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Les maladies infectieuses demeurent la principale cause de décès malgré

l’utilisation des antibiotiques pour leur traitement. La cause principale réside dans

l’apparition de microorganismes pathogènes résistants aux antibiotiques (Essack, 2001 ).

Les β-lactamines représentent la principale famille d’antibiotiques la plus

développée et la plus utilisée dans le monde. Cette large utilisation est due à leur large

spectre d’action, leur faible toxicité, leur efficacité et leur faible coût pour certaines

molécules (Demain et Elander, 1999 ; Buynak, 2006).

Les bactéries ont développé différents mécanismes pour empêcher l’action de ces

antibiotiques, tels que la modification de la cible, la production de β-lactamases qui

hydrolyse la liaison amide du cycle β-lactame de la famille des β-lactamines donnant un

produit biologiquement inactif, l’acquisition ou la surproduction des pompes efflux qui

peuvent expulser l’antibiotique hors de la cellule même contre le gradient de concentration

et la modification des porines chez les bactéries Gram-négatif (Hawkey, 2000 ; Walsh et

Wright, 2005).

Les β-lactamases constituent le principal mécanisme de résistance naturelle et

acquise aux β-lactamines, en particulier chez les bactéries à Gram-négatif. Ces enzymes

d’inactivation d’une extrême diversité peuvent être classées selon leurs profils de substrat

et d’inhibition, leur support génétique (chromosome ou plasmides), leur poids moléculaire,

leur point isoélectrique et selon leur homologie de séquences en acides aminés (Livermore,

1995 ; Philippon et Arlet, 2006).

Au début des années 1980, seules les enzymes plasmidiques TEM-1, TEM-2 et

SHV-1 étaient connues. Les β- lactamases à spectre étendu (BLSE), SHV-2 et TEM-3 ont

été découvertes à cette époque chez Klebsiella pneumoniae, soit peu après l’introduction

en clinique des céphalosporines de troisième génération. En quelques années, les β-

lactamases sont évoluées parallèlement à l’utilisation massive des β-lactamines

(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

On a constaté une rapide diversification accompagnée d’élargissement de leur

spectre d’activité et leur diffusion parmi de nombreuses espèces d’entérobactéries et de
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bacilles à Gam-négatif non fermentaires comme Pseudomonas spp et Acinetobacter spp

(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006)

Acinetobacter baumannii est une bactérie Gram négatif, non fermentaire,

pathogène opportuniste responsable des infections nosocomiales graves, en particulier

chez les patients des services de réanimation. La majorité des infections sont d'origine

épidémique dont le traitement est devenu difficile en raison de la résistance des souches

d’Acinetobacter baumannii à une large gamme d’antibiotiques, y compris les β-lactamines

( Koeleman et al., 2001 ; Jeong et al., 2006).

Acinetobacter baumannii produit des céphalosporinases (AmpC, ADC-7), des

pénicillinases à spectre large (TEM-1, SHV-1, SCO-1) ainsi que des β-lactamases à spectre

élargi ou BLSE ( Thomson et al.,1990 ; Poirel et al. 2007; Nordmann et Poirel, 2008).

Cependant la majorité des espèces d’Acinetobacter produisent des β- lactamases de la

classe moléculaire D (OXA-23, -24, -25, -26, -48, -54). Récemment, des nouvelles sous-

classes de métallo-β-lactamases ont été rapportés, dont SPM-1 et GIM-1 (Jeong et al.,

2006).

L’objectif de ce travail est une contribution à la caractérisation biochimique des β-

lactamases d’une souche clinique d’Acinetobacter baumannii isolée en 2007 au niveau du

laboratoire de bactériologie médicale du CHU de Tizi Ouzou.

Dans cette étude, on s’est particulièrement intéressé au profil du substrat et

d’inhibition dans le but de déterminer la nature et le nombre d’enzymes produites par cette

souche en adoptant la démarche expérimentale suivante :

 Etude de la sensibilité aux antibiotiques et présence de BLSE ;

 Détection de β-lactamases;

 Etude du profil du substrat et d’inhibition;

 Etude du profil électrophorétique couplée à une méthode iodométrique.
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I . β-lactamines

Les β-lactamines sont une famille d’antibiotiques très importante utilisée pour le

traitement de différentes maladies infectieuses causées par les bactéries à Gram négatif et

à Gram positif. Ces antibiotiques représentent 65% des antibiotiques du marché mondial

dont 50 molécules sont commercialisées (Poole, 2004). C’est le groupe le plus riche par sa

diversité, l’efficacité et la bonne tolérance de ses représentants. Le plus ancien d’entre

eux, la pénicilline G reste le médicament le plus prescrit. Sa structure de base est le point

de départ de synthèse de très nombreux dérivés dont les pénèmes étant les plus récents

(Moulin et Coquerel, 2002).

La structure de base des β-lactamines est le noyau azétidinone qui contient la

structure carbonyle lactame (Figure 1), laquelle est indispensable pour l’activité des

molécules. Sur cette structure est fixée un cycle penta-atomique saturé (péname), insaturé

(pénème) ou hexa-atomique (céphèmes) et le noyau azétidinone seul (β-lactamine

monocyclique) (Bryskier, 1999 ; Williams, 1999).

1. Historique des β-lactamines

La découverte de l’activité antibactérienne produite par Penicillium notatum par

Fleming en 1928, a représenté un événement extraordinaire en infectiologie et elle a

permis de traiter de nombreuses infections. A cette époque, Fleming a réussi à préparer un

extrait qu’il appela pénicilline (Gaudy et Buxeraud, 2005).

En 1940, Florey et ses collaborateurs, ont réussi à obtenir une pénicilline

concentrée, partiellement purifiée et stable. Le premier cas de septicémie à staphylocoque a

été traité en 1941 à Oxford et la structure biochimique du noyau de base de toutes les

pénicillines, l’acide amino-6-pénicillanique a été déterminée en 1959 (Cavallo et al.,

2004).

Il a fallu modifier des molécules d’origine naturelle pour obtenir des antibiotiques

semi-synthétiques possédant des propriétés bactériologiques et pharmacologiques encore

plus intéressantes. En effet, la résistance de Staphylococcus aureus à la pénicilline devient

un problème majeur au début des années 1960, affectant l’ensemble des hôpitaux et de

plus, à partir de cette époque, les bacilles à Gram négatif prennent une place croissante en

pathologie infectieuse. On prépara ainsi des pénicillines résistantes aux pénicillinases

staphylococcis (méthicilline, 1960 ; oxacilline, 1962) et des pénicillines à large spectre
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actives sur les bactéries à Gram négatif comme l’ampicilline (1963) ou la carbénicilline

(1970) (Bryskier, 1999 ; Cavallo et al., 2004).

Le deuxième groupe important de β-lactamines est celui des céphalosporines. La

première céphalosporine, appelée céphalosporine C, a été isolée en 1945 à partir d’une

moisissure ( Cephalosporium acremonium) isolée en Sardaigne (Patrick, 2003).

L’acquisition de résistances à ces molécules stimula la recherche et la mise sur le

marché de nouvelles molécules s’accéléra avec l’apparition des céphalosporines de

troisième génération (céfotaxime, 1981), des carbapénèmes (imipénème, 1985) et des

monobactames (aztréonam, 1986). En parallèle, de nouvelles pénicillines comme les

uréidopénicillines (pipéracilline, 1981) et des combinaisons à des inhibiteurs de β-

lactamases ont été préparées : amoxicilline-acide clavulanique en 1984, ampicilline-

sulbactam en 1986 et pipéracilline- tazobactam en 1993 (Cavallo et al., 2004).

L’utilisation massive et parfois abusive des antibiotiques, et des β-lactamines en

particulier, a modifié considérablement l’écologie bactérienne. Les résistances de plus en

plus fréquentes rencontrées chez les bactéries posent des difficultés et parfois des impasses

en thérapeutique humaine (Cavallo et al., 2004).

2. Classification et structure des β-lactamines

Les β-lactamines, qu’elles soient naturelles ou produites par hémisynthèse, sont

classées en fonction de la nature du noyau entrant dans leur structure de base, qui comporte

toujours le cycle β-lactame, cette structure permet de répartir ces produits en trois groupes:

les dérivés de l’acide 6-amino-pénicillanique, les dérivés de l’acide 7-amino-

céphalosporanique et les monobactames (Gazengel, 2001 ; Cavallo et al., 2004).

2.1. Dérivés de l’acide 6-amino-pénicillanique

Leur noyau de base associe un cycle β-lactame à un cycle thiazolidine (figure1),

spécifique des pénicillines. Il intègre le grand groupe des β-lactamines ayant un noyau

péname, caractéristique des pénicillines. Selon que le noyau est un péname, un pénème ou

un clavame (figure1) diverses substitutions confèrent à la molécule des propriétés et une

activité antibactérienne variable qui s’exprime dans les variations du spectre d’activité

antibactérienne (Cavallo et al., 2004).
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Figure 1 : Dérivés de l’acide 6-amino-pénicillanique (Cavallo et al., 2004).

2.1.1. Pénames (ou pénicillines)

Il s’agit d’une vaste famille de produits ayant en commun le noyau péname qui est

caractérisé par un pentacycle saturé associé au noyau β-lactame. Les produits de ce

groupe se distinguent par la nature du radical fixé sur le carbone en position 6 (R6) (figure

1). Ils se répartissent en cinq principaux sous groupes:

Pénicilline G et ses dérivés

La benzylpénicilline (pénicilline G) (Figure 2) possède un acide phénylacétique en

position 6 .La modification de cette chaîne latérale par une liaison oxygène aboutit à des

composés plus stables, comme les phénoxyméthylpénicillines (pénicillines V) (Figure 2)

qui peuvent être utilisés par voie orale (Bryskier, 1999 ; Gaudy et Buxeraud , 2005).

Pénicillines antistaphylococciques

L’apparition de souches de Staphylococcus aureus productrices de pénicillinases, a

fortement limité l’intérêt de la pénicilline G et de ses dérivés pour le traitement des

infections à staphylocoques d’où la nécessité de la synthèse de molécules stables à

l’hydrolyse par ces enzymes (Bryskier, 1999 ; Essack, 2001).

Cycle β-lactame Acide 6-amino-pénicillanique Cycle β-
lactame (B) + cycle thiazolidine(A)

Carbapénèmes

Pénames (pénicillines) Clavames ou oxapénames
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L’addition de nouvelles chaînes en position 6 au noyau péname empêche la fixation

des pénicillinases des staphylocoques et ainsi d’obtenir des pénicillines qui résistent à

l’hydrolyse. La première molécule synthétisée a été, la méthicilline

(diméthoxylbenzylpénicilline) qui diffère de la benzylpénicilline par la substitution en 2'et

6'du cycle benzénique par des groupement méthoxy, entrainant un encombrement stérique

autour de la liaison amide (Bryskier, 1999).

Le deuxième type de molécules, se caractérise par la présence en ortho du cycle

benzénique d’un pentacycle isoxazole dont la stabilité à l’hydrolyse par les pénicillinases

de S.aureus est augmentée par la substitution par un groupement méthyle en position 5'

(oxacilline). L’introduction d’un atome de chlore en positions 2' et 6'(dicloxacilline) ou

d’un atome de chlore et de fluor en position 6' (flucloxacilline) sur le cycle benzénique

augmente la stabilité à cette hydrolyse (figure 2) (Bryskier, 1999).

Pénicillines à large spectre

La première des aminopénicillines, l’ampicilline (ou aminobenzylpénicilline), a été

obtenue en modifiant la benzylpénicilline par le branchement d’un radical aminé (NH2)

sur sa chaîne latérale en position 6 (Figure 2). Cette modification permet d’élargir le

spectre à de nombreux bacilles à Gram négatif non naturellement producteurs de β-

lactamases constitutives comme Escherichia coli (Essack, 2001).

Les carboxypénicillines (carbénicilline, ticarcilline), ont un groupement carboxyl

(COOH) sur la chaîne latérale en position C6 de l’acide 6-amino-pénicillanique (Figure 2).

La présence d’un groupement benzyl différencie la carbénicilline de la ticarcilline qui a un

groupement thiényl (Cavallo et al., 2004).

Les acyluréidopénicillines, utilisés par voie parentérale, ont en commun la

substitution du groupement urée sur la chaîne latérale en position C6 de l’acide 6-amino-

pénicillanique. Les principales acyluréidopénicillines sont l’azlocilline (groupement

imidazolidinone), la mezlocilline (groupement méthyl-sulfonyl-imidazolidone) et la

pipéracilline (groupement éthyl-dioxo-pipérazine). La pipéracilline est le produit qui

présente les meilleures activités in vitro (Figure2) (Cavallo et al., 2004).
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Amidinopénicillines

Le pivmécillinam, ester oral du mécillinam, est la seule amidinopénicilline

actuellement disponible. Les amidinopénicillines diffèrent des autres pénicillines par la

présence d’une liaison amide en C6 sur le noyau péname . Cette substitution les rend très

actives sur certaines entérobactéries (E. coli, Klebsiella, Salmonella) mais peu actives sur

l’ensemble des bactéries à Gram positif (Bryskier, 1999 ; Essack, 2001 ; Gazengel, 2001).

Pénicillines sulfones

Les principaux composés de ce sous-groupe sont le sulbactam et le tazobactam.

Bien qu’ayant une activité antibactérienne à de fortes concentrations, ce sont surtout des

inhibiteurs de β-lactamases de la classe moléculaire A . Ces deux produits sont très proches

et présentent une sulfonation en position 1 sur le noyau péname. Ils diffèrent

essentiellement par une substitution de la chaîne latérale en position 2 (Cavallo et al.,

2004).

2.1.2. Carbapénèmes

Le représentant est l’imipenème, β-lactamine au spectre le plus large connu et doté

d’une grande stabilité vis-à-vis des β-lactamases (Gazengel, 2001).

Ils sont caractérisés par un noyau pénème et dérivent de la thiénamycine, produite

naturellement par Streptomyces cattleya. L’atome de soufre du pentacycle péname est

remplacé par un atome de carbone pour donner un noyau pénème (figure 1). Cette

introduction du carbone dans le noyau pentagonal, à l’origine du terme de carbapénème,

renforce le pouvoir de fixation aux protéines cibles. Les carbapénèmes possèdent en

position 6 un groupement hydroxyéthyle en position trans à la place des groupes amino-

acyl en cis portés par les autres β-lactamines (Demain et Elander, 1999 ; Cavallo et al.,

2004).

2.1.3. Oxapénames ou clavames

Le noyau clavame (oxapéname) dérive du noyau péname par substitution du soufre

en position 1 par un oxygène. Le seul représentant actuellement utilisé en clinique est

l’acide clavulanique (figure 1). L’acide clavulanique a une activité antibactérienne, mais

c’est surtout un inhibiteur de différentes β-lactamases de la classe moléculaire A. Ce type

de β-lactamine est administré en association avec une autre β-lactamine comme
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l’amoxicilline ou la ticarcilline, ce qui permet de récupérer, au moins partiellement, leur

activité en présence de souches bactériennes productrices de β-lactamases (Moulin et

Coquerel, 2002 ; Cavallo et al., 2004).

Pénicilline G Pénicilline V

Isoxazolyl pénicillines Ampicilline

Carbénicilline Pipéracilline Ticarcilline

Figure 2: Quelques structures des pénicillines (Bryskier, 1999).

2.2. Dérivés de l’acide 7-amino-céphalosporanique

Leur noyau de base associe un cycle β-lactame à un cycle dihydrothiazine pour

former l’acide 7-aminocéphalosporanique ou 7-ACA (noyau céphème) et permet de

distinguer les céphalosporines des pénicillines. (El-Shaboury et al., 2007). Selon les

substitutions en R3 et R4, on distingue les céphalosporines, les céphamycines et les

oxacéphèmes (Figure 3) (Cavallo et al., 2004).
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Dérivés de l'acide 7-aminocéphalosporanique
Cycle β-lactame B + cycle dihydrothiazine C
(noyau céphème)

Céphamycines, Radical : méthoxy en C7

Céphalosporines Oxacéphèmes Monobactames

Figure 3 : Dérivés de l’acide 7-amino-céphalosporanique et monobactames (Cavallo et al., 2004).

2.2.1. Céphalosporines

Le noyau central céphème associe un cycle β-lactame à un cycle dihydrothiazine

(en position 1 on trouve un atome de soufre). Deux types de substitutions sont présentes

dans ce groupe (Figure 3) (Cavallo et al., 2004).

2.2.1.1. Substitutions du radical R1 en position 7

Les substitutions du radical R1 en position 7 modifient les propriétés

antibactériennes et la stabilité de la molécule.

Aminothiazol céphalosporines

La substitution en R1 par un hétérocycle amino-2-thiazolyl accroît l’activité

antibactérienne des céphalosporines vis-à-vis des bacilles à Gram négatif, les principaux

représentants sont essentiellement des céphalosporines de troisième génération (Cavallo et

al., 2004).

α- pipérazine-dione-céphalosporine.

La présence du radical α-pipérazine-dione en R1 assure une forte élimination

biliaire. Par ailleurs il augmente l’activité contre P. aeruginosa, mais confère une activité
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moindre aux méthoxyimino-céphalosporines sur les entérobactéries ; ceci est due à une

faible résistance aux β-lactamases plasmidiques de type TEM, très fréquentes chez les

entérobactéries (Cavallo et al., 2004).

α-sulfo-céphalosporines

Le radical R1, constitué d’un groupement α-sulfo-phényl, chargé négativement,

confère à ces céphalosporines une activité accrue sur P. aeruginosa et une faible activité

sur les entérobactéries. La cefsulodine est ainsi une céphalosporine anti-Pseudomonas à

spectre étroit (Cavallo et al., 2004).

α-méthoxy-imino-céphalosporines

La présence d’un radical α-méthoxy-imino en R1 confère à ces céphalosporines,

dont les plus connues sont le céfotaxime et la ceftriaxone, un élargissement du spectre vers

les bacilles à Gram négatif et une stabilité plus grande vis-à-vis des β-lactamases que les

céphalosporines de première génération (Cavallo et al., 2004).

2.2.1.2. Substitutions du radical R2 en positon 3

Les substitutions du radical R2 en 3 vont essentiellement modifier les propriétés

pharmacocinétiques des céphalosporines tout en renforçant les propriétés antibactériennes,

en particulier vis-à-vis de P. aeruginosa. Avec le céfotiam par exemple, l’hétérocycle

thiotétrazole est substitué par une chaîne diméthyl-amino-éthyl qui lui confère des

propriétés cinétiques particulières, notamment une augmentation de la diffusion

extravasculaire et un volume apparent de distribution deux à trois fois supérieure aux

autres céphalosporines (Cavallo et al., 2004).

Les céphalosporines peuvent être classées, également, selon le temps et leurs

propriétés antimicrobiennes en 4 groupes cités ci-après (El-Shaboury et al., 2007).

Céphalosporines de première génération (C1G)

Elles sont actives surtout sur les bactéries à Gram +, essentiellement les

streptocoques et les staphylocoques sensibles à la méthicilline. Elles sont également actives

sur quelques entérobactéries qui ne produisent pas de céphalosporinases inductibles

comme E. coli, les salmonelles, P. mirabilis ou Klebsiella spp. (Moulin et Coquerel, 2002).
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Les C1G sont hydrolysées facilement par les β-lactamases acquises. Les

principaux produits actuellement disponibles en France sont la céfalotine, la céfazoline et

la céfapirine pour les formes parentérales (figure 4), le céfaclor, le céfadroxil et la

céfalexine pour les formes orales (Cavallo et al., 2004 ).

Céphalosporines de deuxième génération (C2G)

Leurs propriétés sont très proches de celles des céphalosporines de première

génération, elles diffèrent cependant par leur plus grande activité vis-à-vis d’un certain

nombre de souches Gram-, mais moins actives sur les bactéries Gram+. Les représentants

de C2G sont la céfoxitine (figure 4) et la céfuroxime.

La cefoxitine est une céphamycine en raison de la présence du méthoxyle en 7α, la

résistance aux β-lactamases repose sur l'encombrement stérique ainsi créé par le carbone7.

Cette particularité structurale s’accompagne, d’une augmentation d’affinité pour les

protéines liant la pénicilline (PLP), constituant les cibles moléculaires (Moulin et

Coquerel, 2002 ; Gaudy et Buxeraud , 2005).

Céphalosporines de troisième génération (C3G)

Cette famille comprend des céphalosporines proprement dites et des céphamycines.

Elles se distinguent par un accroissement important de leur spectre antibactérien et par leur

stabilité à la plupart des β-lactamases comme les pénicillinases de type TEM ou les

céphalosporinases chromosomiques des entérobactéries, de P. aeruginosa et A. baumannii.

Cependant, en cas d’hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique ou de

production de β-lactamases à spectre élargi ces céphalosporines sont inactivées. Elles sont

par ailleurs moins efficaces sur les bactéries Gram- que les céphalosporines de première

génération (Moulin et Coquerel, 2002 ; Cavallo et al., 2004).

Les principales molécules disponibles par voie parentérale sont le céfotaxime, la

ceftriaxone, la ceftazidime et le ceftizoxime (figure 4). D’autres molécules sont utilisées

par voie orale comme le céfixime, le cefpodoxime proxétil ou le céfotiam (Cavallo et al.,

2004).

Les dernières céphalosporines injectables de troisième génération commercialisées

(céfépime, cefpirome) (figure 4) et appelées par certains «de quatrième génération»

présentent un gain d’activité sur les cocci à Gram positif, une activité sur P. aeruginosa et
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une meilleure résistance à l’hydrolyse par les céphalosporinases hyperproduites (Essack,

2001 ; Cavallo et al., 2004) ;

Céfazoline Céfoxitine

Céftazidime Céftraixone

Cefpirome

Figure 4: Quelques structures des céphalosporines (El-Shaboury et al., 2007).

2.2.2. Céphamycines

Les céphamycines se caractérisent par la présence d’un groupement 7α-méthoxy

sur le noyau céphème (figure 3). La présence de ce groupement leurs confèrent une

meilleure stabilité à l’hydrolyse par les β-lactamases. Les principales molécules sont la

céfoxitine et le céfotétan qui sont rattachées, du fait de leurs propriétés, aux

céphalosporines de deuxième génération (Bryskier, 1999).
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2.2.3. Oxacéphèmes

L’atome de soufre en position 1 du noyau céphème est remplacé par un atome

d’oxygène. La présence de ce noyau dihydro-oxazine (oxacéphème) permet une meilleure

pénétration à travers la paroi des bacilles à Gram négatif, en raison de la plus grande

hydrophilie de la molécule, et une activité inhibitrice de certaines β-lactamases par une

analogie de structure avec les clavames (acide clavulanique) (Cavallo et al., 2004 ; Gaudy

et Buxeraud, 2005).

2.3. Monobactames

Leur noyau se caractérise par la présence du noyau monocyclique, azétidine,

différent du double cycle rencontré chez les pénicillines ou les céphalosporines (Figure 3).

Ces composés sont produits par un certain nombre d’espèces bactériennes rencontrées dans

le milieu extérieur (eau, sol, végétaux) appartenant à différents genres : Gluconobacter sp,

Pseudomonas sp,… (Bryskier, 1999).

L’aztréonam est le représentant des monobactam. Cet antibiotique a été isolé d’une

bactérie (Chromobacterium violaceum), et une série de substitutions latérales ont renforcé

son efficacité. L’aztréonam est un antibiotique résistant aux β-lactamases et inhibiteur de

céphalosporinases. Il est actif sur un nombre élevé d’Enterobacteriaceae, de Pseudomonas

et de la plupart des cocci Gram- (Gazengel, 2001 ; Moulin et Coquerel, 2002).

3. Inhibiteurs des β-lactamases appartenant aux β-lactamines

Afin de prévenir l'hydrolyse des β-lactamines, deux stratégies différentes ont été

utilisées. La première utilise la modification de l'antibiotique rendant ainsi l'enzyme

incapable de l'hydrolyser tout en gardant son activité antibactérienne, L'autre approche est

l'inhibition de l'enzyme en utilisant un produit structurellement similaire au substrat, en

combinaison avec un antibiotique (Williams, 1999).

Il existe trois inactivateurs cliniquement utiles : Acide clavulanique, sulbactam et

tazobactam qui sont administrés sous forme de combinaisons d'antibiotique / inhibiteur:

AugmentinTM (amoxicillin /acide clavulanique), TimentinTM (ticarcilline/ Acide

clavulanique), UnasynTM (ampicilline/sulbactam) et ZosynTM (piperacilline / tazobactam)

(Buynak, 2005).
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Acide clavulanique Tazobactam Sulbactam

Figure 5 : Structure des inhibiteurs des β-lactamases (Williams, 1999).

Ces inhibiteurs sont structurellement reliés aux pénicillines , possèdent un cycle β-

lactame avec une chaine latérale modifiée, cette structure permet aux inhibiteurs de se lier

irréversiblement, comme substrat suicide, aux β-lactamases (Williams, 1999).

- Acide clavulanique

L'acide clavulanique ou le clavulanate a été isolé chez Streptomyces clavuligerus.

C'est une β-lactamine, qui inactive les β-lactamases d'une grande variété de bactéries

Gram- et Gram+. L'acide clavulanique ressemble au noyau de pénicilline mais diffère par

l’absence d’une chaîne latérale sur C6. La structure chimique de l'acide clavulanique et de

son noyau clavame montre la présence d’un cycle d'oxazolidine , analogue de la structure

de base de pénicilline dans lequel un atome d'oxygène remplace l'atome de soufre du

noyau péname (Demain et Elander, 1999 ; Liras et Rodriguez- Gracia, 2000).

- Tazobactam

Cet inhibiteur se regroupe dans la même classe que le sulbactam (les pénicillines

sulfones), la différence structurale unique étant l'addition d'un groupe de triazole sur le

groupe C2 β-méthyliques. C’est un inhibiteur irréversible de β-lactamase avec une large

activité incluant quelques cephalosporinases chromosomiques de Providencia stuartii

(Essack, 2001 ; Bush et al., 1993). C'est un inhibiteur efficace sur les β-lactamases de la

classe A, le tazobactam a également une faible activité sur quelques β-lactamases de la

classe C (Buynak, 2006).
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- Sulbactam

Il se regroupe dans la classe des pénicillines sulfones, montre une activité

particulière sur les enzymes de la classe A en particulier pour SHV-1. Cependant, comparé

au clavulanate et au tazobactam, le sulbactam est moins efficace. Sur la classe C de β-

lactamases le sulbactam est plus efficace que le clavulanate, considérant que l'activité sur

les enzymes de la classe D est moins efficace par rapport aux β-lactamases de la classe A

(Akova, 2008).

4. Mode d’action des β-lactamines

Les β-lactamines agissent à l'étape finale de la synthèse de la paroi bactérienne

(peptidoglycane), en empêchant la catalyse des réactions de synthèse de peptidoglycane

par les carboxypeptidases, transglycosylases et Transpeptidases. Ces enzymes, appelées

protéines liant les pénicillines (PLP), sont les cibles des β-lactamines (Essak, 2001; Gaudy

et Buxeraud, 2005).

Les β-lactamines présentent une analogie structurale avec un constituant du

peptidoglycane en formation, le dipeptide D-ala-D-ala qui est le substrat naturel de ces

enzymes. Elles agissent en « substrat suicide » et bloquent le fonctionnement de ces

enzymes, en inhibant ainsi la formation du peptidoglycane (Essak, 2001; Gaudy et

Buxeraud, 2005).

Les β-lactamines exercent un effet bactériostatique en empêchant les bactéries de se

multiplier. Le blocage de la multiplication est suivi d’une lyse bactérienne. Le

peptidoglycane est dégradé sous l’action d’autolysines, ce qui entraine finalement la lyse

bactérienne. L’efficacité des β-lactamines tient en partie à cette lyse : c’est la bactéricidie

(Essak, 2001; Gaudy et Buxeraud, 2005).

Le nombre et la nature des PLP varient selon les espèces bactériennes. L’affinité

des diverses PLP n’est pas la même pour toutes les molécules de β-lactamines. L’effet de

β-lactamines est donc fonction de son affinité pour les différentes PLP de la bactérie

considérée (Essak, 2001 ; Gaudy et Buxeraud, 2005).
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II. β-lactamases

1. Généralités

Les β-lactamases sont des hydrolases, appartenant à la famille d’enzymes EC

3.5.2.6, dont la première enzyme a été identifiée par Abraham et Chaîne en 1940. Ces

enzymes catalysent l’hydrolyse irréversible de la liaison amide du cycle -lactame

(ouverture du cycle -lactame) inactivant ainsi les β-lactamines. Elles représentent le

mécanisme le plus utilisé pour la résistance bactérienne aux β-lactamines (Bush, 1989 ;

Bonomo et al., 1995 ; Essack, 2001).

Concernant l'origine de ces enzymes, l'idée admise aujourd'hui est que les β-

lactamases sont le résultat de conversion de PLP par transformation génétique. Ceci

signifie que les deux types de protéines ont évolué à partir d’un ancêtre commun (Massova

et Mobashery, 1998; Zeba, 2005).

La différence majeure entre les β-lactamases et les PLP réside dans la vitesse avec

laquelle l'acylenzyme se dissocié. En effet, les PLP ne sont capables d'hydrolyser les β-

lactames qu’avec une constante K≈ 0,001s-1 et l'acylenzyme dans ce cas est très stable

(t1/2˃10 min). Cependant les β-lactamases peuvent hydrolyser les β-lactames avec un K˃

10000 s−1 chez Bacillus licheniformis et Streptomyces albus dans le cas où le substrat est

la benzylpenicilline (Matagne et al., 1998).

Les β-lactamases sont, généralement, extracellulaire chez les bactéries Gram+ ou

périplasmiques chez les bactéries Gram-. De rares cas de liaison à la membrane

cytoplasmique ont été signalés, chez les mycobactéries, on retrouve une forte proportion

d’enzymes dans la couche d’acides mycoliques ( Matagne et al., 1998 ; Wilke et al., 2005;

Maiti et al., 2006).

Les gènes des β-lactamases peuvent être chromosomiques ou plasmidiques, et

portés parfois par des transposons ou des intégrons. La présence des gènes sur ces éléments

génétiques transférables facilite évidemment leur dissémination dans le monde bactérien.

L’expression des gènes de β-lactamases est constitutive ou inductible (Frère, 1995;

Charlier et al., 1998).

2. Nomenclature et classification des β-lactamases

2.1. Nomenclature

Les noms des β-lactamases dérivent des substrats préférés (CTX ; céfotaximase)

des propriétés biochimiques (SHV; Sulfhydryl reagent variable), des particularités de
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séquence (RTG ; Arginine, threonine, glycine), de l’endroit de sa découverte (YOU;

Youville Hospital), de la position du gène sur le chromosome (Ybx), de la souche

bactérienne (AER ; Aeromonas) , du patient donneur d’ échantillon (TEM; Temoneira) et

selon les auteurs (PIT; Pitton). Cependant, certaines enzymes sont désignées par le groupe

auquel elle n’appartiennent pas (Nmc, qui signifie carbapenemase non métallo-enzyme)

et d’autres possèdent plus d'un nom (OXA-23 ou ARI-1, CAZ-1ou TEM-5) (Heritage et

al.,1999; Jacoby, 2006).

2.2. Classification

En raison de la diversité des caractéristiques enzymatiques de nombreuses β-

lactamases découvertes jusqu’à présent, plusieurs classifications ont été proposées depuis

les années 60 (Bush, 1989 ; Samaha-Kfoury et Araj, 2003). Actuellement , la classification

fonctionnelle de Bush et al. et la classification structurale d’Ambler sont considérées

comme étant les plus pertinentes (Lavigne et al., 2002). Le tableau I donne les classes

d’Ambler qui correspondent à chaque groupe de la classification de Bush.

Tableau I : Classes moléculaires correspondant aux groupes fonctionnels (Bush et al., 1995;

Livermore, 1998).

Groupes
fonctionnels
(Bush et al)

Classes
Structurales
(Ambler)

Substrats préférés Inhibition

Enzymes représentatives
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1 C ++ + - +++ + - - - ++ - AmpC chez les Gram négatif

2a A +++ + - ± - - - ++ - - Pénicillinases des Gram positif
2b A +++ + + ++ - - - ++ - - TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be A +++ + + ++ ++ - + - ++ - - TEM-3 à TEM-26, SHV-2 à SHV-6
2br A +++ + + + - - - - - - TEM-30 to TEM-36, TRC-
2c A ++ +++ + + - - - + - - PSE-1, PSE-3, PSE-4
2d D ++ + +++ + - - - V - - OXA-1 to OXA-11, PSE-2 (OXA-

10)
2e A ++ ++ - ++ ++ - + - ++ - - cephalosporinases inducibles de

Proteus vulgaris
2f A ++ + ? + + - + ++ + - - NMC-A de Enterobacter cloacae,

Sme-1 de Serratia
marcescens

3 B ++ ++ ++ ++ ++ - ++ - - ++ L1 de Xanthomonas maltophilia,
CcrA de Bacteroides fragilis

4 Non
déterminé

++ ++ ++ V V - - - - - Penicillinase de Pseudomonas
cepacia

Activité : +++ : substrat préféré ; ++ : bon substrat ; + : hydrolysé - + : hydrolysé à un taux faible ; - :
non hydrolysé ; V : varie en fonction de groupe ; ?: Incertain.

Inhibition : +++ : forte inhibition ; ++ : inhibition modérée ; V : inhibition varie en fonction de classe ; - :
inhibition négligée.
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2.2.1. Classification fonctionnelle (classification de Bush, Jacoby et Medeiros, 1995)

Cette classification a été initialement décrite par Jack et Richmond en 1970, et a

été modifiée par Richmond et Sykes en 1973, pour ensuite être révisée à deux reprises par

Bush et al (1989 et 1995).

La version récente de Bush et al, propose de classer les β-lactamases selon leur

substrats préférés : pénicilline, oxacilline, carbénicilline, céphaloridine, céphalosporines à

large spectre et imipénème et aussi selon son inhibition ou non par l’acide clavulanique et

l’EDTA.

Les classifications phénotypiques font face au problème, que les différentes

mutations ponctuelles peuvent, considérablement, changer la spécificité du substrat ainsi

que leur inhibition (Bush et al., 1995; Livermore, 1995).

Quatre groupes de β-lactamases sont indiqués dans la classification fonctionnelle :

Groupe 1

Il correspond à la classe C d’Ambler, regroupant les céphalosporinases non

inhibées par l'acide clavulanique et leurs substrats préférés sont les céphalosporines. Les

enzymes de ce groupe sont généralement codées par le chromosome et sont représentées

par les AmpC de bactéries Gram négatif tels que P99 de Enterobacter cloacae, AmpC de

Pseudomonas aeruginosa (Bush et al.,1995).

Groupe 2

Ce groupe comporte diverses β-lactamases : Pénicillinases, céphalosporinases,

oxacillinases et carbapénèmases, sont des enzymes plasmidiques ou chromosomiques,

généralement inhibées par l’acide clavulanique. Ces enzymes sont subdivisés en huit sous-

groupes correspondant aux classes moléculaires A ou D (Bush et al., 1995 ; Matagne et al.,

1998; Bonomo et Rice, 1999).

Le sous-groupe 2a contient seulement les pénicillinases inhibées par l’acide

clavulanique, cependant le sous-groupe 2b regroupe les β-lactamases à large spectre

(BLSE), qui dégradent les pénicillines et les céphalosporines avec un même taux

d’hydrolyse. En outre, de nouveaux sous-groupes ont été isolés de sous groupe 2b :
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Le sous-groupe 2be, représenté par les BLSE qui sont capables de dégrader les

céphalosporines de troisième génération (C3G) : ceftazidime, cefotaxime, et cefpodoxime

et les monobactams (aztréonam).

Le sous-groupe 2br, correspond aux enzymes résistantes à l’acide clavulanique et

sulbactam , appelées également enzymes résistantes aux inhibiteurs qui dérivent de TEM,

néanmoins, elles sont inhibées par tazobactam.

Le sous-groupe 2c a été isolé du groupe 2b de fait que ces enzymes hydrolysent la

carbénicilline mieux que la pénicilline G, avec un certain effet sur la cloxacilline. Ces

enzymes sont inhibées par l’acide clavulanique.

Les enzymes de sous-groupe 2d qui correspond à la classe moléculaire D,

hydrolysent la cloxacilline mieux que la pénicilline G avec une faible activité sur la

carbénicilline. Ces enzymes sont peu inhibées par l'acide clavulanique. Il est intéressant de

noter que beaucoup d'enzymes d'OXA (classse D) hydrolysent la céphaloridine avec une

même activité que la pénicilline G couplée à une forte hydrolyse de céphalotine. Les

enzymes de ce groupe (PSE ou OXA) sont inhibées par 100 mM de chloride de sodium.

Les enzymes de sous-groupe 2e sont des céphalosporinases qui peuvent également

hydrolyser les monobactams, elles sont inhibées à de faibles concentrations en acide

clavulanique.

Le sous-groupe 2f a été ajouté parce que sont des carbapenemases à sérine,

contrairement aux carbapenemases appartenant à la classe des métallo-β-lactamses

incluses dans le groupe 3 (Bush, 1989 ; Ali Shah et al., 2004).

Groupe 3

Leur importance clinique est accentuée par le fait qu'ils hydrolysent les

carbapénèmes, ce sont généralement, des métallo-β-lactamases à large spectre qui

hydrolysent une variété de pénicillines et de céphalosporines. Ce groupe correspond à la

classe moléculaire B (Galleni et al., 2001).

Les métallo-β-lactamases hydrolysent principalement l'imipenème et non inhibées par les

inhibiteurs classiques de β-lactamases. Cependant, elles sont inhibées par l’ EDTA et le p-

chloromercuribenzoate (pCMB). Ces enzymes sont habituellement produites par

Aeromonas hydrophila, Bacteroides fragilis et Flavobacterium odoratum (Bush et

al.,1995 ; Rasmussen et Bush, 1997).
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Groupe 4

Ce groupe inclus les β-lactamases qui ne sont pas caractérisées, ce sont des

pénicillinases non inhibées par l'acide clavulanique (Bush et al.,1995 ).

2.2.2. Classification moléculaire (classification d’Ambler)

La classification d’Ambler est basée sur l’ homologie de séquences en acide aminé,

en particulier celles du site enzymatique. Elle a été proposée, pour la première fois en

1980, par Ambler où seulement quatre séquences en acides aminés de β- lactamases ont

été connues. A cette époque, une classe d’enzymes à sérine (classe A) qui est une

pénicillinase PC1 de S. aureus et une autre de métallo-enzymes (classe B) de Bacillus

cereus ont été décrites (Ambler, 1980; Palzkill et Botstein, 1992). La classe C de

céphalosporinases a été décrite en 1981 par Jaurin et Grunstrom et les enzymes de la

classe D regroupant les oxacillinases, isolées des autres classes d’enzymes à sérine à la fin

des années 80 (Bush et al., 1995). Selon cette classification, on distingue quatre classes:

A, B, C et D.

Les classes d'Ambler A, C et D ont un résidu sérine dans leur site actif, alors que

la classe B regroupe les métallo-β-lactamases, qui ont besoin d’ions Zn++ pour leur activité

(Coleman, 2006).

Ces classes peuvent être illustrées par des dendrogrammes basés sur la similitude

entre les séquences en acides aminés. Ces dendrogrammes utilisés pour représenter la

répartition phylogénique de différentes classes. La figure 6, montre que les β-lactamases à

sérine ont une relation structurale avec les DD-peptidases, et la classe C dérive du même

ancêtre que les classes D et A (Livermore, 1995; Hall et Barlow, 2003).

Figure 6 : Dendrogramme de β-lactamases à sérine (Hall et Barlow, 2003).
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Classe A

Ces β-lactamases dégradent les pénicillines (péniciline G, amoxicilline,

ticarcilline,..) et les céphalosporines (céfasoline, ceftazidime, cefotaxime, cefipime,…),

inhibées par l’acide clavulanique. Ces enzymes sont généralement plasmidiques ou

portées par les transposons (Bonomo et Rice, 1999 ). Ce sont les β-lactamases les plus

étudiées dont TEM et SHV et leurs dérivées sont les représentants principaux (Matagne et

al., 1998 ; Matagne et al., 1999; Zeba, 2005). Plus de 178 séquences pour TEM et 127

séquences pour SHV ont été déterminées (http://www.lahey.org/Studies/.).

D’autres β-lactamases appartenant à cette classes sont les CTX-M (cefotaximase),

qui confèrent une forte résistance au céfotaxime (ou ceftriaxone) au céfépime et à

l’aztréonam qu’au ceftazidime, sont des β-lactamases du type BLSE rapportées dans les

années 80 (Jacoby et Munoz-Price, 2005; Park et al., 2005).

Les β-lactamases de la classe A ont un poids moléculaire moyen de 29 000 Da et

montrent une distribution large des valeurs de pI, varient entre 3,5 et 10,22 de résidus

260-280 ( Matagne et al., 1999; Ali Shah et al., 2004).

Classe B

Les β-lactamases de la classe B constituent un groupe restreint en le comparant

avec les β-lactamases à sérine. Ce sont des métalloprotéines qui exigent des ions de zn++

pour leur activité. La première enzyme (BcII) a été isolée en 1966 à partir de Bacillus

cereus et pendant les deux décennies suivantes, c'était le seul exemple connu d'une

métallo-β-lactamase. Cependant la situation a changé dans les années 80, en effet, des

enzymes semblables ont été trouvées chez Stenotrophomonas maltophilia (Xanthomonas

maltophilia), et dans un nombre croissant de souches nosocomiales comme Pseudomonas

aeruginosa, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae (Bounaga et al., 1998 ; Philippon

et al., 1998; Matagne et al., 1999).

Les métallo-β-lactamase (MβL) sont classées selon l'homologie de séquence dans

trois sous-classes : B1(BcII, CcrA ), B2 (CphA) et B3(L1) (Dal Peraro et al., 2007).

Comporte des β-lactamses chromosomiques et plasmidiques de poids moléculaire entre

25 et 118 kDa avec un pI entre 5,2 et 10,5 (Bush et al., 1995; Walsh et al., 2005).

Classe C

Les enzymes de cette classe sont généralement codées par le chromosome et

synthétisées par des bactéries Gram-négatif (Matagne et al.,1990). Comparées aux
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enzymes diversifiées de la classe A, elles forment une famille plus homogène avec une

masse moléculaire moyenne de 39 kDa et d’un pI qui varie entre 6,4 et 9,4 (Bush et al.,

1995; Matagne et al., 1998; Philippon et al., 2002).

Les β-lactamases de la classe C confèrent une résistance non seulement aux

composés classiques tels que l'ampicilline et la céphalotine , mais également aux

céphalosporines de troisième génération (C3G) quand la production d'enzymes est à haut

niveau ( Majiduddin et al., 2002).

Classe D

Comporte les β-lactamases synthétisées par les bactéries Gram négatif avec un

poids moléculaire compris entre 27 à 31 kDa. Contrairement à la plupart des enzymes de

la classe A et de la classe C, la classe D présente des profils de substrat très différents dont

l'oxacilline et la cloxacilline qui sont fortement hydrolysés . A ce effet elles sont

considérées comme des oxacillinases ( Matagne et al., 1998; Buynak, 2006 ).

Les enzymes d'OXA sont relativement résistantes à l'inactivation par l’acide

clavulanique, mais sont inhibées par NaCl (Babic et al., 2006).

La classe D comporte des oxacillinases de type BLSE, qui dégradent les

carbapenèmes et les cephalosporines de 3ème génération. Ces enzymes sont synthétisées par

P. aeruginosa, et par d’autres bactéries à Gram négatif : E. coli, P. mirabilis, Salmonella

sp, K. pneumoniae et Acinetobacter baumannii (Fisher et al., 2005).

3. Structures et fonction des β-lactamases

Les β-lactamases sont des protéines globulaires possédant des hélices alpha et des

feuillets bêtas dans leurs structures (Babic et al., 2006).

3.1. Caractéristiques structurales des β-lactamases à serine

La structure tridimensionnelle des β-lactamases à sérines est composée de deux

domaines. Un domaine est composé d'hélices α (tout α) et un autre domaine α/β composé

d'hélices α et de feuillets β (figure 7). Dans ces protéines, trois éléments structuraux

conservés contenant des chaines latérales identiques sont impliqués dans la réaction

catalytique (tableau II) :

- L’élément S70XXK73 , où la S70 est le résidu sérine essentiel (Ser 64 pour la

classe C), situé dans l’extrémité N-terminal de l’hélice α2 du domaine tout α, il
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forme le premier tour de l’hélice α juste après le 1er passage de la charpente de

domaine tout α au domaine α/β, il occupe la position centrale dans la cavité du site

actif.

- La triade S130DN132 est située sur une boucle courte reliant les hélices α4 et α5

de domaine tout α en formant un coté de la cavité. Le premier résidu est hydroxylé,

sérine chez la classe A et tyrosine pour les classes C et D. Le deuxième résidu est

différent dans les trois classes mais le troisième est toujours Asn.

- Le 3 èm élément K234S (ou T) GA237 est situé dans le coude β-3 du feuillet β en

formant l’autre coté de la cavité du site actif.

Les β-lactamases de la classe A ont un quatrième élément (le motif E166XELN170)

situé dans la 2ème boucle (la boucle « Omega ») dans la rangée riche en liaisons hydrogènes

dans le site actif. Les acides aminés impliqués sont Glu166 et Asn17. Ces résidus sont

essentiels dans le positionnement d'une molécule d'eau conservée (W 1) prés du site actif,

bien qu'une boucle semblable peut être identifiée chez les β-lactamases de la classe C

(Ambler et al., 1991; Lamotte-Brasseur, 1991 ; Frère, 1995).

Classe A (SHV-1) Classe C (P99) Classe D (OXA1)

Figure 7: Structure des β-lactamases à sérine (Babic et al., 2006).

Tableau II: Les trois éléments fonctionnels des β-lactamases à serine ( Frère, 1995).

Classe Elément 1 Elément 2 Elément 3

Classe A

70S*-X-X-K 130S-D-N
S-D-N

234K-T-G
K-S-G
R-S-G
R-T-G

Classe C 64S*-X-X-K 150Y-A-N 314K-T-G
Classe D 70S*-X-X-K 140Y-A-N 214K-T-G
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3.2. Caractéristiques structurales des métallo-β-lactamases (MBL)

Les structures de plusieurs MBL, ont été déterminées par crystalographie à rayon X

et elles montrent un pli sous forme « sandwich » de αβ / βα, cette structure a été vue

pour la première fois chez les MBL (figure 8).

Le site actif de MBL est situé au fond d'un sillon large peu profond entre deux

feuillets β et ont deux accepteurs d'ion zinc dans le site actif, souvent désigné sous le nom

site 1 et site 2.

Les ligands de zinc dans les deux sites ne sont pas identiques et ne sont pas

entièrement conservés entre les différentes MBL, le tableau III montre les résidus

d'enzymes impliqués dans la fixation de zinc dans les deux accepteurs dans les sous-

classes B1, B2, et B3 (Page et Badarau , 2008).

Tableau III : Ligands de zinc chez les métallo β-lactamases (Page et Badarau , 2008).

Sous-classe Ligands de 1er Zn Ligands de 2èm Zn

B1 His116 His118 His196 Asp120 Cys221 His263

B2 Asn116 His118 His196 Asp120 Cys221 His263

B3 His/Gln116 His118 His196 Asp120 His121 His263

Pour la plupart des substrats, la BCII de Bacillus cereus appartenant à la sous

classe B1 qui peut fixer un ou deux ions zinc, a une activité catalytique environ deux fois

inférieure quand elle fixe un ion par rapport à celle liant deux ions de zinc.

Les Métallo-β-lactamases de la classe B2 sont actives avec un seul ion zinc et la

liaison d’un deuxième ion zinc inhibe l'enzyme par une inhibition non compétitive, avec

un Ki de 50 μM.

L1, et Fez-1 de la sous-classe B3 sont actives en présence des deux ions zinc

(Page et Badarau, 2008). Les enzymes de la classe B n’ont pas de séquence similaire aux

β-lactamases à sérine de classes A, C et D (Garau et al., 2004).



Chapitre I Synthèse bibliographique

25

Classe B (IMP-1)

Figure 8: Structure des métallo-β-lactamases (Babic et al., 2006).

3.3. Cinétiques et mécanisme d’hydrolyse et d’inhibition des β- lactamases

Les β-lactamases catalysent irréversiblement l’hydrolyse de la liaison amide du cycle

β-lactame, le produit est un dérivé acide ayant perdu ses propriétés antibactériennes

(Bounaga et al.,1998 ; Bebrone, 2007) (figure 9).

L'activité enzymatique de la plupart des β-lactamases peut être décrite par l'équation

de Michaelis-Menten :

v =VmaxS/(Km + S) dont :

v est la vitesse d'hydrolyse ;

S est la concentration du substrat ;

V max et K m sont les constantes catalytiques (Livermore, 1995).

3.3.1. β-lactamases à serine

Les β-lactamases à sérine hydrolysent les β-lactamines en trois étapes selon la

réaction suivante:

E + S E.S E-P E + P

La β-lactamase (E), lie le substrat β-lactame (S), en formant un complexe de

Michaelis non covalent, (ES). Cette étape est réversible où l'enzyme et le substrat peuvent

se dissocier ou s'engager vers la réaction d'hydrolyse, formant l'enzyme acylé via le groupe

hydroxyle de la sérine du site actif. Ces intermédiaires sont généralement instables et sont

rapidement hydrolysés.

K1

K-1

K2 K3
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La déacylation du complexe covalent va libérer un produit possédant le cycle β-

lactame ouvert (P), et l'enzyme avec son site actif libre (E) complète le mécanisme

d'hydrolyse (Bush et Sykes, 1986; Hata et al., 2006 ).

Ghuysen (1994), a proposé un mécanisme d'hydrolyse détaillé (figure 9), la

réaction débute avec 1'O ɤ de la sérine du site actif (Ser70) attaquant le C7 carbonyle du

cycle β-lactame. Le groupe OH ɤ de Ser70 va libérer des protons au N4 adjacent. Cette

première étape permet de former le premier intermédiaire tétrahédrique, suivi par

l'ouverture du cycle β-lactame pour obtenir une enzyme acylée. Ceci représente l'étape

d'acylation.

Dans la deuxième étape l'enzyme acylée adopte une conformation permettant

l'extraction d'un proton d'une molécule d'eau. Le groupe OH activé va attaquer le groupe

carbonyle C7 de la liaison ester formant le deuxième intermédiaire tétrahédrique. Le

proton va être accepté par 1'Oɤ de Ser70, ce qui permet de libérer un composé inactif sur

les bactéries. Cette dernière étape est la désacylation (Ghuysen , 1994).

Figure 9 : Mécanisme moléculaire des β-lactamases à sérine (Ghuysen , 1994).

En excluant TEM-7 de Proteus vulgaris et les enzymes du type IMI-1, la valeur

de Kcat/Km (efficacité catalytique) de la classe A varie de 2800 à 84 000 mM-1 s-1 et pour

la classe C varie de 1200 à 75 000 mM-1 s-1 vers la benzylpénicilline et l'ampicilline, mais

les valeurs de kcat des enzymes de la classe C varie de 0,5 à 75 s-1 qui sont

considérablement inférieures à ceux des enzymes de la classe A ( de 130 à 3900 s-1), la

différence la plus importante entre ces enzymes est au niveau de l'étape de desacylation

(Matagne et al., 1999).

Un examen soigneux des différentes valeurs de kcat et kcat/Km des classes A et C

indique une carence dans la classification de Bush et al, par exemple, les enzymes de

Serratia fontalica et TEM-71, appartiennent toutes les deux au même groupe 2be,

montrent des valeurs nettement différentes des paramètres cinétiques obtenus avec la

plupart des antibiotiques testés ( Matagne et al., 1999).
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3.3.2. Mécanisme des métallo- β-lactamases

Bounaga et al. (1998), ont proposé le mécanisme catalytique de l'enzyme BcII, sous

sa forme fixant un seul ion du zinc (figure 10). Dans ce mécanisme, l'ion de zinc interagit

avec His116, His118, His196 et avec une molécule d'eau, l'ion de zinc se comporte comme

acide de Lewis et diminue le pK de la molécule d'eau de sorte qu'elle existe comme ion

d'hydroxyde à pH neutre. Cet ion effectue une attaque nucléophilique sur le carbone du

groupe carboxylique de la β-lactame, mène à la formation d'un intermédiaire tétraédrique

stabilisé par son interaction avec l'ion de zinc. Asp120, agit en tant que base, permet

d’éliminer les protons de groupe -OH pour produire un deuxième intermédiaire

tétraédrique dianionique qui est également stabilisé par l'ion de zinc. Dans une étape

suivante, Asp120 donne le proton à l'azote du cycle β-lactame et participe à son ouverture

(Bebrone, 2007).

Figure 10: Mécanisme catalytique général des métallo β- lactamases (Wright, 2005).

4. Mécanisme d’inhibition de β-lactamases à sérine

Les inhibiteurs de β-lactamases agissent en tant que β-lactamines en formant un

complexe acylé, ils sont identifiés en tant que substrat par les β-lactamases. Cette

identification mène à la formation du complexe de Michaelis-Menten, et l'enzyme est

acylé. Cette intermédiaire d'acyl-enzyme peut subir trois réactions différentes.

Dans la première réaction, l’inhibiteur va se comporter comme un substrat où

l'enzyme catalyse l'hydrolyse par l'ouverture du cycle β-lactame (E+P).

Par contre, dans la deuxième réaction, l’inhibiteur va agir comme un inhibiteur de

l'enzyme.

La dernière possibilité est l'interaction de l'enzyme avec l’inhibiteur amenant

l'inhibition irréversible de la β-lactamase E-I (Bonomo et Rice, 1999 ; Therrien et

Levesque, 2000) .
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5. Evolution des β-lactamases

Les β-lactamases chromosomiques, existent dans les bactéries avant l’utilisation

d’antibiotiques par l’homme et peuvent avoir un rôle secondaire dans le métabolisme de

la paroi de la cellule bactérienne, ou peuvent se protéger contre des β-lactames produits

par les mycètes présents dans l’environnement. L’utilisation des β-lactames a favorisé chez

les bactéries la production de grandes quantités de β-lactamases chromosomiques,

plasmidiques ainsi que des mutants de β-lactamases avec un spectre élargi

(Livermore,1998).

Depuis les années 80, avec la commercialisation des céphalosporines de troisième

génération (C3G), de l’aztréonam et des carbapenèmes, nous avons assisté a une explosion

ou émergence de nouvelles enzymes, chez les bacilles a Gram négatifs cliniquement

importants, Entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii,

capables de conférer la résistance à ces nouvelles molécules (Arlet et Philippon, 2003).

Les événements génétiques identifiés sont de deux ordres :

- Evolution d’enzymes « anciennes » telles que TEM, SHV, OXA par mutation ;

- Apparition de « nouveaux » gènes transférables au sein d’éléments génétiques particuliers

comme les intégrons. Certains d’entre eux dérivent de gènes chromosomiques, alors que la

parenté de certaines autres n’est pas connue (Arlet et Philippon, 2003).

Il n’y a pas de consensus concernant la définition de β-lactamases à spectre élargi

ou BLSE. Classiquement, les BLSE sont définies comme des enzymes appartenant à la

classe A ou D de la classification d’Ambler, capables d’hydrolyser les pénicillines, les

céphalosporines C1G, C2G, C3G et C4G et l’aztréonam. Elles hydrolysent la ceftazidime,

le céfotaxime ou l’aztréonam au moins 10 % plus activement que la pénicilline. Elles

n’hydrolysent pas les carbapénèmes et sont inhibées in vitro par les inhibiteurs des β-

lactamases (acide clavulanique, tazobactam et sulbactam) (Rodriguez-Villalobos et

Struelens, 2006).

Type TEM

La majorité des BLSE de ce type dérivent par quatre à sept mutations ponctuelles

de l’enzyme originale (TEM-1 ou TEM- 2). Ces mutations rendent l’enzyme capable

d’hydrolyser les C3G, mais aussi plus sensible à l’action des inhibiteurs (acide

clavulanique). Cependant, d’autres mutations peuvent conférer la résistance aux
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inhibiteurs. Ces variantes sont appelées TRI (TEM résistantes aux inhibiteurs) (Rodriguez-

Villalobos et Struelens, 2006).

Ces mutations ont un effet sur le plan structural, dont les changements sur le résidu

164 (Arg), sont les plus observés chez les TEM, un autre acide aminé donnant des liaisons

hydrogènes soit par une sérine ou une histidine, TEM-5-TEM-12, apparaît, ce qui

engendre une diminution du nombre de liaisons hydrogènes ou une élimination des

attractions électrostatiques dans la boucle « Oméga »; Ce changement laisse plus de

flexibilité dans la boucle, ce qui ouvre alternativement plus d'espace pour les substitutions

encombrantes de β-lactame. Le mutant de R164S TEM-1 préparé par la mutagénèse, a

montré une amélioration de l’efficacité catalytique pour le céfotaxime, le ceftazidime et

l'aztréonam (Knox, 1995).

Type SHV

Après TEM, le type SHV constitue celui comportant le plus grand nombre

d’enzymes BLSE. Comme dans le cas des enzymes de type TEM, les enzymes de ce type

dérivent par mutations ponctuelles de l’enzyme originale SHV-1. L’origine de ces enzymes

est probablement une variante de l’enzyme chromosomique K2 de K. pneumoniae (Jacoby

et Medeiros, 1991 et Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

Elles peuvent faire varier leur spectre d’activité suite à diverses mutations

ponctuelles. La mutation Arg(203)Leu et Glu(237)Lys chez SHV-5 assurent une résistance

élevée à la ceftazidime.

Type CTX

Les BLSE du type CTX-M ont été décrites initialement en 1986 (FEC-1) au Japon,

Allemagne et France en 1989 (CTX-M- 1), puis sont disséminées largement dans le

monde (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

À la différence des types précédents, les CTX-M confèrent une résistance marquée

au céfotaxime (origine de son nom) et au céfépime. En revanche, l’inactivation de la

ceftazidime est plus limitée, à l’exception d’enzymes récemment décrites (CTX-M-15,

CTXM- 16, CTX-M-27) qui ont une forte capacité hydrolytique pour la ceftazidime. Les

CTX-M sont plus fortement inhibées par le tazobactam que par l’acide clavulanique.

Comme les β-lactamases de types SHV et TEM les mutations ponctuelles peuvent

influencer l’activité de ces enzymes. Par exemple la substitution Asp (240) Gly, de CTX-

M-27 diminue l'efficacité hydrolytique du cefotaxime mais elle est améliorée pour le
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ceftazidime comparée avec celle de CTX-M-14 (Rodriguez-Villalobos et Struelens,

2006 ; Chen et al., 2005).

Type OXA

Les BLSE de type OXA diffèrent des enzymes de TEM et de SHV du fait qu’ils

appartiennent à la classe moléculaire D. Plusieurs BLSE du type OXA sont dérivées

d’OXA-10 (OXA-11, -14, -16, et -17) (Bradford, 2001).

Parmi les enzymes dérivées d’OXA-10, les variantes de BLSE ont une ou deux

substitutions d'acides aminés : Ser (73)Asp ou Gly(157)Asp. La substitution de Gly157

par Asp peut être nécessaire pour la résistance à un niveau élevé au ceftazidime. En plus du

groupe OXA-10, OXA-15 est une dérivé d' OXA-2, et Oxa-18 n'est pas directement dérivé

d’un seul type d’ OXA ( OXA-9 ou OXA-12), avec une homologie de 42% avec l’OXA-9

(Bradford, 2001).



Chapitre II

Matériel et méthodes



Chapitre II Matériel et méthodes

31

1. Souche bactérienne

Cette étude a été réalisée sur une souche de Acinetobactetr baumanii 607 : Cette

souche a été isolée en 2007 au niveau du laboratoire de bactériologie médicale du CHU

Mohamed Nedir de Tizi Ouzou.

2. Milieux et réactifs

Les milieux utilisés sont :

- Le bouillon nutritif et la gélose nutritive pour l’entretien et la culture de la souche ;

- Muller Hinton pour les antibiogrammes et le test de synergie ;

- Tous ces milieux proviennent de l’Institut Pasteur d’Algérie et leur composition est

donnée en annexe V.

2.1. Antibiotiques

Les antibiotiques (disques) utilisés pour l’antibiogramme et le test de synergie

sont : céfotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ), céfépime (FEP), cefpirome (CPO),

aztréonam ( ATM ) qui ont une charge de 30 µg, imipenème (IPM) à 10µg et ticarcilline /

acide clavulanique (TCC 75/10µg).

Les antibiotiques utilisés, comme substrat ou inhibiteur sont sous forme de poudre

sodique pour des solutions injectables (tableau IV).

Tableau IV: Antibiotiques utilisés pour l’étude cinétique.

Antibiotiques Origine

Céfazoline (CEZ) LDP laboratoire torlan Espagne

Amoxicilline (AMX), pénicilline G (PEN), céfotaxime (CTX)

et cefoxitine (FOX) et Piperacilline (PIP), Oxacilline (OXA)

Panapharma France

Cefiprome ( CFP ) Aventis

Ceftazidime (CAZ), ticarcilline (TIC) et ticarcilline + acide

clavulanique (TCC) (5000g/0,2g)

GlaxoSmithkline

Ceftriaxone (CRO) Winthrop

Cloxacilline (CLOX) Orbinine

Aztréonam ( ATM ) Sanofi-aventis France

Pepiracilline + tazobactam (TZP) (4g/0,5g) Laboratorio Pharmaceutico Italie
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2.2. Produits d’ électrophorèse , de test de détection et de zymogramme

Acrylamide et Bis Acrylamide , TEMED et Tris base proviennent de Fluka , glycine

de Prolabo, Persulfate d’ammonuim trichloroacetique de Biochem Chemopharma, SDS ,

blue de bromophenol, blue de comassie, méthanol, acide acetique glacial, iode , iodure de

potassium, amidon et agar (Sigma).

Les protéines standards utilisées sont : BSA(63 kDa), ovalbumine (43 kDa),

carbonique anhydrase (29 kDa) et ribonucléase (13,7 kDa) proviennent de Sigma.

3. Sensibilité aux antibiotiques et test de synergie

La sensibilité aux antibiotiques est déterminée par la méthode des disques sur

gélose Mueller Hinton selon les recommandations du Comité Français de l’Antibiogramme

de la Société Française de Microbiologie (communiqué du CFA-SFM, 2007).

Le test de synergie est utilisé pour la détection des BLSE selon la méthode de

Jarlier et al.(1988). Ce test consiste à déposer autour d’un disque d’amoxicilline /acide

clavulanique ou de ticarcilline/acide clavulanique sous forme de croix des disques de

céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone et aztréonam sur la gélose Muller- Hinton, la distance

entre les disques est comprise entre 15 et 30mm, la présence d’une BLSE se traduit par l’

apparition d’une synergie entre les disques de oxymino-β-lactamine et le disque contenant

ticarcilline et acide clavulanique .

4. Culture bactérienne et extraction de β-lactamases

4.1. Culture bactérienne

La souche d’Acinetobacter baumannii, conservée dans un tube ensemencé par

piqure centrale est repiquée sur une boite de Pétri contenant la gélose nutritive puis

incubée à 37°C pendant 24 h . A partir de cette dernière, on prélève quelques colonies et

on ensemence 100 ml du bouillon nutritif dans des flacons de 500ml. L’oxacilline est

ajoutée à cette culture à une concentration de 2,45 mM, puis incubée à 37°C pendant une

nuit sous agitation (Reading et Cole, 1977 ; Simpson et al.,1980).



Chapitre II Matériel et méthodes

33

Après incubation, la culture est centrifugée à 4500g pendant 30 min, et les

cellules récupérées sont lavées deux fois avec le tampon phosphate (Na2HPO4, KH2PO4)

à 25 mM et le culot bactérien est conservé à 0°C.

4.2. Extraction de β-lactamases

Les β-lactamases des espèces à Gram négatif sont en grande partie

periplasmiques et nécessitent pour être libérées la rupture de la paroi (Livermore, 1995) .

Les cellules d’Acinetobacter baumanii sont lysées par sonication . Le Protocole

utilisé est celui préconisé par Simpson et al. ( 1980); Ben achour et al. (2007).

Les cellules sont récupérées dans des tubes à hémolyse à raison de 2ml (2% du

volume original) dans du tampon phosphate (Na2HPO4, KH2PO4) à 25mM, pH 7) puis

déposés dans un bain de glace pour y subir une lyse à l’aide d’un sonicateur type Sonics

Vibra cell avec une puissance de 130Watt et une fréquence de 20Khz .Chaque tube subit

3 cycles de sonication de 5 minutes avec un repos de 10 minutes entre chaque cycle.

Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation à 20000 g pendant 30

minutes à 4°C avec une centrifugeuse du type Sigma et le surnageant est récupéré comme

extrait enzymatique puis conservé à 0°C (Poirel et al., 1999).

5. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectué sur l’extrait enzymatique préparé ci dessus

selon la méthode de Lowry et al., (1951), qui ont combiné une réaction au biuret et une

réaction au réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier, à base de phosphomolybdate et de

phosphotungstate, réagit avec les tyrosines et les tryptophanes, pour donner une coloration

bleue qui s'ajoute à celle du biuret.

La méthode est réalisée comme suit :

 Des solutions de l’albumine du sérum bovin (BSA) sont préparées avec des

concentrations de 0, 25, 50, 75, 100, 150 et 200µg/ml ;

 0,5ml de la solution (D) sont ajoutés pour chaque tube, puis 2,5ml de la solution

(C) ;
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 Les mélanges sont laissés au repos pendant 10 minutes ;

 0,5ml de la solution (E) sont ajoutés pour chaque tube ;

 Après l’incubation à l’obscurité pendant 30 minutes, la densité optique des

mélanges est mesurée à 750 nm.

La concentration en protéines est déterminée à partir de l’équation de régression

linéaire de la gamme d’étalonnage (0-200µg/ml)

La composition des différentes solutions et la gamme des dilutions utilisées sont

données en annexes II.

6. Test de détection sur gel d’iode

1,5g d’agar et 0,5g d’amidon sont mélangés à 100ml de tampon phosphate

(Na2HPO4, KH2PO4) à une concentration de 50 mM, pH 7; ce mélange est porté à

ébullition trois fois à intervalle de 10 minutes entre chaque ébullition.

Après refroidissement, on ajoute successivement :

 1,5ml de la solution d’iode-iodure de potassium (2g/53g dans 100ml) ;

 1ml de la céfazoline ou de la pénicilline G à des concentrations successives de 2,26

mM et 2,81mM .

Puis la solution est versée immédiatement dans des boites de Pétri.

Pour la détection de l’activité, des puits de 6 mm sont formés dans la gélose et 10

μl de l’extrait brut y sont déposés en utilisant un témoin négatif qui est le tampon

phosphate.
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7. Etude de la cinétique enzymatique des β-lactamases

7.1. Mesure de l’activité enzymatique

L’activité enzymatique de l’extrait est déterminée en mesurant la diminution de la

densité optique en fonction du temps, selon le protocole de Fukagawa et al. (1980) en

utilisant un spectrophotomètre (Shimadzo).

40µl ou 60µl de l’extrait enzymatique sont ajoutés à une solution de différents

antibiotiques à différentes concentrations préparées dans un tampon phosphate à 25 mM,

pH 7 ( Ben achour et al., 2007) , pour avoir un volume réactionnel final de 15 ml pour la

cefazoline et 12 ml pour les autres antibiotiques. La concentration de l’extrait dans le

volume réactionnel final est de 3,066 µg/ml, l’activité est mesurée à 30°C (Fujii et al.,

1986).

La densité optique est mesurée à différentes longueurs d’onde et les coefficients

d’extinction molaire utilisés sont donnés dans le tableau V.

Tableau V: Longueurs d’onde et coefficients d’extinction molaire des antibiotiques testés (Minami

et al., 1980 ; Laraki et al., 1999).

L’analyse de la variance avec le test LSD (du logiciel Satatistica 5.0) est réalisée

afin de comparer les différents résultats obtenus pour l’hydrolyse de l’antibiotique.

Antibiotiques Longueurs

d’onde (nm)

Coefficient d’extinction

molaire Δε(M-1 cm-1)

Gamme de

concentration (μM)

Pénicilline G

Ticarcilline

Pipiracilline

Oxacilline

Amoxicilline

Aztréoname

Céfazoline

Céfotaxime

Ceftazidime

Ceftriaxone

Cefoxitine

Cefpirome

235

235

235

260

235

320

263

260

260

260

260

260

- 775

- 660

- 820

Non utilisé

Non utilisé

Non utilisé

+ 771

Non utilisé

Non utilisé

Non utilisé

Non utilisé

Non utilisé

100-1000 µM

10-400 µM

10-200 µM

80-500 µM

10-400 µM

20-500 µM

10-100 µM

10-100 µM

10-100 µM

10-100 µM

10-300 µM

10-200 µM
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7.2. Etude du profil d’inhibition

Les tests d’inhibition sont réalisés en présence de concentrations différentes des

inhibiteurs suivants : Cloxacilline, aztréonam, Nacl et EDTA.

Par ailleurs , le Tazobactam et l’acide clavulanique ont été testés sous forme de

mélange : piperacilline/ tazobactam et ticarcilline /acide clavulanique

Les concentrations testées de la tazobactam sont : 1,6 µM, 3 µM, 6,5 µM, 10 µM,

13 µM, 16 µM, 32 µM.

Les concentrations testées de l’acide clavulanique sont : 2 10-3 µM, 1,5 10-3

µM,10-3 µM, 5 10-4 µM, 2,5 10-4 µM ).

L’extrait à une concentration de 3,066 μg/ml est incubé avec les inhibiteurs

pendant 10 min à 30°C (Bush et al., 1993).

Pour initier la réaction, différents volumes en antibiotiques sont ajoutés pour avoir

la concentration en antibiotique voulue, puis la diminution de l’absorbance est suivie à

différentes longueur d’ondes (tableau V).

8. Electrophorèse non dénaturante sur gel polyacrylamide et zymogramme

Dans le but de déterminer le poids moléculaire et le nombre d’enzymes produites

par la souche étudiée une électrophorèse non dénaturante est effectuée selon la méthode

Walker, (2002). La localisation des β-lactamases est réalisée par la technique iodométrique

Eftekhar et Rafice, (2006), décrite ci après :

Produits utilisés leur préparation sont donnés en annexe III.

L’échantillon doit être dilué pour avoir une concentration de tampon 1X.

 Gel de séparation à 7,5%

 Mélanger 1,875 ml de la solution stock acrylamide avec 1,875 ml de

tampon à 1,5M de tris à pH 8,8 ;

 3,712 ml de d’eau distillée puis 37,5µl de Persulfate d’ammonium à 10%

sont ajoutés;

 Après un dégazage pendant environ 30 s, 3,75 µl de TEMED sont ajoutés.
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La solution préparée est versée à l’aide d’une pipette pasteur dans les plaques

d’électrophorèse à environ 2 cm de l’extrémité en évitant la formation des bulles d’air,

puis attendre environ 20 min ou plus pour que le gel se solidifie.

Pour éviter les rides sur la surface du gel on ajoute délicatement une petite

quantité d’eau distillée après avoir versé le gel.

 Gel de concentration à 5%

 Après avoir préparé le gel de séparation le gel de concentration est préparé

comme suit :

 0,5 ml de la solution stock acrylamide sont mélangés avec 1ml du tampon tris Hcl à

0,5 M, pH 6,8 et 2,466 ml d’eau distillée ;

 Ajout de 33,33µl de Persulfate d’ammonium à 10% ;

 Dégazage de la solution pendant 30 s, puis 5 µl de TEMED sont ajoutées la solution

préparée est versée après avoir effectuée deux lavages avec de l’eau distillée et les

traces de l’eau restante doivent être séchées avec du papier filtre ;

 L’échantillon et les standards sont déposés dans les puits à un volume du 20µl. Le

générateur est réglé à une fréquence de 25 mA et une différence de potentielle de 100

V.

Après la récupération du gel d’électrophorèse native, on coupe le gel en trois

parties :

La première partie est utilisée pour la coloration classique , la deuxième et la

troisième sont déposées sur des plaques en verres , puis recouvertes par le gel d’amidon

préparé préalablement et dans ce cas les antibiotiques utilisés sont la céfazoline et

pénicilline G . Après un temps d’incubation des zones transparentes correspondant aux β-

lactamases apparaissent sur le gel d’iode.
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1. Sensibilité de la souche et DD-test

- Antibiogramme

Les résultats de l’antibiogramme montrent que la souche d’Acinetobacter

baumannii résiste à toutes les β-lactamines testées (céfotaxime, céftazidime, cefpirome et

céfépime) à l’exception de l’imipenème (tableau VI).

Tableau V : Antibiogramme de la souche d’Acinetobacter baumannii.

R : Résistante, S :Sensible

-

- DD-test

La figure 11, montre l’absence d’image de synergie entre les β-lactamines (CAZ,

ATM et CTX) et le disque de ticarcilline/acide clavulanique. ce qui se traduit par l’absence

de BLSE chez la souche d’Acinetobacter baumannii étudiée.

Figure 11: Test de synergie de la souche d’Acinetobacter baumanii.

2. Dosage des protéines

La teneur en protéine de l’extrait enzymatique préparé est de 920µg/ml (courbe

d’étalonnage en annexe IV).

CTX CAZ FEP CPO IMP
Diamètre (mm) 0 9 12 10 31
Sensibilité R R R R S

ATM

CTX

CAZCCT
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3 . Test de détection de ß-lactamases sur le gel d’iode

Le test de détection sur le gel d’iode est réalisé dans le but de démontrer si la souche

d’Acinetobacter baumannii produit ou non des β-lactamases. Les résultats obtenus (figure

12) montrent l’apparition de zones transparentes autours des puits environ 10 min après

le dépôt de l’extrait enzymatique pour les deux gels préparés avec la pénicilline G et la

céfazoline. la réduction du complexe iode-amidon par l’acide penicilloique issu de

l’hydrolyse de la pénicilline par la β-lactamase, ce qui entraine une décoloration du gel de

couleur violette (Livermore et Derek, 2001).

Figure 12: Test de détection sur gel d’iode.

t=0 min t=10 min t = 8 h

Substrat céfazoline

Substrat pénicilline G

t=0 min t=10 min t= 24 h



Chapitre III Résultats et discussion

40

4. Profils du substrat et d’inhibition

4.1. Profil du substrat

L’évolution de l’absorbance de l’extrait enzymatique / β-lactamines en fonction du

temps, est représentée sous forme de courbes dans les figures 13 et 14.

La diminution de l’absorbance en fonction du temps, indique que l’antibiotique

testé est dégradé par les enzymes produites par la souche étudiée.

4.1.1. Pénicilline G, ticarcilline, céfazoline et pipéracilline

A partir des résultats illustrés dans la figure 13, la pénicilline G, la ticarcilline, la

pipéracilline et la céfazoline sont hydrolysées par les enzymes présentes dans l’extrait

enzymatique préparé.

Les taux d’hydrolyse sont exprimés sous forme de pourcentage par rapport à la

pénicilline G à des concentrations de 100 ou 200 µM (tableau VII). Les vitesses

d’hydrolyse sont données dans les tableaux (annexe V). On note ainsi que la céfazoline est

hydrolysée à un taux très important par rapport à la pénicilline G, indiquant que l’extrait

enzymatique contient une céphalosporinase.

Tableau VII : Taux d’hydrolyse de TIC, PIP et CEZ par rapport à PNG.

Substrat Taux d’hydrolyse (%)

Céfazoline 1309,9

Pipéracilline 19,4

Ticarcilline 63,3
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Figure 13: Variation de l’absorbance en fonction du temps à différentes concentration en µM

(a : PEN , b : PIP , c : TIC et d : CEZ ).

4.1.2. Ceftazidime, céfotaxime, cefpirome, ceftriaxone et céfoxitine, Aztréonam,

Amoxicilline et Oxacilline

La figure 14 montre que les β-lactamines : Ceftazidime, céfotaxime, cefpirome,

ceftriaxone, céfoxitine, aztréonam, amoxicilline et oxacilline ne sont pas hydrolysés par

l’extrait enzymatique. Acinetobacter baumannii produit une céphalosporinase naturelle qui

n’hydrolyse pas les céphalosporines à spectre élargi (Bou et Martinez-Bletran, 2000).
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Figure 14: Variation de l’absorbance en fonction du temps à différentes concentrations en µM (a:

ATM, b: OXA, c: AMX, d: CAZ, e: CTX , f: CFP, g: CRO, h: FOX).
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4.2. Profil d’inhibition

4.2.1. Inhibition par le tazobactam (Substrat piperacilline)

D’après les résultats obtenus dans la figure 15 et le tableau V, on note que l’activité

enzymatique est presque totalement inhibée par le tazobactam en dégradant la

pipéracilline.

Figure 15: Pourcentage d’inhibition des β-lactamases par tazobactam (substrat pipéracilline).

Tableau VIII: Vitesses d’hydrolyse de la pipéracilline en présence et en absence de tazobactam.

Pipéracilline (μM) Vitesse (μmol/L /min)

- Tazobactam + Tazobactam

10 2,9 ± 1,1 0 ± 0

20 9,7 ± 2,4 0 ± 0

100 4,3 ± 0,0 0 ± 0

200 6,4 ± 2,1 0 ± 0

4.2.2. Inhibition par l’acide clavulanique (substrat ticarcilline)

Selon les résultats obtenus dans la figure 16 et les vitesses calculées dans le tableau

VI, l’acide clavulanique inhibe l’activité de β-lactamases d’Acinetobacter baumannii.
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Figure 16: Pourcentage d’inhibition par l’acide clavulanique (substrat ticarcilline).

Tableau IX : Vitesses d’hydrolyse de la ticarcilline en présence et en absence de l’acide

clavulanique.

En conclusion, on peut suggérer que l’extrait enzymatique contient une

pénicillinase appartenant à la classe A, puisque nous avons obtenu une inhibition avec le

tazobactam et l’acide clavulanique.

4.2.3. Inhibition par la cloxacilline

4.2.3.1. Substrat pénicilline G (200 µM)

D’après les résultats illustrés dans la figure 17 et le tableau X, la vitesse

d’hydrolyse de la pénicilline G est diminuée en présence de la cloxacilline avec une

activité résiduelle, ce qui peut s’expliquer par le fait que le substrat est hydrolysé par la

céphalosporinase, mais également par une pénicillinase.
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Ticarcilline (μM) Vitesses (μmol/L /min)
- acide clavulanique + acide clavulanique

20 3,8 ± 5,3 1,5 ± 0
40 7,9 ± 4,9 1,9 ± 0,4
60 17,0 ± 1,9 8,3 ± 0
80 19,3 ± 1,1 7,6 ± 0,7

100 19,3 ± 3,4 6,4 ± 1,1
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Figure 17: Pourcentage d’inhibition par la cloxacilline (substrat pénicilline G).

Tableau X: Vitesses d’hydrolyse de pénicilline G à 200 μM en présence de cloxacilline.

4.2.3.2. Substrat pipéracilline (200 μM)

Les résultats représentés dans la figure 18 et le tableau XI, montrent qu’en présence

de la cloxacilline à différentes concentrations, les enzymes de l’extrait brut dégradant la

pipéracilline sont inhibées totalement, ce qui suggère que cette β-lactamine est uniquement

hydrolysée par une céphalosporinase.
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Figure 18: Pourcentage d’inhibition par la cloxacilline (substrat pipéracilline).

Tableau XI: Vitesses d’hydrolyse de pipéracilline à 200 μM en présence de la cloxacilline.

Cloxacilline (μM) Vitesses (μmol/L /min)

0 6,4 ± 6,4

10 0 ± 0

40 0 ± 0

60 0 ± 0

80 0 ± 0

4.2.3.3. Substrat ticarcilline (200 μM)

En comparant les résultats obtenus dans la figure 19 et ceux du tableau XII,

l’activité enzymatique vis-à-vis de la ticarcilline est diminuée en présence de la

cloxacilline ce qui nous mène à conclure que ce substrat est hydrolysé par une

céphalosporinase, mais également par une pénicillinase.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition par la cloxacilline (substrat ticarcilline).

Tableau XII: Vitesses d’hydrolyse de la ticarcilline à 200 μM en présence de la cloxacilline.

Cloxacilline (μM) Vitesses (μmol/L /min)

0 20,8 ± 6,4

10 11,4 ± 1,5

20 13,6 ± 0,7

40 9,1 ± 0,7

60 7,9 ± 3,4

80 12,5 ± 4,2

100 11,7 ± 1,1

4. Substrat céfazoline (100 μM)

La figure 20 représente les pourcentages d’inhibition en présence de la cloxacilline

en utilisant la céfazoline comme substrat et les vitesses d’hydrolyse de la céfazoline sont

données dans le tableau XIII en présence de cloxacilline. Ces résultats révèlent que

l’activité des β-lactamases est inhibée par la cloxacilline, même à de faibles concentrations

(2 et 4 μM), suggérant que la céphalosporine est uniquement hydrolysée par une

céphalosporinase.
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Figure 20 : Pourcentage d’inhibition par la cloxacilline (substrat céfazoline).

Tableau XIII: Vitesses d’hydrolyse de la céfazoline à 100 μM en présence de la cloxacilline

Cloxacilline ( μM) Vitesses (μmol/L /min)

0 266,2 ± 1
2 9,1 ± 1,9
4 17,5 ± 11,7
6 0 ± 2,6
8 8,4 ± 8,4

10 9,1 ± 1,3
20 0 ± 0
40 12,3 ± 0
60 1,6 ± 1,6
80 8,1 ± 8,1

100 3,2 ± 9,7

4.2.4. Inhibition par aztréonam

4.2.4.1. Substrat pénicilline G (200 µM)

La figure 21 et le tableau XIV montrent, que le degré d’hydrolyse de la pénicilline

G est inhibé par l’aztréonam avec une activité résiduelle par rapport à celle obtenue en

absence de l’aztréonam, ce qui confirme que la péncilline G est hydrolysée par une

céphalosporinase et aussi par une pénicillinase.
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Figure 21 : Pourcentage d’inhibition par l’aztréonam (substrat pénicilline G).

Tableau XIV: Vitesses d’hydrolyse de pénicilline G à 200 μM en présence de l’aztréonam.

Aztréonam ( μM) Vitesses (μmol/L /min)

0 32,9± 1,9

10 23,5 ± 1

20 24,8 ± 4,8

40 17,4 ± 4,5

60 18,0 ± 0

80 15,5 ± 5,8

100 13,5 ± 3,9

4.2.4.2. Substrat céfazoline (100 μM)

La figure 22 et le tableau XV montrent, que le niveau d’hydrolyse de la céfazoline est

diminué totalement en présence de l’aztréonam ce qui indique qu’une céphalosporinase

de groupe 1 est probablement produite par la souche étudiée.
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Figure 22: Pourcentage d’inhibition par l’aztréonam (substrat céfazoline).

Tableau XV: Vitesses d’hydrolyse de la céfazoline à 100 μM en présence de l’aztréonam.

Aztréonam ( μM) Vitesses (μmol/L /min)

0 266,2 ± 1

10 3,2 ± 0

20 0 ± 0

40 0 ± 0

60 0 ± 0

80 11,0 ± 0

100 40,8 ± 0

4.2.5. Inhibition par EDTA à 10µM (Substrat céfazoline)

Selon la figure 23 et les vitesses de dégradation de la céfazoline en présence ou en

absence d’EDTA (tableau XVI), on note que l’EDTA n’affecte pas l’activité enzymatique

ce qui indique que l’enzyme dégradant la céfazoline c’est pas une métallo-β-lactamase.

Figure 23: Diminution de l’absorbance en présence et en absence d’ EDTA

(substrat céfazoline).
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Tableau XVI: Vitesses d’hydrolyse de céfazoline à 100 µM en présence d’EDTA.

EDTA (mM)
Vitesse ( μmol/L /min)

- EDTA + EDTA
10 266,212 ± 1 232,1 ± 19,4

4.2.6. Inhibition par NaCl à 100µM (Substrat céfazoline)

Selon les résultats obtenus (figure 24, tableau XVII), le NaCl n’a aucun effet sur

l’activité de l’extrait enzymatique en utilisant la cefazoline comme substrat ce qui indique

que cette enzyme n’est pas du groupe 2d (classe D).

Figure 24: Diminution de l’absorbance en présence et en absence de NaCl (substrat

céfazoline).

Tableau XVII : Vitesses d’hydrolyse de céfazoline à 100 μM en présence de Nacl.

NaCl (mM)
Vitesse ( μmol/L /min)

- NaCl + NaCl
100 266,2 ± 1 256,2 ± 0,6

Le tableau XVIII récapitule les pourcentages d’inhibition des différents inhibiteurs

Tableau XVIII: Pourcentages d’inhibition à 100 (CEZ) ou 200 µM du substrat.

Substrat

Inhibiteur

Tazobactam Clavulanate Cloxacilline Aztréonam

PIP 100 / 99,99 /

TIC / 66,66 43,63 /

PEG / / 68,62 58,82

CEZ / / 98,78 84,65
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5. Electrophorèse native et zymogramme

Le poids moléculaire ainsi que le nombre d’enzymes produites par la bactérie

peuvent être estimés en utilisant l’électrophorèse sous des conditions non dénaturantes

couplée à une méthode iodométrique (zymogramme).

La figure 25 montre que la bactérie produit plus d’une enzyme dont les poids

moléculaires sont estimés en utilisant la courbe d’étalonnage (annexe IV):

 Gel de cefazoline

La distance entre le milieu de la bande et la limite supérieure du gel de séparation

est de 1cm et la Mr=0,222. Le poids moléculaire est approximativement de 67 kDa.

 Gel de pénicilline G

La distance entre le milieu de la bande et la limite supérieure du gel de séparation est

de 1,7cm et la Mr =0,377. Le poids moléculaire approximativement de 44,5 kDa.

a : BSA (67 kDa), b: Ovalbumine (43 kDa), Carbonique anhydrase (29 kDa), d: Ribonucléase (13,7 kDa).

Figure 25: Gel d’électrophorèse et zymogramme (1 : les standards, 2 : l’extrait brut, 3 : gel préparé

avec céfazoline, 4 : gel préparé avec pénicilline G).
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6. Discussion

Acinetobacter baumannii est un microorganisme pathogène opportuniste, qui est

fréquemment impliqué dans les infections nosocomiales qui sont généralement :

septicémie, pneumonie et infection urinaire. Cette bactérie peut représenter une menace

importante due à sa multi-résistance aux antibiotiques (Héritier et al., 2005; Poirel et

Nordmann, 2006).

Tous les mécanismes de résistance aux β-lactamines, telles que la production de β-

lactamases, la modification de la cible, la réduction du niveau de pénétration à travers la

membrane externe et le mécanisme d’efflux sont décrits dans les espèces d'Acinetobacter

(Perilli et al., 1996; Wieczorek1 et al., 2008).

A. baumannii produit des céphalosporinases naturelles de type AmpC

responsables de la résistance aux amino- et aux ureidopenicillines, aux céphalosporines à

spectre étroit et aux cephamycines. Les oxacillinases (OXA) appartenant à la classe D

d’Ambler, généralement codés par des plasmides, peuvent être produites. Cependant les

oxacillinases chromosomiques ont été rapportées. Une analyse d’un isolat multi-résistant

d’A. baumannii a démontré que cette bactérie produit une β-lactamase de classe A

d'Ambler à spectre élargi (BLSE) (Perilli et al., 1996; Héritier et al., 2005). En outre les

A. baumannii peuvent synthétiser des β-lactamases à spectre large de la classe A tels que

TEM-1 et TEM-2 (Poirel et Nordmann, 2008).

L’objectif de cette étude est la caractérisation biochimique des β-lactamases

produites par une souche hospitalière isolée au niveau du laboratoire de bactériologie

médicale du CHU de Tizi Ouzou (Algérie), en se basant sur le profil de substrat et

d’inhibition.

Les résultats de la sensibilité aux antibiotiques ont montré que la souche étudiée

résiste aux CTX, CAZ, FEP et CPO, cependant elle est sensible à l’IMP ce résultat

correspond au résultat obtenu par Seifert et al. (1993). Selon Zhou et al. (2007)

l’imipenème est hydrolysé par des carbapénèmases de la classe B ou D qui peuvent être

présentes chez les souches d’Acinetobacter. Toutefois, le résultat de l’antibiogramme

obtenu dans notre étude, indique que la souche d’Acinetobacter baumannii ne produit pas

la carbapénemase, ce qui signifie que cette possibilité peut être éliminée à ce stade.



Chapitre III Résultats et discussion

54

Selon Livermore et Woodford, (2006 ), le nombre de souches d’Acinetobacter qui

synthétisent les β-lactamases de type BLSE est faible. Dans la présente étude nous avons

observé l’absence d’image de synergie, par conséquent, la souche étudiée ne produit pas

de β-lactamases à spectre élargi (BLSE).

 Test de détection sur gel d’iode

Le résultat de ce test, a montré l’apparition de zones transparentes sur les géloses

contenant la pénicilline G et céfazoline, ce qui indique que la souche produit probablement

une céphalosporinase ou une pénicillinase.

Le test iodométrique sur milieu solide effectué par Petersson et al. (1989) a montré

qu’en utilisant la pénicilline G comme substrat, l’hydrolyse de ce dernier est indiqué par la

décoloration à moins de 15 min autour des colonies de Staphylococcus et Micrococcus

synthétisant des β-lactamases, et au bout de 60 min une décoloration totale du milieu est

observé, ce qui concorde avec les résultats obtenus dans notre étude, dont la décoloration

est effectuée après 10 min de dépôt de l’extrait brut et la décoloration totale au bout de 24

h.

 Profil de substrat et d’inhibition

La caractéristique la plus importante de toutes les β-lactamases est leur capacité à

hydrolyser les β-lactamines. Etant donné que l'activité hydrolytique (profil de substrat) et

le profil d’inhibition ont été employés en tant que paramètres principaux dans la

classification et la caractérisation des β-lactamases. Dans la présente étude, ces

paramètres sont utilisés pour caractériser les β-lactamases produites par la souche étudiée

(Bush et Sykes, 1986 ; Bush et al., 1995).

La classification fonctionnelle (Bush et al.,1995) consiste à classer les β-lactamases

selon le profil de substrat et d’inhibition. Dans le présent travail, on essaiera d’utiliser les

caractéristiques de chaque groupe pour donner le groupe ou les groupes auxquels

appartiennent les β-lactamases produites par cette souche.
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Tableau XIX: Récapitulation de profil de substrat et d’inhibition de β-lactamases produites.

Nd, non déterminé,+ ; hydrolysé ou inhibée , - ; non hydrolysé ou non inhibée

Dans notre étude le profil de substrat et d’inhibition ont été étudiés (tableau XIX),

et parmi les douze antibiotiques testés, quatre antibiotiques, uniquement sont hydrolysés :

la pénicilline G, céfazoline, ticarcilline et pipéracilline dont la pénicilline G et céfazoline

sont hydrolysées à des taux élevés et que la céfazoline est plus dégradée que la pénicilline

G, ce qui indique, probablement, que la souche étudiée produit au moins une

céphalosporinase et une pénicillinase.

L’extrait enzymatique utilisé dans notre cas, peut contenir plusieurs enzymes qui

peuvent dégrader les mêmes substrats, et pour cette raison, nous avons comparé les

pourcentages d’inhibition par l’acide clavulanique, le tazobactam, la cloxacilline et

l’aztréonam en utilisant les substrats hydrolysés pour déterminer le nombre probable

d’enzymes et même leur profil de substrat et d’inhibition. Ces résultats peuvent être

confirmés par l’étude du profil électrophorétique. Ce qui nous a permet, ainsi, de suggérer

les classes moléculaires et les groupes fonctionnels auxquels appartiennent les β-

lactamases produites par la souche étudiée.

L’acide clavulanique est un inhibiteur des β- lactamases de groupe 2 (classe A).

En utilisant la ticarcilline comme substrat, une activité résiduelle est remarquée ce qui

indique, probablement, que la ticarcilline est hydrolysée par plus d’une seule enzyme, et

comme l’une des enzymes est inhibée par l’acide clavulanique, nous pouvons suggérer que

l’enzyme synthétisée peut appartenir au groupe 2.

Tazobactam, inhibiteur efficace des β-lactamases de classe A qui correspond au

groupe 2 à part le sous-groupe 2d. Tazobactam a également une faible activité sur quelques

β-lactamases de classe C qui correspond au groupe 1 (Buynak, 2006). Nos résultats
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montrent que l’inhibition par tazobactam est totale, ce qui indique, probablement, que la

pipéracilline est dégradée par une enzyme qui appartient à la classe moléculaire A ou C.

La cloxacilline et aztréonam sont des inhibiteurs de β-lactamases de classe C

(groupe1).

Les résultats d’inhibition par cloxacilline et aztréonam, en utilisant la pénicilline G,

pipéracilline, ticarcilline et céfazoline comme substrats ont montré :

Pour la pénicilline G une diminution de l’activité enzymatique avec une activité

résiduelle élevée (faible pourcentage d’inhibition) en présence de la cloxacilline comme

inhibiteur. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus tout en utilisant l’aztréonam comme

inhibiteur, ce qui nous mène à suggérer que cet antibiotique est hydrolysé à un faible

niveau par une enzyme appartenant au groupe 1 (classe C d’Ambler).

Concernant la pipéracilline, le niveau de son hydrolyse est diminué en présence de

tazobactam ce qui signifie que cette β-lactamine est hydrolysée par une β-lactamase

appartenant à la classe A, de plus, son niveau d’hydrolyse est diminué en présence de

cloxacilline ce qui indique la présence d’enzymes de type céphalosporinase appartenant à

la classe C qui hydrolyse la pipéracilline.

Pour la ticarcilline, une diminution des valeurs de vitesses d’hydrolyse à

différentes concentrations en ajoutant la cloxacilline est constatée ; ceci indique que la

cloxacilline inhibe l’enzyme en dégradant la ticarcilline. L’activité résiduelle remarquée

peut être due à la dégradation de la ticarcilline par deux enzymes différentes ; l’une est

inhibée par la cloxacilline et l’autre non inhibée. Ces enzymes peuvent être classées dans le

groupe 2 (classe A) et le groupe 1 (classe C d’Ambler) et cela en comparant ce résultat

avec celui obtenu en utilisant l’acide clavulanique comme inhibiteur.

En absence d’inhibiteur la vitesse d’hydrolyse de la céfazoline est très élevée ( par

rapport aux autres antibiotiques), ce qui suggère que la souche d’Acinetobacter étudiée

produit une éventuelle céphalosporinase. L’étude de l’inhibition par la cloxacilline et

l’aztréonam en présence de la céfazoline a montré que ce dernier est éventuellement

hydrolysé par une β-lactamase qui appartient à la classe C d’ Ambler. Les résultats

d’inhibition par cloxacilline et aztréonam sont similaires en présence de la céfazoline

comme substrat.
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D’après les résultats obtenus on suggère que la souche d’Acinetobacter baumannii

étudiée peut synthétiser deux types d’enzymes (pénicillinase et céphalosporinase)

appartenant au groupe 2 et au groupe1 (classe C). Leurs profils de substrat et d’inhibition

sont récapitulés dans le tableau XIX.

Cependant, en comparant le profil de substrat et d’inhibition des enzymes produites

ainsi que les résultats obtenus pour le test de synergie qui montrent que la souche étudiée

ne produit pas de BLSE et comme les sous groupes: 2a, 2be, 2br, 2c, 2e et 2f sont du type

BLSE, cela laisse supposer que l’enzyme dégradant la pénicilline G est une enzyme de

groupe 2b qui regroupe les péncillinases à spectre large (TEM-1, TEM-2, SHV-1) (Bush,

1989 ; Bush et al., 1995).

En comparant les résultats obtenus pour les cinétiques des enzymes produites et

ceux obtenus pour l’antibiogramme dont la souche est résistante aux CTX, CPO et CAZ et

ATM, cependant son extrait enzymatique n’hydrolyse pas ces derniers, ceci nous permet

de conclure que la souche étudiée peut utiliser d’autres mécanismes de résistances à

savoir : mécanisme d’efflux, modification de la cible (PLP) …(Perilli et al.,1996;

Wieczorek1 et al., 2008).

Le test d’EDTA et NaCl en utilisant la céfazoline comme substrat montre que

l’enzyme dégradant la céfazoline n’est pas inhibée par l’EDTA et NaCl, ce qui indique que

l’enzyme dégradant la céfazoline n’appartient pas à la classe B ou D d’Ambler (Bush,

1989 ).

Le profil obtenu pour la pénicillinase supposée ressemble aux profils obtenus par

certains auteurs:

Poirel et al. (2007), ont caractérisé une nouvelle pénicillinase SCO-1

d’Acinetobacter spp. Cette enzyme hydrolyse fortement la pénicilline G (Kcat 150 s-1) et

faiblement la céfotaxime, le ceftazidime et la céphalotine. L’imipenème et les

monobactams sont non hydrolysés . Comme elle dégrade la ticarcilline à Kcat de 35 s-1 et

pipéracilline Kcat = 0.4 s-1 cette enzyme appartient à la classe A, elle est inhibée par

l’acide clavulanique.
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Dans notre cas la dégradation de la pénicilline G est de 36,7 μmol/L/min et pour la

ticarcilline elle est de 20,8 μmol/L/min et l’activité enzymatique elle est inhibée par l’acide

clavulanique.

Selon Thomson et al. (1990), TEM-1 et SHV-1 hydrolysent la pipéracilline plus

que la ticarcilline. Dans notre étude, c’est la ticarcilline qui est plus hydrolysée que la

pipéracilline, c’est le cas de la β-lactamase PSE-1 qui appartient au groupe 2c

correspondant à la classe moléculaire A (Bush et al., 1995). La résistance au ticarcilline-

clavulanate est probablement due à l'hydrolyse rapide du ticarcilline par l’enzyme produite

par la souche d’Acinetobacter (Thomson et al., 1990).

L’étude effectuée par Bush et al. (1993) montre que l’inhibition par l’acide

clavulanique est comparable à celle réalisée par le tazobactam pour les β-lactamases de la

classe A (PC1, TEM-1, TEM-2 et TEM-3). La P99 qui est une céphalosporinase de

groupe 1 a un IC50 plus faible pour le tazobactam et plus élevé pour l’acide clavulanique.

Cependant les enzymes appartenant au groupe 2 sont inhibées à de faibles concentrations

en inhibiteurs (tazobactam et acide clavulanique) et en comparant nos résultats avec ceux

obtenus par Bush et al. (1993), nous pouvons suggérer que la souche étudiée synthétise

une β-lactamase appartenant au groupe 2.

En comparant nos résultats avec le tableau récapitulatif de Bush et al. (1995) nous

pouvons suggérer que la souche étudiée peut synthétiser une céphalosporinase appartenant

au groupe 1 (classe moléculaire C). Ces enzymes sont à l'origine nommées des

céphalosporinases à cause de leur substrats préférés qui sont les céphalosporines.

Cependant, une activité hydrolytique élevée sur des pénicillines peut être observée. Les

céphalosporinases du groupe 1 sont essentiellement rencontrées chez les bactéries Gram

négatif (Fenollar-Ferrer et al., 2008).

Selon Corvec et al. (2003), les souches d’Acinetobacter ssp peuvent produire des

céphalospporinases chromosomiques appartenant à la classe moléculaire C qui peuvent

être constitutives ou induites.

Then et Angehrn, (1982), ont montré que les céphalosporinases de P. aeruginosa

(bacille Gram négatif non fermentaire) appartenant au groupe 1 selon Bush et al. (1995),

hydrolysent la céphalotine (C1G), à un pourcentage de 400, 480, 500 et 670 % pour

différentes souches étudiées par rapport à la pénicilline G. Ces résultats coïncident avec



Chapitre III Résultats et discussion

59

nos résultats qui montrent que la céfazoline est hydrolysée à un niveau élevé par rapport à

la pénicilline G et le niveau d’inhibition par cloxacilline et aztréonam est d’environ 50% ;

ce qui indique que la céphalosporinase produite par la souche étudiée hydrolyse la

pénicilline G à environ 50% de l’activité totale de l’extrait enzymatique.

L’enzyme ADC-7 de la classe C produite par Acinetobacter baumannii hydrolyse

la céphalotine et la céphaloridine à des vitesses élevées et la céfoxitine à une vitesse

faible. Toutefois, le céfotaxime, la ceftazidime, l’imipenème et l’aztréonam ne sont pas

hydrolysés. De plus elle est inhibée par l’aztréonam (Hujer et al., 2005). Ce qui correspond

aux résultats de la présente étude dont l’enzyme supposée est une céphalosporinase du

groupe 1 hydrolyse la céfazoline à un niveau élevé mais pas la céfotaxime, la ceftazidime

et l’aztréonam, elle est toutefois inhibée par l’aztréonam.

Selon Philippon et al. (2002), les β-lactamases du type AmpC, hydrolysent les β-

lactamines C1G plus que la pénicilline G et ces enzymes peuvent hydrolyser très

faiblement la ticarcilline, la céfotaxime, la ceftazidime, la céfoxitine et l’aztréonam . Ces

enzymes sont inhibées par la cloxacilline et l’aztréonam. Ces résultats coïncident avec les

résultats obtenus par l’étude effectuée sur la souche d’Acinetobacter baumannii, ceci nous

permet de déduire que la bactérie étudiée peut produire une céphlosporinase appartenant à

ce groupe de β-lactamases.

Perilli et al. (1996), ont caractérisé des céphalosporinases chromosomiques

appartenant au groupe 1 d’A. lowffii ULA-501, d’A. baumannii ULA-187 et d’A.

baumannii AC-14, les céphalosporinases de ces souches n’hydrolysent pas la pénicilline G,

la céfotaxime et le cefpirome cependant, les enzymes d’A. baumannii ULA-187 et d’A.

baumannii AC-14 hydrolysent la céphalotine avec un Kcat élevé. En revanche, ils ont

remarqué que l’aztréonam représente un inhibiteur temporaire.

Ces résultats diffèrent des résultats obtenus dans notre étude, où la

céphalosporinase supposée est inhibée par l’aztréonam. Le profil de ces enzymes

ressemble au profil du substrat obtenu dont l’enzyme étudiée n’hydrolyse pas la

céfotaxime et le cefpirome.

Nos résultats diffèrent également des résultats obtenus par Bou et Martínez-

Beltrán, (2000) sur Acinetobacter baumannii, où l’enzyme de type AmpC utilisée est

partiellement purifiée. Ces résultats montrent que la céphaloridine est hydrolysée plus
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rapidement que l’ampicilline. La céfotaxime et la ceftazidime sont faiblement hydrolysées.

Toutefois la céfoxitine et l’imipenème sont non hydrolysés.

Les tests d’inhibition par l’acide clavulanique et la tazobactam montrent une

inhibition modérée qui est une caractéristique du groupe fonctionnel 1; cependant ce profil

a des points communs avec la céphalosporinase supposée produite par la souche étudiée en

particulier l’hydrolyse de la céfazoline (C1G). De plus elle ne dégrade pas la céfoxitine et

l’imipenème pour lesquels la souche est sensible.

Le profil de substrat obtenu dans la présente étude ressemble beaucoup plus aux

résultats obtenus pour les céphalosporinases des trois souches d’Acinetobacter

calcoaceticus citées par Bush et al.(1995). Ces enzymes hydrolysent les C1G à un

pourcentage élevé par rapport à la pénicilline G ; cependant la céfotaxime, la céftazidime,

l’aztréonam, l’oxacilline et l’imipenème sont non hydrolysés (Hirai et al., 1980; Hikida et

al., 1988 ; Blechschmt et al., 1992).

Le profil d’inhibition montre que toutes ces enzymes sont soit inhibées par

l’aztréonam ou par la cloxacilline ou les deux inhibiteurs à la fois, c’est le cas de la

céphalosporinase supposée présente chez la souche étudiée.

Dans le but de déterminer le nombre d’enzyme et d’estimer le poids moléculaire,

nous avons utilisé une électrophorèse native couplée à un test iodométrique.

Le résultat de ce test montre qu’il existe plus d’une seule bande et les niveaux de ces

bandes sont différents pour la pénicilline G et la céfazoline.

Les bandes obtenus se chevauchent pour la pénicillne G, ce qui nous permet de

déduire que l’extrait brut peut contenir deux enzymes de poids moléculaire différents et

que l’enzyme dégradant la céfazoline supposée comme céphalosporinase peut hydrolyser

la pénicilline G. L’enzyme supposée comme pénicillinase n’hydrolyse pas la céfazoline.

Les poids moléculaires estimés sont supérieurs aux poids moléculaires cités dans la

littérature. La pénicillinase dans la présente étude possède un poids moléculaire d’environ

44,5 kDa pour la pénicillinase (groupe 2b) et pour la céphalosporinase (groupe 1), il est de

67 kDa.

Les poids moléculaires donnés par Zeba, (2005) sont entre 22 et 36 kDa pour les

pénicillinases et de 40 kDa pour les céphalosporinases et selon Bush et al. (1995), les poids

moléculaires pour les enzymes du groupe 2b sont entre 19 et 36 kDa tandis que pour les



Chapitre III Résultats et discussion

61

enzymes du groupe 1 sont entre 29 et 43 kDa et d’après ces données les poids

moléculaires des céphalosporinases sont généralement plus élevés que les pénicillinases du

groupe 2b, ce qui est observé dans les résultats obtenus dans notre étude.

Les poids moléculaires estimés dans notre cas sont très élevés par rapports à ceux

donnés dans la littérature qui peuvent être dus, au fait, que nous avons utilisé un extrait

enzymatique brut et non pas des enzymes partiellement ou totalement purifiée comme le

cas de la plupart des études effectuées sur les β-lactamases. Citons par exemple la

céphalosporinase caractérisée par Fujii-Kuriyama et al. ( 1977) où ils ont utilisé une β-

lactamase purifiée 100 fois et le poids moléculaire déterminé par électrophorèse est de 40

kDa. Mais selon Lechschmidt et al. (1992) les céphalosporinases d’Acinetobacter

calcoaceticus peuvent avoir un poids moléculaire supérieur à 1000 kDa.

Le profil observé pour les SHV-1 et AmpC par Eftekhar et Rafice , ( 2006)

utilisant le test iodométrique ressemble au profil obtenus dans notre étude.
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L’étude de l’antibiogramme et le test de synergie de la souche d’Acinetobacter

baumanii a révélé que cette dernière résiste à tous les antibiotiques testés à l’exception de

l’imipenème, ce qui signifie que la souche étudiée ne produit pas de carbapénimase ni de

β-lactamases de type BLSE.

L’étude de profil de substrat a montré que l’extrait enzymatique hydrolyse :

La pénicilline G, la ticarcilline, la piperacilline et la céfazoline. La céfazoline et la

pénicilline G sont les plus hydrolysées. Cependant l’aztréonam, l’oxacilline, la céfoxitine,

la céfotaxime, la ceftriaxone, la céftazidime, et le cefpirome ne sont pas hydrolysés. Cette

souche résiste au céfotaxime, au céftazidime et au cefpirome mais elle ne les hydrolyse

pas, ce qui suggère que cette souche peut utiliser d’autres mécanismes de résistance tels

que la pompe à efflux et la modification de la cible.

L’étude du profil d’inhibition a montré que le tazobactam et l’acide clavulanique

sont des inhibiteurs de l’extrait enzymatique, ce qui indique la présence de β-lactamase

appartenant au groupe 2.

La cloxacilline et l’aztréonam inhibent les enzymes de l’extrait enzymatique en

utilisant les substrats pipéracilline, céfazoline, pénicilline G et ticarcilline ce qui indique

que la souche produit une β-lactamase de groupe 1.

La comparaison des résultats obtenus en utilisant les inhibiteurs a permis d’établir

le profil de substrat et d’inhibition des enzymes produites par Acinetobacter baumnnii :

 Une céphalosporinase appartenant au groupe 1, correspondant à la classe

moléculaire C.

 Une pénicillinase probablement de groupe 2b.

Le zymogramme et l’électrophorèse montrent que la souche étudiée synthétise

plus d’une seule β-lactamase avec des poids moléculaires différents, 67 kDa pour la

céphalosporinase et 44,5 kDa pour la pénicillinase.

Les résultats obtenus dans cette étude concernant la caractérisation restent

préliminaires. Des études complémentaires approfondies peuvent être envisagées qui se

résument comme suit :
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 Purification des enzymes : Chromatographie échangeuse d’ions,

chromatographie d’affinité et chromatographie d’exclusion peuvent être

utilisées.

 Détermination des paramètres cinétiques (Km, Vmax et Kcat) en utilisant

des enzymes pures.

 Utilisation d’iso-électrofocalisation pour déterminer le point isoélectrique .

 Séquençage de ces enzymes.

Cependant la caractérisation complète pour déterminer avec exactitude le type

d’enzymes produites par cette souche nécessitera une étude moléculaire afin d’identifier

les gènes codant pour ces enzymes.
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Annexes



Annexe I

Tableau I : Acides aminés et leurs symboles.

Acides aminés Symbole

Alanine A

Cystéine C

Aspartate D

Glutamate E

Phénylalanine F

Glycocolle G

Histidine H

Isoleuine I

Lysine K

Leucine L

Méthionine M

Asparagine N

Proline P

Glutamine Q

Arginine R

Sérine S

Thréonine T

Valine V

Tryptophane W

Tyrosine Y

Annexe II

 Préparation des solutions pour le dosage des protéines :

 Solution( A) : 5% Na2 CO3;

 Solution (B ): 0,5% CuSo4, 5H20 in 1% de sodium potassium tartrate ;

 Solution (C): 50ml (A) + 2ml (B) (à préparer immédiatement) ;

 Solution (D): NaOH(1N) ;

 Solution (E): Folin - Ciocalteau dilué à 1/2 .

 Préparation de la BSA une nuit avant le dosage à une concentration de

200µg/ml

 Préparation des dilutions selon le tableau II

Tableau II : Solution de BSA.

Concentration 0 25 50 75 100 150 200

V(SM) 0 1,25 2,5 3,75 5 7,5 10

V(eau) 10 8,75 7,5 6,25 5 2 ,5 0



 Méthode du calcul de vitesse d’hydrolyse

Selon la loi de Burlenberg : ΔA= εΔC l

Donc : ΔC= ΔA/ε l 

Selon les courbes tracées l’allure des courbes est droite entre le temps 0 et 2 minutes

Donc V= ΔC/Δt

sachant que :

Δt = t2-t0 dans le cas Δε˂0

et

Δt= t0-t2 dans le cas Δε˃0

Annexe III

 Préparation des produits d’électrophorèse

 Solution Stock acrylamide : 30g acrylamide et 0,8g bis acrylamide dans 100ml

d’eau distillée puis filtrer ;

 Tampon du gel de séparation : 1,5M tris Hcl , pH 8,8 ;

 Tampon du gel de concentration : 0,5M tris Hcl, pH 6,8 ;

 Persulfate d’ammonium à 10% ;

 N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine(TEMED);

 Tampon échantillon(5X):

 3,1ml de tris Hcl à 1M , pH 6,8

 0,5ml de la solution de bleu de bromophenol

 1,4ml de l’eau distillée

 5ml de glycerol.

 Tampon de migration : dissoudre 3g de tris Hcl et 14,4g de glycine puis

ajuster jusqu’à 1L, le pH final est de 8,14.

 Solution de coloration : 0,25g de bleu de coomassie R250, 125ml méthanol

, 25ml d’acide acétique glacial, et 100ml d’eau distillée.

 Solution de décoloration : 100ml méthanol , 100ml d’acide acetique glacial,

et 800ml d’eau .



Annexe IV

 Courbes d’étalonnage

Figure 1 : Courbe d’étalonnage de la BSA

Figure 2 : Mobilité éléctrophorétique en fonction de PM.

Mobilité relative = distance parcourue par les protéines / distance du front de migration

Annexe V

 Vitesses d’hydrolyse de substrats hydrolysés

Tableau III :Vitesses d’hydrolyse de la pénicilline G à différentes concentrations à 235 nm.

Concentration μM Vitesses (μmol/L/min)
100 20, 3 ± 0,3
200 32,9 ± 1,9
300 23,9 ± 2,6
400 24,2 ± 0,3
500 31 ± 3,2
600 36,8 ± 0,0
700 36,1 ± 0,6
800 36,1 ± 2,6
900 35,2 ± 0,0

1000 33,5 ± 1,3

y = 0,001x
R² = 0,9831
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Tableau IV :Vitesses d’hydrolyse de la ticarcilline à différentes concentrations à 235 nm.

Concentration μM Vitesses (μmol/L /min)
40 7,9 ± 4,9
60 17,0 ± 1,9
80 19,3 ± 1,1

100 19,3 ± 3,4
200 20,8 ± 6,4
300 17,8 ± 10,2
400 15,1 ± 0

Tableau V: Vitesses d’hydrolyse de la piperacilline à différentes concentrations à 235 nm.

Concentration μM Vitesses
(μmol/L /min)

10 4 ± 2,1
20 9,7 ± 2,4
40 6,1 ± 6,1
60 9,7 ± 9,7
80 5,8 ± 5,8

100 4,3 ± 4,3
200 6,4 ± 6,4

Tableau VI: Vitesses d’hydrolyse de la céfazoline à différentes concentrations à 263 nm.

Concentration μM Vitesses (μmol/L /min)
10 24 ± 0,03
20 50,9 ± 6,1
40 99,2 ± 2,6
60 156,6 ± 0,3
80 205,6 ± 1,9

100 266,2 ± 1

Annexe VI

Composition de milieux de culture

 Gélose Mueller Hinton

 Extrait de viande 2 g

 Hydrolysat acide de caséine 17,5 g

 Amidon 1,5 g

 Agar 10 g

 pH 7,4

 Boiullon nutritif

 Peptone 10 g

 Extrait de viande 5 g

 Eventuellement NaCl 5 g

 pH 7,2



Résumé

Les β-lactamases représentent le mécanisme le plus utilisé par les bactéries à Gram négatif, pour contrecarrer
l’action des β-lactamines. Acinetobacter baumanni étudiée résiste au céfotaxime, céftazidime, cefpirome et
céfépime et elle ne produit pas de BLSE. L’extrait enzymatique utilisé hydrolyse la pénicilline G , la
ticarcilline, la piperacilline et la céfazoline où la céfazoline et la pénicilline G sont les plus hydrolysées.
L’aztréonam, l’oxacilline, la céfoxitine, la céfotaxime, la ceftriaxone, la céftazidime et le cefpirome ne sont pas
hydrolysés. La souche étudiée peut utiliser d’autres mécanismes de résistance tels que les pompes à efflux et la
modification de la cible. Le tazobactam et l’acide clavulanique inhibent les β-lactamases de l’extrait
enzymatique ce qui indique que la souche produit des β-lactamases de groupe 2 de la classification de Bush et al.
. La cloxacilline et l’aztréonam inhibent les enzymes de l’extrait enzymatique cela nous permet de suggérer que
la souche étudiée peut produire une céphalosporinase de groupe fonctionnel1. La comparaison des résultats
obtenus en utilisant les inhibiteurs a permis d’établir le profil de substrat et d’inhibition des enzymes produites
par Acinetobacter baumnnii qui sont: la céphalosporinase appartenant au groupe 1, correspondant à la classe
moléculaire C et la pénicillinase probablement de groupe 2b correspondant à la classe A. Le profil
électrophorétique a montré que les poids moléculaires des enzymes sont de 67 kDa pour la céphalosporinase et
de 44,5 kDa pour la pénicillinase.

Mots clés: Acinetobacter baumannii, β-lactamases, β-lactamines, céphalosporinase, pénicillinase.

Summary

β-lactamases represent the mechanism more used by the Gram- bacteria to stop the action of the β- lactamines.
Acinetobacter baumanni studied resists to the céfotaxime, ceftazidime, cefpirome and céfépime and it do not
produce BLSE. The enzymatic extract used in this study hydrolysis penicillin G, ticarcilline, piperacilline and
céfazoline which are of the family of penicillin or cephalosporin. Aztreonam, oxacillin, cefoxitine, cefotaxime,
ceftriaxone, ceftazidime and cefiprome are not hydrolyzed. The studied strain can use other mechanisms of
resistance such as pumps with efflux and modification of the target. Tazobactam and clavulanic acid inhibit the
β-lactamases of the enzymatic extract what indicates that the studied strain produced β - lactamases of
functional group 2. Cloxacilline and aztréonam inhibit the enzymes of the enzymatic extract that enables us to
suggest that the studied strain can produce a cephalosporinase of foctionnel group 1. The comparison of the
results obtained by using inhibitors makes it possible to make the profile of substrate and inhibition of the
enzymes produced by Acinetobacter baumnnii which are: A céphalosporinase pertaining to group 1,
corresponding to the molecular class C and A penicillinase probably of 2b group. Electrophoritic profile showed
that the molecular weights of β-lactamses enzymes are of 67kDa for céphalosporinase and 44,5 kDa for the
penicillinase.

Key words: Acinetobacter baumannii, β-lactamases, β-lactamines, cephalosporinase, penicillinase.

ملخص 

البكتریا  المدروسة  مقاومة .لاكتامینات-βالمیكانیزم الأكثر استعمالا من طرف البكتریا السلبیات الغرام، لإیقاف فعلیةلاكتامزات -βتمثل 

المستخلص الإنزیمي المستعمل في ھذه الدراسة .وات المجال الواسع نلاكتامزات -βكما أنھا لا تنتج .لسیفوتاكسیم، سیفتزدیم، سیفبیروم و سیفیبیم

على  عكس ازتریونام، اوكساسیلین، سیفوكستین، سیفوتاكسیم، سیفتریاكسون، سیفتازدیم و سیفبیروم لم .بنیسیلین، تیكارسیلین،بیبیراسیلینیھدم ال

لانات التازوبكتام و الكلفو.المضخات و تغیر الموقع المستھدف:كما أن ھذه البكتریا  یمكن أن تقاوم مستعملة میكانیزمات أخرى مثل.یتعرضوا للھدم

الكلوكساسلین .من تقسیم بوش ومساعدیھا2لاكتامزات التي تنتمي الى الفوج -βتثبط  إنزیمات ھذه البكتریا ھذا ما یبین إن ھذه الأخیرة تنتج

لمحصل علیھا، سمح لنا مقارنة نتائج التثبیط  ا.1لاكتامزات من الفوج-βوالازتریونام تثبط  ھذه الانزیمات مما یبین أن ھذه البكتریا یمكن ان تنتج

و الكتلة 2و البنیسلیناز  التي تنتمي إلى الفوج 1سیفالوسبوریناز التي تنتمي إلى الفوج :باستنتاج نوعیة الإنزیمات المنتجة من طرف ھذه البكتریا

.كیلودالتون5،44و 67:الجزیئیة لھذه الإنزیمات ھي على التوالي 

.لاكتامینات، سیفالوسبوریناز، البنیسلیناز-β،لاكتامزات-β:حافتملالاماتکلا


