. Un certain nombre
d'hydrazones sulfonyles ont été examinées contre IMP-1 par Siemann et autres (Siemann et
al.,2002) pour certains de ces composés que les valeurs d'I|C50 se sont éendus de 2 au uM
150 (Tableau.3). Les composés ayant un groupe anthracényle a montré la plus basse |C50.
Parmi tous les composes, 59¢ composé a montre |'inhibition maximum avec la vaeur IC50 du
UM 2.2.

L'étude d'accostage du composeé 59c avec une vaeur 1IC50 de 2,2 uM prédit que l'un des
atomes d'oxygene de cet inhibiteur, lié au zinc dans e site actif de I'oxygene tandis que I'autre
fait une liaison hydrogéene, avec Asp 167. Aucune structure cristalline a été rapportée pour

I'enzyme |'en avec ces molécules liées

L'étude d'amarrage de 59¢c compose avec IC50 le uM de la valeur 2.2 a prévu celui-la des
atomes d'oxygéne de cet inhibiteur métallise sur le zinc dans I'emplacement actif tandis que
['autre oxygene faisait une liaison hydrogene avec Aspl167. Aucune structure cristalline n'a été

rapportée pour I'enzyme avec ces molécules métallisées dans I'emplacement actif.
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Tableau.3: Activité inhibitrice de divers 2 hydroxynaphthyl, de 2 methoxynaphthyl et de
dérivés d'anthracenyl contre IMP-1. (Siemannet al.,2002)

Compound IC5, (M)
O ta) (b) (c)
N =0
H. S Prre R S
??I R, 1. OH ,l_ ocH =9 l n
Ho =N R, R, [l S “‘»-‘I ' [| S 3 l—" N
FE;» /L=/ : = L~4 m_.---"Lm_&J
- s =3
- 2 16 3.8 g
1-Bu == =
b
60 o 175 6.3 3.0
|-
o
61 25 L3 4.6
Br
poae
62 55 19 7.0
Cl-
=y
63 150 55 13.5
F
cl
& I — L‘z&
e 40 10 4.5
cl
-J:u-h__ ".’1:_
o |/|\ J 10 4.8 1.6
o e -"'\-\.\_
-
66 10 4.0 1.6
67 20 6.2 2.4
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[11. Plante étudiée:Phoenyxdactylifera
Présentation de la plante :

Le dattier, Phoenix dactylifera L. (Arecaceae), est un pamier subtropical anciennement
domestiqué (MUNIER, 1973). Il est largement cultivé pour ses multiples usages et ses
services éco systémiques, en particulier pour ses fruits comestibles dont des milliers de
variétés ont été selectionnées (BOUGUEDOURA, 1979) et pour sa capacité d’adaptation aux
conditions des climats arides les plus sévéres (BEN AISSA, 2008). Sa présence crée un
microclimat permettant le développement de diverses formes de vie animale et végétale
indispensables pour e maintien et la survie des populations du désert (EL HOUMAIZ12002).
Le palmier dattier avec le cocotier est abondamment cultiveé, mais non naturalis§(PERRIER
DE LA BATHIE, 1933).

Le dattier a é&é nommé « Phoenix dactylifera L. » par Linné en 1934 Phoenix dérivé de
Phoinix est le nom du dattier chez les Grecs antiques qui |'ont considéré comme l'arbre des
Phoeniciens (du grec « phoen » rouge sang, caractéristique de la couleur de leur peau) ou
Phéniciens. « Dactylifera » vient du latin « dactylus » dérivant du grec« daktylos » signifiant
doigt en raison de laforme de fruit du dattier.(BOUNA, 2002).

C’est une plante utile certainement introduite non pas par les courants marins comme son
habitat ctier le fait croire, mais par des migrants d’origine africaine qui ont peuplé a une date
tres ancienne a Madagascar. Elle aurait été introduite sur les cotes orientales de I’ Afrique par
les Arabes avant le XVe siecle aux iles de Comores et a Madagascar au XVlle siecle
(PERRIER DE LA BATHIE, 1933). Le dattier cultivé est connu depuis la plus haute antiquité
bien que les aires de répartition primitive sont le Sud-ouest asiatique et I’Amérique du Nord-
est (CATY, 1929).

La datte, fruit du palmier dattier, est une baie de forme allongée, oblongue ou arrondie. Elle

est composée d’un noyau, ayant une consistance dure, entoure de chair (Figure. 16).
- Lapartie comestible dite chair ou pulpe est constituée de :

-Un mésocarpe généralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en sucre et de

couleur soutenue
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-Un endocarpe de teinte plus clair et de texture fibreuse, parfois réduit a une membrane

parcheminée entourant le noyau. (Espiard, 2002).

Coupe longitudinale d'une datte Coupe du noyau

Feranthe

Mesocarpe Py~ — — — Tegument
Endocarpe — = Moyau == — Albumen
.
"= Micropyle
Epicarpe

Figure. 16: Datte et noyau du palmier dattier d’apres (Belguedj, 2001).

Les dimensions de la datte sont tres variables, de 2 a 8cm de longueur et d’un poids de 2 a 8
grammes selon les variétés. Sa couleur va de blanc jaunétre au noir passant par les couleurs
ambre, rouges, brunes plus en moins foncées (Djerbi, 1994).

Position systématique

La plante Phoenix dactylifera est représentée par 200 genres et 2700 espéces réparties en six
sousfamilles. La sous famille des Coryphoidées est elle-méme subdivisée en trois tribus
(Riedacker et al., 1990).

La classification botanique du palmier dattier donnée par Djerbi, (1994) est la suivante:
Groupe : Spadiciflores

Embranchement : Angiospermes

Classe : Monocotylédones ;

Ordre : PAmale;

Famille : Palmacées ;

Sous famille : Coryphoidées ;
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Tribu : Phoenicées;
Genre : Phoenix;
Espece : dactyliféral.
Composition biochimique
[11.3. 1 Composition biochimique de la partie comestible " Pulpe

La datte est constituée de deux parties, une qui est comestible, représentée par la
pulpe(mésocarpe) ; et I’autre, non comestible, qui est le noyau, ayant une consistance dure. Ce
dernier représente 10 a 30% du poids de la datte, il est constitué d’un albumen protégé par une
enveloppe cellulosique. Selon Estanove (1990), la datte se compose essentiellement d’eau, de
sucres réducteurs « glucose et fructose » et de sucres non réducteurs, « saccharose ». Les
constituants non glucidiques représentent les protides, les lipides,, les cendres (sel's minéraux),

les vitamines et les enzymes.
[11.3.1.1. Constituants majeurs
[111.1.1. L’eau

Lateneur en eau est en fonction des variétés, du stade de maturation et du climat(Tab 4). Elle
varie entre 8 et 30 % du poids de la chair fraiche avec une moyenne d’environ 19 %(Noui,
2007).

Tableau 4: Teneur en eau de quelquesvariétés dedattes delarégionFliache (Biskra), en
% d’apres (Noui, 2007)

Variété consistance Teneur en eau
Deglet-Nour Demi-molle 22.60
Mech-Degla Séche 13.70
Ghars Molle 25.40
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1l 1.1.2. Lessucres:

Les sucres sont les constituants majeurs de la datte. L analyse des sucres de la datte a révélé
essentiellement trois types : saccharose, fructose et glucose (Estanove, 1990; Acourene et
Tama, 1997). Ceci n’exclut pas la présence d’autres sucres en faible proportion tels que : le
gaactose, le xylose et le sorbitol (Favier et a., 1993; Siboukeur, 1997). La teneur en sucres
totaux est trés variable, elle dépend de la variété et du climat. Elle varie entre70 et 90 % du
poids de la matiere seche (Tab 5) (Belguedj, 2001).

Tableau 5 : Teneur en sucres de quelques variétés algériennes d’apres (Belguedj, 2001)

Constituant par Dattemolle Datte demi-molle Datteseche
rapport alamatiére (Ghars) (Deglet-Nour (Mech-Degla)
seche %

Sucrestotaux 85.28 71.37 80.07
saccharose 80.68 22.81 20.00

Sucre réducteur 04.37 46.11 51.40

[11 1.1.3.Protéines et acides aminés

La pulpe de la datte ne contient qu’une faible quantité de protéines. Le taux differe selon les
variétés et surtout selon le stade de maturité, il est en genéral de I’ordre de 1.75% du poids de
pulpe. Auss, il a é&é montré gue le pourcentage de protéines présent dans les noyaux des
dattes plus important que celui de la pulpe (Abou-Zeid et al., 1991). Selon Al-Shahib et
Marshall(2003), les protéines de la datte contiennent 23 acides aminés (Tableau6) dont

certains ne sont pas présents dans certains fruits comme la banane, la pomme et |'orange.
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Tableau 6: Composition moyenne en acides aminés de la datte séche (Favier et al., 1993).

Acidesamines Teneur delapulpe, en
mg/100 g
Isoleucine 64
Leucine 103
Lysine 72
M éthionine 25
Cystéine 51
Phénylalanine 70
Tyrosine 26
Thréonine 69
Tryptophane 66
Valine 88
Arginine 68
Histidine 36
Alanine 130
Acideaspartique 174
Acideglutamique 258
Glycocolle 130
Proline 144
Sérine 88
11 1.1.4. Lesfibres:

La datte est riche en fibres, elle en apporte 8.1 a 12.7 % du poids sec, (Al-Shahib et Marshall,
2002). Selon Benchabane (1996), les constituants pariétaux de la datte sont : la pectine, la
cellulose, I’hémicellulose et la lignine. Les dattes fines, comme la Deglet-Nour, ne
contiennent qu’une faible proportion en cette substance, mais des proportions plus élevées
atteignant parfois plus de 10 % dans le cas des dattes communes particulierement
fibreuses(Munier, 1973).

1l 1.1.5. Les acides gras::

La datte renferme une faible quantité de lipides. Leur taux varie entre 0,43 et 1,9 % du poids
frais (Djouab, 2007). Cette teneur est en fonction de la variété et du stade de maturation.
Yahiaoui (1998) a étudié la composition en acides gras qui se trouvent dans la variété
DegletNour, celle-ci est comprise entre 7 et 13% (Tab 7).
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Tableau 7: Composition en acides gras de la datte Deglet-Nour, en % de matiere grasse
d’apreés (Yahiaoui, 1998)

Acidesgras Teneur en% de matiére grasse
Acideinolénique (C18 : 3) 12.30

Acidelinoléique (C18: 2) 11.47

Acideoléique (C18:1) 10.74

Acidestéarique (C18: 0) 10.47

Acidepalmitique (C16 : 0) 7.89

Acidemyristique (C14 : 0) 8.66

[l 1.1. 6. Les minéraux :

La caractéristique la plus remarquable des dattes réside dans la présence de minéraux et
d’oligoéléments particulierement abondants dépassant nettement les autres fruits secs
(Devshony et al., 1992)(.Tableaud)

Tableau8 : La composition minérale de la datte seche (Devshony et al., 1992)

Eléments minéraux | Pour 100g de datte seche
Sodium 0.017

Potassium 0.3

Magnésium 0.036

Phosphore 0.07

Calcium 0.1

Fer 0.016

[l 1.1. 7. Lesvitamines

La pulpe de dattes contient des vitamines en quantités variables avec les types de dattes et |eur
provenance. En général, elle contient des caroténoides et des vitamines du groupe B en
quantités appréciables, mais peu de vitamine C(Tableau9) (Munier, 1973).
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Tableau9: Teneur en minéraux et vitamines pour 100 g de pulpe d’apres (Benchelah et Maka,
2008).

Vitamines (mg)

B3 1.7
BS 0.8
B2 0.10
B6 1.15
PP 0.03

VitamineC présente en faible quantité
Folates (B9) 28,00 . 10-

11 1.1.8. Polyphénols :

La datte renferme des métabolites secondaires dits composés phénoliques. I’analyse
gualitative des composés phénoliques de la datte a révélée la présence des acides
cinnamiqgues, des flavones, des flavanones et des flavonols (Mansouri et al., 2005). Selon
Henk et a., (2003), les polyphénols jouent un réle important dans le corps : ils ont des effets
anti-inflammatoires, antioxydants, abaissent la tension artérielle et renforcent le systéme

immunitaire.....etc
11 1.1.8 ,1 Tanins

Ils constituent plus de 3% du poids de la datte; I’'un des principaux effets de ces derniers
intervient lors du processus de maturation par la variation de leur solubilité (texture) : ils
passent de la forme soluble (astringente) a la forme insoluble(insipide), résultant

probablement de leur combinaison avec les protéines (variation du goQt).(Barrevel d1993)

Les tanins jouent également un réle dans le brunissement non enzymatique (Maier et al1964),
c’est pourquoi, des traitements thermiques sont réalisés afin de retarder le phénomene de
brunissement lors du stockage des dattes. (Maier et a1964),

Procyanidines sont les tannins condensés et les précurseurs principaux de colorants bleu-
violets et rouges dans les fruits, les |égumes, les écrous, les graines, les fleurs, et les écorces
(fines, 2000). Suivre la méthode acide acétone-eau-acétique d'extraction par solvants, Hong et

autres (2006) a extrait des procyanidins a partir de la variété de Deglet Noor de dates
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dand'étape de Khalal de la maturité. L'analyse chimique suggere que le procyanidine ait
existé en tant que des polymeres plus supérieurs de poids moléculaire, des undecamers par

desheptadecamers, et decamers (Hong et autres, 2006) (Figure.17).

Compound ", R,
Catechin -H -OH
Epicatechin -OH -H

Procyanidin (f 4 — B) Dimer

Figure.17. structures des procyanidines actuels dans les dates.
11 1.1.8 ,2 Flavones

Ces composes sont essentiellement impliqués dans le  phénoméne de
brunissementenzymatique qui est responsable de la coloration de la datte au cours de la
maturation(Barreveld, 1993 ; Cheftdl et al., 1977).Hong et autres (2006) a évalué le contenu
flavonoide dans la variété de DegletNoor pendant I'étape de Khala de la maturité et a
identifié treize glycosides flavonoides de lutéoline, de quercétine, et d'apigénine
(Figure.18).0On a également observé que les deux formes méthylées et sulfatés de la lutéoline
et la quercétine sont présentes sous forme de mono deDi- et tri glycosylée Il les conjugés a été
également observé gue les formes méthylées et sulfatées de lutéoline et de quercétine sont
présentes comme mono, de Di, et triglycosylated tandis que I'apigénine est présent seulement
comme diglycoside. La quercétine et la lutéoline ont formé principalement les tringleries O-
glycosidiques tandis que |'apigénine était présent comme C-glycoside. En date d'aujourd’hui,
les dates ont également la distinction unique d'étre la seule nourriture pour contenir les

sulfates flavonoides (Hong et autres, 2006).
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OH o

Quercetin Luteolin

OH O
Apigenin

Fig. 5. structures des flavanoides actuelles dans les dates.
11 1.1.9. Les enzymes

Les enzymes jouent un réle important dans le processus de conversion se produisant pendant
le stade de formation et la maturation du fruit. La qualité de la datte est influencée par

I’activité de :
. L’invertase : Responsable de I’inversion du saccharose en fructose et glucose.
.Lacdlulase: Elle décompose la cellulose en chaines plus courtes.

. La pectinmethylesterase : Elle convertit |es substances pectiques insolubles en pectine plus

soluble qui ramoallit le fruit.

L a polyphenoloxydase : Elle conduit au brunissement du fruit suite a I’oxydation des
phénols (Y ahiaoui, 1998).
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[l 1.2. Constituants mineurs

Bien que 95% des constituants sont cités ci- dessus, il existe d’autres composés sou forme de

tracestelsque:
11 1.2.1 Lesacides organiques

Le jus de datte est 1égérement acide. Rygg (1948, 1953), rapporte que les dattes mires se
caractérisent par une acidité moins importante avec un pH de 5, mais il ne se prononce pas
formellement sur le réle de I’acidité dans les dattes. Youssef et al., (1992) ont analysé deux
variétés de dattes égyptiennes et ont montré I’existence de trois acides organiques : malate,
Citrate, et oxalate.

11 1.2.2 Les composés volatils (Flaveur)

Les composés volatils sont responsables de I’ardbme spécifique. Ces composés aromatiques
spécifiques aux dattes sont peu connus et n’ont pas fait I’objet de beaucoup de

recherches.(Benchabane, 1996).
111 1.2.3 Pigments

Les principaux pigments identifiés dans les dattes sont : caroténoides, anthocyanines flavones,
flavonols, lycopénes, flavoxanthine et |utéine dans certaines variétés égyptiennes (Tableau.
10) (Ashmawi et a., 1955 cité par Barreveld, 1993).
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Chapitre III Plante étudiée

Tableau. 10::Principaux pigments colorés se trouvant dans les dattes

Pigments Couleur Propriétés

Caroténoides | Lycopénes Rouge Précurseur des caroténes
Carotenes Orange Précurseur de lavitamine A
Luténe Jaune

Flavonoides | (Flavones
et dérivés (apigenine)

Flavonols Jaune

(catéchine)

Flavoxanthine Jaune Faiblement soluble dans
I’eau

Anthocyanines Rouge en milieu acide Indicateurs de pH

Bleu en milieu basique

[11..2 Composition biochimique de la partie non comestible " Noyau "

Le noyau présente 7 & 30 % du poids de la datte. Il est composé d’un albumen blanc,dur et
corneé protégé par une envel oppe cellulosique (Espiard, 2002).Les travaux de recherche menés
sur la composition des noyaux de certaines variétés de datted’ Arabie Saoudite ont démontré la
présence de protéines, de glucides, de lipides, et de minéraux (K, P, Ca, Na, Fe, Mn, Zn,
Cu).En plus des protéines, le noyau contient des acides gras tels que I’acide oléique,palmique,
laurique, linoléque et palmitique mis en évidence dans I’huile extraite des graines (Al Houti
et al., 1998).
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Partie expérimentale Matériels et méthodes

Letravail expérimental subdiviseé en plusieurs étapes.

Extractions
a) Extraction de flavonoides glycosides
b) Extraction des procyanidines
Notre travail vise a rechercher des micro-organismes et plus précisement les souches P.
aeruginosa qui présentent un niveau éevé de résistance aux antibiotiques qui se trouvent
dans le milieu hospitalier &fin :

D’évaluer le degré de contamination, d’identifier la souche bactérienne sa localisation
et savoie de transmission.

Déterminer e mécanisme de résistance aux béta-lactamines (mécanisme enzymatique)

Tester notre extrait sur I’enzyme responsable a la résistance.

Ce travail a éé réalise aux différents lieux : laboratoire de Biologie au département de

Biologie a I’Université de Saida et au niveau d’hépital de Ghriss ‘Dali Abdelkader’.
. Matérid végétale:

I.1.Descrition et choix delavariété:

[.1.1.Choix delavariété:

Le matériel utilisé dans cette éude est Deglet-Nour, il est tres répondu dans les palmeraies du
Sud-Est de I’Algérie et plus exactement a Tolga (Biskra). La datte Deglet-Nour a un gout
parfumé, est de forme fuselée ou ovoide. A maturité la datte est plutdt beige marron,
I’épicarpe est lisse et brillant, le mésocarpe est tres peu charnu de consistance demi-molle et
de texture fibreuse.

Le choix de cette variété est justifié par sa qualité gustative, sa disponibilité sur le marché et

salarge consommation (elle constitue 53,9% de la production nationale).
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tissu
brun

Datte
entiere

tissu
blanc

Figure 19:Photographie de la datte entiere Deglet-Nouret ses deux tissus constitutifs
.2 Matériel biologique:
|.2.Souches étudiées:

Ces souches ont été incluses dans I’étude de souche de Pseudomonas aeruginosa isolées a
partir de divers prélevements au niveau d’hdpital de Mascara (matériels chirurgicale, lits des
malades) et identifiées au niveau de laboratoire de département de Biologie; Faculté des
Sciences, Université de SAIDA

1. Méthodes:
Préparation des extraits de dattes:
I1.1.1 traitement des échantillons:

La datte étudiée est des palmeraies de larégion la wilaya de Biskra. La méthode
d’échantillonnage suivie est celle préconisée : Acourene et Tama (1997).

Récolte et séchage:

Lavariété Deglet Nour est a cause de sa faible teneur en eau, elle a été séchée a I’étuve a 40
°C apres avoir été dénoyautée et découpée en morceaux en suite ont la réduite en poudre a

I’aide d’un broyeur. Le procédé d’extraction est réalisé comme le montre La figure 20.
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Extraction deflavonoides glycosides:

Plusieurs solvants organiques peuvent étres utilisés pour I’extraction des composés
phénolique Owen et Johns, (1999). Le méthanol pur est I’un des solvants qui donne le

meilleur rendement d’extraction (Diallo et al., 2004 ;Ribér eau-gayon,1968) .

Le fruit dénoyauté (5 g) a été homogeénéisé par le vortex pendant 2 min (mettez |le mélange sur
la glace) avec 10 ml de solution d'extraction (4 mM de NaF dans le méthanol pour inactiver
les polyphénole oxydases et de prévenir la dégradation phénolique due a un brunissement).
Les homogénats ont été conservés dans la glace jusqu'a centrifugé (15 min, 2-5 ° C a 16000g).
Le surnageant a été recupéreé et filtré sur 0,45 filtres um. Le filtrat a éé évaporé par le

Rotavap.
Extraction des procyanidines:

Les procyanidines ont été extraites a partir de dates dénoyautées en utilisant un solvant
constitué d'acétone, d'eau et d'acide acétique (70:29.5:0.5,v/v/v). En bref, un échantillon de 10
g a été homogénéisé pendant 1 minute a vitesse maximale dans un mélangeur Waring en
présence de 100 ml de solvant d'extraction. Les échantillons individuels ont été effectués en
triple. Le mélange a été agité pendant 30 min a température ambiante pour permettre
I'extraction compléte du solvant. Les extraits ont été centrifugés a 3000 rpm pendant 15 min a
20 °C. Le surnageant a été filtré a travers un papier Whatman n°1. Apres, le filtrat a été
concentré dans un évaporateur rotatif (RotaVap) sous vide a 40 ° C. Les échantillons séchés

sous forme de poudre ont été reconstitués dans de I'eau (20 ml).
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dattes

|

Nettoyage et dénoyautage

)

pulpe

J

broyage

/ \ 10 g du broyat dans solvant

Extraction de flavonoides glycosides : constitué d'acétone, d'eaul et dacide
5g du broyat dans 10 ml de solution d’extraction (4 acétique (70:29.5:0.5,VIVIV)
mM de NaF dans |e méthanol) l

Homogénéisé par le mélangeur

pendant 1 min a vitesse maxi

Homogénéisé par le vortex pendant 2 min

Y

Conservation danslaglace

Centrifugation
a 3000 rpm pendant 15 min a20 °C

Centrifugation
(15min, 2-5 °C a 16000 g)

\

Nfiltration ¥

A7

filtrat

Figure 20: principale étapes d’extraction de dattes
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| solement et identification des Pseudomonas:
Préévements

Les différents prélevements sont effectués (sondes ou écouvillons) sont mis dans un bouillon

nutritif et acheminés au laboratoire pour étre incubés a 37°C pendant 24 h.
| dentification :
L es caractéres culturaux (Examen macr oscopique) :

En général, les bacilles a Gram négatif non fermentaires croissent sur milieux simples comme
la gélose Trypto-Caseine Soja (TSA) et la gélose lactosée de Drigalski a 30°C et souvent a
37°C, avec un temps d’incubation de 48 a 72 heures pour que les colonies soient repiquables.
Pseudomonas aeruginosa €éabore des pigments (la pyocyanine, pigment bleu-vert, est
pathognomonique). Apres ensemencement sur la gélose Mac Conkey et incubation a I’étuve a
37°C en 24 heures, Pseudomonas aeruginosa se présente comme suit : elle donne des
colonies lactose négative, « ceuf sur le plat » avec des pigments bleu-vert et possede une
odeur caractéristique (acacia ou seringa). Le procédé d’identificationest réalisé comme le

montre lafigure
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Ensemencement

Gélose Mac k

Incubation (37°C/24H)

| solement des coloniesvertes

—~C

Cétrimide
KingB king A
37°C 37°C
Incubation pendant 37C°/24h

Colonies fluoréscentes sous lalamps UV

!

Identification

!

— I’examen macro-

catalase

mi croscopique ~ Coloration de gram

oxydase /

Les tests biochimiques

igure 217 schéma genérale de fa procédure d’isofement, et d”identification des isolats

bactériens.
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.Observation dela fluorescente sous UV :

Selon Bultreys et LeGheysen, (2000), Olmar et al.,(2001) I’étape initiale pour I’identification

des Pseudomonas aeruginosa et la mise en évidence d’une activité fluorescente.

Le milieu Cétrémide ou King B coulé dans les boites de pétri contenant des colonies

bactériennes pures sont exposées sous une lampe UV et a une longueur d’onde 366nm.
Lesisolats a fluorescence positive émis des |lumiéres fluorescentes sous lalampe.
Examen microscopique:

Certaines colorations permettent d’observer plus facilement la morphologie des bactéries
(capsule flagelle, pilis,....etc) alors que le cas de Gram reste la base différentielle de la

bactériologie, avec lequel on distingue les deux grandes groupes de bactéries a gram négatif.
Observation a I’état frais :

Déposer une ou deux gouttes de I’eau distillée a I’aide d’une pipette pasteur, puis prélevé une
parcelle de colonie & observer. L’observation est réaliser au microscope au grossissement x40

ou x60.
Coloration de gram
Principe:

C’est la coloration de base en Bactériologie et elle permet une classification des bactéries
selon leur structure. Elle est I’un des caractéres essentiels de la classification des bactéries.
Plusieurs facteurs vont intervenir dans cette coloration : - la différence de composition

chimique de bactéries - la différence de perméabilité de la paroi bactérienne a I’alcool.

Mode opératoire:

La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes qui se succedent et consistent a:

- fixer lefrottis

- recouvrir lefrottis de la solution de cristal violet, laisser agir une minute (violet de gentiane)

- regjeter le colorant puis laver al’eau
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- recouvrir la préparation de lugol, laisser agir une minute
- rejeter le Lugol puislaver al’eau
- décolorer a I’alcool 95°

- rincer a I’eau courante et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée, laisser agir

guel ques secondes.

- rgjeter lafuchsine, lavée abondamment, égoutté, sécher entre deux feuilles de papier buvard

propres.

L ecture:

A lacoloration de Gram, on voit des bacilles ou diplobacilles a Gram négatif colorées en rose.
Test de confirmatif :

On réalise un ensemencement sur la gélose nutritive (GN) incliné qui est étuvé a28°C

pendant 48 heures.
Test biochimiques:

Bien que les tests biochimiques constituent une approche classique pour I’identification des
bactéries, il n’en demeure pas moins qu’ils sont particulierement utiles pour la détermination

de certaines espéeces de bactéries pathogenes.
Oxydase:

Les Pseudomonas sont aérobies strictes, elles se développent en présence d’oxygene sur des
surfaces de gélose. Le caractére oxydase positif signifie que la souche posséde une enzyme

capable d’oxyder employé par I’oxygéne de I’air.
Principe:
Il permet de mettre en évidence la présence de I’enzyme cytochrome C oxydase

Mode opératoire:
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On utilise le disque de papier filtre OX, imprégné de réactif oxalate de N-
diéthylparaphénylene diamine, le disque est placé sur une lame et imbibé d’une goutte de la

suspension bactérienne.

Lecture:

Une coloration rose se manifeste en quelques minutes en cas de réaction positive.
Catalase:

Certaine réaction métaboliques bactériennes aboutissements en aérobiose, a la production de
peroxyde d’hydrogene (eau oxygenée). Le peroxyde d’hydrogéne doit étre éliminé, car c’est
un poison cellulaire (il est d’ailleurs utilise comme antiseptique). Sa décomposition dans
I’organisme microbien peut étre réalisée par la catalase. En absence de systéme enzymatique
destructeur, la vie aérobie devient généralement impossible : les microorganismes sont alors

anaérobies strict.

Donc la catalase est produite en abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire

(aérobie strict et aérobie-anaérobie facultatif), elle catalyse.

2H202 > 2H20 +02

Mode opératoire:

Déposer sur une lame de verre une ou deux goutte d’eau oxygenée a 10 volumes. Prélever a
I’aide de I’effilure d’une pipette pasteur un fragment de colonie et dissocier la culture dans

I’eau oxygénee.
Mannitol mobilité:
Ce milieu est faiblement gélosé qui contient du mannitol et I’indicateur colore.
Principe:
On mettre en évidence la dégradation du mannitol et lamobilité du germe.

Mode opératoire:
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Introduire dans le milieu une colonie avec une pipette pasteur stérile par piqure centrale au fil
droit .incuber le tube a 28°C pendant 48heures

Lecture:

La dégradation du mannitol se traduit par changement de couleur, le rouge en jaune du a
I’acidification du milieu .les bactéries immobiles se développent seulement au niveau de la

piqure par contre les bactéries mobiles sont diffusées dans le milieu.
Citratede Smmons:

Ce milieu est un exemple de milieu synthétique, c'est-a-dire de milieu dont la composition,

qui est complexe, est connue exactement tant qualitativement que quantitativement
Principe:

Utilisation du citrate comme source de carbone.

Mode opératoire:

La pente est ensemencée par une strie longitudinale, réalisée a I’anse, a partir d’une

suspension de la culture solide en eau distillée stérile.

Il est important de ne pas apporter de substrat carboné. Ainsi I’ensemencement a partir d’une

souche pure fournie en bouillon nutritif ou en eau péptonée est impossible.

Ne pas visser le bouchon afond, afin de permettre |es échanges gazeux ( en particulier

élimination du dioxyde de carbone) .
Mettre a I’étuve 48heures a 28°C.
Lecture:

Virage de I’indicateur de PH au bleu : il y a eu alcalinisation du milieu et la souche est citrate

de Simmons +

Pas de virage de I’indicateur de PH : il n’ya pas eu alcalinisation et le milieu ne présente pas

de culture. La souche est citrate de Simmons.
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Le milieu TS
Principe:

Déterminer la capacité de la bactérie d’utiliserplus d’un des sucres (glucose, lactose ou

saccharose), avec ou sans production de gaz, et de produire du sulfure d’hydrogene (H2S).
Mode opératoire:

En partant d’une colonie, inoculer le culot en piquant avec un fil droit au centre puis inoculer

la pente en effectuant une strie sinueuse. Incuber a 28 heures.

Lecture:

Fermentation du glucoseseulement : culot jaune et penterouge.

Fermentation du glucose et un des deux autres sucres (lactose ou sucrose) culot
et pentejaune.

Aucun sucre dégradé : pente rouge et cul ote rouge ou orange.

Production de gaz : bulle (s) de gaz, milieu complétement séparé ou souleve.

Production de H2S : précipité noirétre plus ou mois abondant.

Dégradation dessucres:
Lafermentation des sucres étudiée sur le milieu MEVAG additionné des sucres.

Les sucres testes sont essentiellement : le glucose, le maltose, |e saccharose, le lactose et

I’amidon.

Principe:

Il est basé le virage de couleur de I’indicateur de pH rouge de phénol.
Mode opératoire:

On rendre les tubes de MEVAG sans sucres en surfusion a 45°C pour gouter les solutions
sucrées, laisser refroidir et on les ensemencer par piqure a partir d’une colonie bactérienne
tout en on présentant les conditions d’asepsie necessaire, les tubes sont ensuite incubés a28°C
/48heures.
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Lecture:

La multiplication cellulaire et le virage de I’indicateur de rouge vers le jaune indiquent

I’utilisation du sucre testeé.
Lemilieu Urée- Indole
C’est un milieu liquide au niveau duqguel on recherche trois caracteres:

- la production d’uréase qui se matérialise par un changement de la coloration du jaune au

rose, du fait de I’alcalinisation du milieu ;

- la présence d’indole qui se matérialise par un anneau rouge, apres addition du réactif de

Kovacs;

- laprésence de TDA qui se matérialise par un changement de la coloration du jaune au rouge,

aprés addition du perchlorure de fer (FeCl3).
Recherche de métallo-beta-lactamases par le test CDT :
Principe:

Les métallo-beta-lactamases sont des carbapenemases qui nécessitent un ou deux ions de zinc
pour leur fonctionnement catalytique d’ou I’inhibition de celui-ci par PEDTA (chélateur des
cations divalents); cette propriété est mise a profit dans des tests de synergie (Aggoune-
Khinacheet al., 2009).

Mode opératoire:
Letest CDT (CombinedDisk Test Imipenéme-EDTA) est réalisé selon Yong et al (2002).

A partir des cultures jeunes sur la gélose Mac Conkey nous avons prélevé cing (05) colonies
bien isolées et identiques dans 50 ml culture liquide (bouillon nutritif) stérile, agitées
manuellement pendant quelques secondes. L’ajustement de la charge bactérienne a 10°
UFC/ml, est réalisé a I’aide d’un spectrophotométre réglé sur une longueur d’onde de 625 nm.
Selon la standardisation de Mc Farland, nous admettons une DO comprise entre 0.08 et 0.1
correspond & une concentration de 108 UFC/mIPar |a suite, des surfaces entiéres de la gélose
Mueller Hinton préalablement coulé dans des boites de pétri ont été ensemenceées par cette

suspension microbienne par la technique d’écouvillonnage. Deux disques espacés de 2,5 cm
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contenant chacun 10ug d’imipenéme ont été appliqués sur le milieu, et une quantité de 10 pg

dEDTA (0.5M, pH 8) (JunseiChemical, Tokyo, Japon) a été ajouté par lasuite al'un d'eux .
Expression desrésultats:

Apres 16 a 18 h d'incubation a 37 ° C, les diametres des zones d’inhibition sont notés en

millimetre (mm).
Extration semi-purifié de beta-lactamases:

Des extraits semi purifiés de beta-lactamases ont éé préparés a partir de la souche
Pseudomonas aeruginosa, qui se sont avérées selon les résultats du test CDT, productrice des
beta-lactamases.

En pratique, 55.5 g de BHI sont rajoutés progressivement a un volume suffisant d’eau chaude
pour 1.5 |. le bouillon obtenu est répartie sur six erlens de 1L de volume a raison de 250 ml
par erlen. Aprés sté&rilisation (autoclave SELECTA. P), 250 ml de bouillon sont inoculés au

préalable par la souche de P.aeroginosapuis incubées a 37°C pendant 18 h

L’inoculum obtenu est utilisé pour ensemencer les cing erlenmayers restantes a raison de 50
ml d’inoculum par erlenmayer. Aprés addition de 50 pg d’imipenéme a chague erlenmayer
(pour induire la sécrétion des enzymes) et incubation de ces derniéres dans les mémes
conditions, le milieu de culture est centrifugé a 3000 tr/min pendant 15 min.

Les culots cellulaires récupérés dans du tampon phosphate (0.1M, pH 7) sont homogénéi sées
La récupération est réalisée par |es étapes suivantes :

- On a mesuré 1g de culot et aprés introduire chaque 1g dans un 80 ml des
tamponphosphate

- Les homogénats obtenues sont centrifugées a 10000 g pendant 40 minutes a 4C°. Les
surnageant obtenus sont poolés. Le pool est agité pendant 90 min en présence de
sulfate d’ammonium.

- Leméange est recentrifugé a 17 000 g pendant 30 minutes a4°C.

Les culots récupérés dans du tampon phosphate et ensuite diaysé contre le tampon
phosphate (0.1M, pH 7) pendant 24h. Le dialysat, concentré par incubation avec le tampon
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phosphate constitue notre extrait semi-purifié de beta-lactamases et est répartie dans des
tubes eppendorf araison de 200Ul par tube puis conservé a -20°C jusqu’a utilisation.

Analyses quantitatives :
Analyse quantitative des protéines dans les extraits semi-purifiés de beta-
lactamases Principe:

Le dosage de protéine est réaliseé selon la méthode de Bradford (1976) améliorée par Macart et
Gerbaut (1982) dont le principe est : en présence du réactif de bleu de Coomassie, les résidus
d’acide aminés basiques (arginine, histidine,...) et hydrophobes (leucine, alanine,...) des
protéines forment avec ce pigment en milieu acide un complexe qui absorbe a 595 nm,
proportionnellement ala quantité de proténes existante.

Mode opératoire:

A des concentrations finales croissantes d’albumine sérique bovine (BSA) (0,1 a 2 mg/ml) et
a des volumes appropriés de surnageant contenant les protéines recherchées, est rgouté a
chacune 2 ml de réactif de Coomassie. Apres agitation et incubation pendant 10 min a
I'obscurité et a température ambiante, les absorbances des mélanges sont déterminées a 595

nm.
Expression desrésultats:

Les concentrations des protéines sont calculées a partir de I’équation de la courbe
d’étalonnage tracé en fonction des concentrations de BSA et des absorbances relatives. Elles

sont exprimées en mg protéines par ml d’extrait semi-purifié debeta-| actamases.
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Résultats et discussion

| .Caractéristiques de la matiére premiéere (Deglet-Nour) :

L es caractéristiques physiques de |a datte étudiée sont représentées dans le tableau 11.

Tableau 11 : Caractéristiques physiques de la datte Deglet-Nour.

paramétre Valeurs moyenne
Couleur marron
Consistance demi-molle
Longueur de la datte (cm) 3.65+0.47
Longueur du noyau (cm) 2.32+0.20
Largeur (diametre) de la datte entiére (cm) 1.78 + 0.09
Largeur (diametre) du noyau (cm) 0.80+0.04
Rapport pul pe/datte (%) 87.29

Rapport noyau/datte (%) 12.8

I1. Obtention et caractérisation des extraits de datte fraiche:

Couleurs et aspects des extraits:

Les deux extraits obtenus apres évaporation des solvants sont les suivants :

1. Lesextraitsacétone et acide acétique (procyanidine) (une péate huileuse de coloration

marron, a bon rendement.

2. Lesextraits méthanoiques:une pate huileuse de coloration marron afaible rendement.

I1l.Rendement des extractions:

Le rendement des extraits méthanolique(flavonoides) sont de 23.39%. il est faible parrapport

aux extraits des procyanidines48 .91%.
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Taux de rendement%

45%

35%

25%
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Figure 22. : Comparaison des rendements des deux extraits (en% du poids frais)
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VI1.Résultats d’analyses microbiologiques :
I dentification phénotypique des pseudomonas fluor escents:

L’identification de la souche étudiée, qui se présente par des colonies vertes bombées (figure),
a été réalisé sur la base des méthodes phénotypique selon les méthodes décrites par Stanieret
al ; 1966,Doudroff et palleroni , 1974 ; Holt et al ; 1994 , Bossiset al ; 2000.

Figure 23 : morphologie macroscopiquede S sur Mac cankey.

Les résultats obtenus lors de I’étude phénotypique montrent que toutes les deuxsouches qui on

a obtenue sont des Gram négative (figure)
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Figure 24 : I’observation microscopique apres coloration de gram
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L’ensemencement sur milieu Cétrimide émis des lumiéres fluorescents sous la lampe UV, qui

sont due ala production de pigments : pyoverdine de couleur verte.

Figure 25 : Lamise en évidence de la fluorescence sur milieu Cétrimide sous
UV 366nm
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I dentification biochimique

Les résultats d’identification biochimique de 3 souches de P. fluorescents selon la clé
dichotomique et apreslestestsde sont illustrés dans le tableau et lafigure .

Sl S2 S3
Souch
Test
Oxydase + + +
Catdase + + +
TSI + + +
Pectine + + +
ADH + + +
N.Red. + + +
MEVAG + + +
Manitol mobilité + + +
Citrate de - - -
simmons
Fluorescents + + +
Espece
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V.Détection phénotypique de métallo-beta-lactamases par letest CDT :

La mise en évidence d’une résistance a I’imipenéme et la mise en évidence de la disparation
de celle-ci, a réalisée souche clinique par le test CDT (CombinedDisk Test Imipenéme-
EDTA) qui consiste en I’incubation de ces derniéres en présence d’imipenéme seul et
d’imipenéme plus EDTA. La comparaison des zones d’inhibition obtenues suite a

I’application de ce test

montre que la souche résiste a I’imipenéme (diamétre des zones d’inhibition égale a 9 mm)
contrairement par pour le deuxieme disque (diamétre confondue supérieur al3 mm).
Lorsqu’on rajoute de ’EDTA.

EMP+EDTA  EMP ,

Figure 25: les zones d’inhibitions de la croissance des bactéries testées sur
Gelose Mueller Hinton, apres 16 a 18 h d’incubation en présence d’imipenéme
seul (10ug) et d’imipeneme (10ug) plus EDTA (1900 pg). IMP= imipeneme

Extraits semi-purifiés de beta-lactamases
V.1.1.Analyse quantitative des protéines:

Extrait semi-purifiés de beta-lactamases ont été obtenus a partir d’homogéinatde culots

cellulaires bactériens de isolat cliniquesP.aer uginosa.

Le teneur en protéines exprimées en mg/ml sont déterminées par la méthode de Bradford
(1976) améliorée par Macart et Gerbaut (1982) qui consiste en I’incubation d’échantillons des
extrait et du standard (BSA) avec le réactif de Macart, puis en la lecture de I’absorbance du

mélange a 595nm. Les valeurs de ces teneurs déterminées a partir de I’équation de la courbe
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tracée en fonction des concentrations de la BSA et |es absorbances relatives. Celle-ci ne passe
pas par I’origine (b= 0,4017) mais elle est presque linéaire dans I’intervalle de concentration
du standard rapporté (R2 = 0,924) (Fig 26). Ce teneurest de I’ordre de 0,226 et 0,033 mg/ml,

respectivement dans I’extrait semi purifié de betalactamase a partir de P.aeruginosa.

0,9
0,8
y=0,183x + 0,401
0,7 R2=0,924
0,6
0,5

0,4

Titre de I'axe

0,3
0,2

0,1

Titre de I'axe

Figure 26 :Droite d'étal onnage tracée en fonction de concentration croissante de BSA et les
absorbances relatives a 595 nm (Moyenne + SD de trois mesures).
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Essais d’inhibition de I’activité enzymatique par flavonoides et procyanidines de

commerce de fruits secs de Phoenyxdactylifera:

Les essais ont été réalisés a I’aide de flavonoides et procyanidines de commerces a savoiretde

fruits secs dePhoenyxdactylifera.

Dans I’extrait semi-purifié de béta-lactamase a partir de P.aeruginosa, montrent que I’extrait
de flavonoides inhibe I’activité enzymatique aux concentrations de dans I’ordre semblent

inhiber d’une facon incompétitive I’activite de I’extrait enzymatique

2500 - y = 22116x - 32,46
R2 = 0,629
2000 -
1500 - y = 20611x - 1231
R2 = 0,952
gooo -
500 -

y = 6596,x - 28,97

R2=0,911
O -J T T T 1
) 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
-500 -
V[Pénicilling]
# Sansinhibiteur BFO0,2 FO0,4

Figure 27 :Courbe de lineweaver-burk tracées en fonction de Iinverse des vitesses
d’hydrolyses de concentrations finales croissantes de penicilline G par I’extrait semi-purifié a
partir de Pseudomonas aeruginosaen présence et en absence de concentrations 0,66 de

concentration 1,33 mg /ml
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Conclusion

L’emergence des bactéries productrices de carbapénémase est un sujet de
préoccupation pour de nombreux pays car I’implantation de telles bactéries dans nos
hdpitaux conduirait a des situations dramatiques d’impasse thérapeutique. Certaines
de ces enzymes sont devenues endémiques dans certains pays, comme c’est le cas
pour la métalo-bétalactamase, Ces carbapénémases acquises constituent
actuellement sept groupes décrits chez P. aeruginosa : IMP (active sur I’IMiPenem),
VIM (Verona Integron-encoded Metallo-béta-lactamase), SPM (Sao-Paulo Metallo-
béta-lactamase), AIM (Australia IMipenemase), GIM (German IMipenemase) €, plus
réecemment NDM-1 (New Delhi Metallo-béta-lactamase) et FIM-1(Cornaglia et al.,

2011).ont été impliqué par la suite dans plusieurs épidémies rel ativement importantes.

La solution pour la menace serait d’adopter des regles d’hygiene stricte. Pour la
deuxiéme menace la solution serait de trouver des composés qui non seulement
inhibent spécifiquement les métall o-béta-lactamases mais de potentiel thérapeutique

démontré (tolérable et non toxique sur I’organisme).

L’objectif de cette étude était d’évaluer en premier lieu de trouver une solution pour la
menace serait d’adopter des régles d’hygiene stricte. Pour la deuxiéme menace la
solution serait de trouver des composés présents dans I’extrait phénolique de
(Phoenyx dactylifera), ensuite de mettre en évidence, s’il y a lieu, I’effet inhibiteur de
ces extraits sur des mettalo-béta-lactamases isolées d’une souche bactérienne de
Pseudomonas aeruginosa

Nos résultats sont tres prometteurs en ce qui concerne la lutte contre le phénomeéne de
I’antibiorésistance qui devient aujourd’hui un probleme de santé publique. Nous
pouvons conclure que I’extrait d’ Phoenyx dactylifera inhibe incompétitivement
les métallo-béta-lactamases produites par P. aeruginosa isolée de I’hépital de

M ascar a.

Cette étude aura donc permis d’un point de vue fondamental de mieux connaitre
I’importance d’extrait phénolique de plante étudiée, mais elle reste néanmoins
préliminaire, des recherches plus approfondies s’avérent nécessaires pour éclaircir
certains points et découvrir d’autres pistes de recherche. Nos perspectives de

recherche a venir sont:
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Conclusion

Détermination des paramétres de la cinétique enzymatique et d’inhibition.
Etude de I’effet inhibiteur de ces extraits sur différentes mettalo-béta-

lactamases isolées a partir d’autres souches bactériennes pathogenes.

Recherche d’autres activités des extraits de cette plante.
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Annexes
Annexes 1:

|. Composition des milieux de cultures utilisés dans les analyses micr obiologiques
|.1.Les milieux pour isolement des Pseudomonas
2. Milieu Cétrimide

Peptone .......covviiiiiii 2. 200

Sulfate de potassium ..............................109

Chlorure de magnésium............ccovevvveennnns 39

GIYCerol ... 10ml

Phosphate de potassium .........................0.3g

Cetrimide ....oovve e 0,29

Acide nadixique .............cooiiiiiiineen. 2 15mg

pH : 7,2 .Autoclaver15min a120°C

1.1.3. Milieu King B

Protéase-peptone.......c.ccovviiiiiiieee e, 209
GIYCErol ..., 10ml
Phosphate dipotssique ............ccoevvevvennnnnn. 1,50

Sulfate de magnésium ..............................1,50

pH: 7,2 .Autoclaver20min a120°C
1.2. Les milieux d’identification

1. Milieu Mannitol-Mobilité
Peptone trypsique de viande...................... 20 g
Mannitol............ccooveii . 2,09
Rouge de phénol &1%.........cccceeeevveieneienennens 4,0ml
GelOSE .. 4,09
pH: 8,1. AutoclaverSmin al20°C

[.2.2. Milieu TS|
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TSI: Tri- Sugar- Iron agar = gélose — glucose- lactose- saccharose- HoS
Peptone ..o 200
Extrait de viande.....................ceeveennnnl.3,09

Extraitde levure ...............coeiiiiiennn..3,0g

Chlorure de sodium .........cocvviiiiieieennnnn. 5,09
GIUCOSE v 1,09
LaCtOSE ...veei e 10g
SACCNAIOSE ..v v e 10g
Citratede fer ......coovvvviiiii e, 0,59

Hydro sulfite de sodium ...........................0,5g

GelOSE .. 259

pH : 7. Autoclaver15min a115°C

Bouillon nitraté

Bouillon nutritif ... 1,09
Nitrate de potassium ............ccoeviveiinnnnnnnn, 1,09
pH: 7. Autoclavel5min a120°C

Milieu MEVAG

Extraitde viande .............coooiiiiiiiiiine, 3,09
Chlorure de potassium...........cccevvevieinnannnn. 5,09
Rouge de phénol............ccocoviiiiiiiiiie e, 20mg
GelOSE .., 3,09

pH : 7,7. Autoclaverl5min al20°C
L’eau physiologique :
Chlorure de sodium 9,09
L’eau distillée 1000ml
pH : 7. Stériliser 20min a121°C
Réactifs
Oxydase
Oxydase diméthyle paraphényléne diamine 1,09
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Eau distillée 100ml

Catalase

Eau oxygénée 10 volume

Zinc

Poudre de zinc métallique

Annexe2:

II.Colorant et liquide de montage microscopique

I1.1.Cristal violet :

[1.1.1Solution A :

Cristal violet 2,09

Alcool a90°C 20ml
Solution B :

Oxalate de NH4 0,8ml

Eau distillée 20ml

On a méanger la solution A et B

[1.1.3.1.Fuschine:

Fuschine basique 1g
Alcool éhylique 10ml
Phénol 59
Eau distillée 100ml

Pour la coloration de gram, cette solution doit étre utilisée a 1/15 ou bien le colorant
doit étre dilué directement sur la lame ( 1goute de colorant sur la lame recouverte
d’eau)

[ILygol :

lode 1,09
lodure de potassium 2,09

Eau distillée 300ml
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Résultats de la cinétique enzymatique sans inhibiteur
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Résultats de la cinétique enzymatique avec inhibiteur
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