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Résumeé

Récemment, la propagation rapide de la résistance aux antibiotiques béta-lactames a large
spectre dans les souches bactériennes pathogénes est devenue un probléme de santé mondial majeur. Ces
nouvelles résistances émergentes provoquent I'inefficacité des antibiotiques et augmentent la gravité des
maladies et les codts de traitement. Parmi des cibles de résistance diverses et variées, nous avons choisi une
béta-lactamase de classe A, SHV-1, dans le but d'identifier de nouvelles molécules qui ont une activité
inhibitrice contre cette enzyme .L'objectif de cette étude était d'évaluer les propriétés antibactériennes des
extraits de 3 plantes Médicinale « Artemisia campestris, Artemisia herba alba et Piper betle ,qui ont une
abondance de flavonoides, de tanins et d'alcaloides ce qui lui donne une grande valeur potentielle contre les
bactéries résistantes par BLSE. les plantes d’Artemisia ont été étudiées au niveau du laboratoire (¢tude in
vitro) sur 7 souches d’origine hospitaliére(Pseudomonas aeruginosa (L4) , deux souches de klebsiella
pneumoniae (S35 et F40) et une Souche de référence Klebsiella pneumoniae Atcc7006030 , Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus , alors que concernant la plante Piper betle nous avons
effectué une étude in silico.Les résultats de I’étude in vitro ont montré que les deux extraits méthanolique de
deux plants Artemisia campestris et Artemisia herba alba ne présent aaucune activité sur les souche de
klebsiella pneumoniae, et Pseudomonas aeruginosa, par contre, nous avons remarqué une activité
inhibitrice moyenne chez les deux extraits méthanolique des deux plante contre Bacillus ceureus,
staphylococcus aeureus , micrococcus luteus. Alors que Les résultats d’amarrage moléculaire (in silico) nous
a montré que la molécules « Rutine » posséde une excellente activité inhibitrice contre I’SHV béta-
lactamase mais elle ne présente aucune similarité médicamenteuse selon la régle de cing Lipinski et les

parametres de toxicité et des ADME.

Abstract

Recently, the rapid spread of broad-spectrum beta-lactam antibiotic resistance in pathogenic
bacterial strains has become a major global health problem. These new emerging resistances are causing
antibiotic ineffectiveness and increasing disease severity and treatment costs. Among various resistance
targets, we chose a class A beta-lactamase, SHV-1, in order to identify new molecules with inhibitory
activity against this enzyme. The objective of this study was to evaluate the antibacterial properties of
extracts of 3 medicinal plants " Artemisia campestris, Artemisia herba alba and Piper betle, which have an
abundance of flavonoids, tannins and alkaloids. which gives it a great potential value against ESBL resistant
bacteria. Artemisia plants have been studied in the laboratory (in vitro study) on 7 strains of hospital origin




(Pseudomonas aeruginosa (L4), two strains of klebsiella pneumoniae (S35 and F40) and a reference strain
Klebsiella pneumoniae Atcc7006030, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus and Bacillus cereus, while
concerning the plant Piper betle we have carried out an in silico study. The results of the in vitro study
showed that the two methanolic extracts of the two plants Artemisia campestris and Artemisia herba alba did
not present any activity on the strains of klebsiella pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa, while a
medium inhibitory activity was noticed in the two methanolic extracts of the two plants against Bacillus
ceureus , staphylococcus aeureus , micrococcus luteus. While the results of molecular docking (in silico)
showed us that the molecule "Rutin™ has an excellent inhibitory activity against VHS beta-lactamase but it
does not present any drug similarity according to the Lipinski five rule and the parameters of toxicity and
ADME.
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Les infections nosocomiales ou associées aux soins a bactéries multi-résistantes,
représentent un probléme majeur de santé publique. Elles sont responsables d’une morbi-
mortalité, d’une durée de séjour et d’un cofit trés élevé .En réanimation, la surveillance des
infections nosocomiales ou associées aux soins est devenue une obligation, car les patients
ont un risque infectieux plus élevé du fait de leur état critique et des dispositifs invasifs
souvent utilisés, De plus, ces infections sont souvent dues a des bactéries résistantes aux
antibiotiques.(101)

Les antibiotiques exercent une pression de sélection naturelle sur les populations
bactériennes a 1’origine de 1’émergence de plus en plus fréquente de bactéries résistantes.
Ce probléme majeur de santé publique est fortement lié au mésusage et a la
surconsommation des antibiotiques en santé humaine et animale, accentués par la diffusion
des antibiotiques et bactéries résistantes dans I’environnement. La prévention de la
résistance doit donc étre globale avec des leviers d’action multiples(102). Parmi ces
bactéries mentionnons Pseudomonas aeruginosa, klebsiella pneumoniae, De nombreuses
épidémies nosocomiales causees par cette bactérie ont été decrites, notamment chez les
personnes ayant un systeme immunitaire affaibli, comme les diabétiques et les alcooliques.
Elle peut se propager rapidement entre les patients hospitalisés surtout dans des unités de
soins intensifs adultes ou pédiatriques(31). Les deux bactéries développé plusieurs
mécanisme de résistance, L un des mécanismes de résistance trés répandu est 1’inactivation
enzymatique de I’antibiotique. Par exemple, la bactérie peut acquérir des genes de
résistance codant des enzymes nommeées [-lactamases et capables d’hydrolyser le noyau -
lactame des B-lactamines, les transformant en produits inactifs.il y a une grande diversité
des PB-lactamases impliquées dans des résistances naturelles (TEM, SHV) et acquises
(CTX-M, TEM, SHV, KPC, OXA, NDM) aux antibiotiques. D’importance notable sont les
béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) de Klebsiella pneumoniae médiante la résistance

aux céphalosporines de troisieme génération et a ’aztréonam (AZT).(103)

Artemisia campestris et Artemisia herba alba est largement utilisée en médecine
traditionnelle particulierement comme décoction pour ses propriétés antivenimeuses, anti-
inflammatoires, antirhumatismales, pour le traitement des ulceres, des troubles digestifs
des brhlures, de la diarrhée et d'autres maladies. Les deux plants sont riches en
flavonoides, en acides phénoliques et en composés terpéniques. Elle présenté plusieurs

activité biologique comme activité antioxydant, antimicrobienne.(104)




Les objectifs de ce travail:

e Inhibé Dactivité enzymatique de béta-lactamase a spectre élargi produit par
Pseudomonas aeruginosa, et klebsiella pneumoniae par I’extrait méthanolique brut
d’Artemisia campestris et d’Artemisia herba alba.

e Déterminé la molécule et les molécules impliqué dans I’inhibition de I’enzyme de
béta- lactamase a spectre élargi. ( étude virtuelle par logiciel auto dock vina).

Ce manuscrit s’articule autour de 2 parties :

e Etude in vitro: évaluations ’activité antimicrobienne et 1’activité antibiofilm
d’extrait méthanolique brut d’Artemisia campestris et d’Artemisia herba alba, Sur
Pseudomonas aeruginosa, et Kklebsiella pneumoniae.

e Etude in silico : recherche des molécules posséde une forte activité inhibitrice
contre I’activité enzymatique de béta-lactamase de klebsiella pneumoniae .
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1. Généralités sur Klebsiella pneumoniae

1.1.Position taxonomique. :

régne Bactéria

Embranchement | Protéobactéria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Klebsiella

Espece : Klebsiella pneumoniae

Tableau 01 : Classification de Klebsiella pneumoniae selon Bergey (11)
1.2. Caractéres bactériologique :
1.2.1. Caracteres morphologiques
Sont des bacilles a gram négatif, anaérobies facultatifs , immobiles ,groupés en
diplobacilles ou en court chainettes ,, non sporulées, généralement capsulée (1)
1.2.2. Caracteres culturaux :

Klebsiella pneumoniae est un anaérobie facultatif mésophile, capable de se
développer dans une large gamme de température et se développe le mieux a 37°C . se
développe facilement sur les milieux ordinaires couramment utilisés pour isoler les
entérobactéries, par exemple la gélose nutritive , et sur des milieux d'ensemencement plus

différentiels pour les entérobactéries, comme la gélose de MacConkey.(2)

1.2.3. Caracteres biochimiques :

K. pneumoniae présente les caractéres généraux des entérobactéries c’est une
bactérie aéro-anaérobie facultative, fermentant le glucose avec production de gaz, oxydase

négative, catalase positive (3).




1.3. Pouvoir pathogene :

K. pneumoniae est actuellement considéré comme I'un des agents pathogénes
opportunistes les plus importants causant des infections nosocomiales et communautaires,
en particulier chez les personnes immunodéprimées, avec des taux accrus en milieu
hospitalier lies & l'utilisation d'agents antimicrobiens. Le tractus gastro-intestinal sert de
réservoir et est souvent la source latente d'infections (4), Parmi les infections
communautaires, K. pneumoniae est responsable d'infections bronchopulmonaires incluant
les pneumonies lobaires nécrosantes, les abces pulmonaires, les pleurésies purulentes (5) .
et aussi responsable d'infections intra-abdominales ,urinaires, sanguines et des plaies et
récemment, un syndrome d'abcés du foie apparu a été largement rapporté dans les pays

asiatiques (6).

La pathogénicité de K. pneumoniae est due a divers facteurs de virulence qui lui
permettent de surmonter I'immunité innee de I'hGte et de maintenir l'infection chez un héte
mammifere. Ces facteurs comprennent la capsule et I'hypermucoviscosite, les
lipopolysaccharides, les adhésines, les systemes d'acquisition du fer, la résistance sérique

et la formation de biofilm (7).

2. Geénéralités sur Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa s’est imposé comme un pathogéne opportuniste ,
hospitalier tres important du fait du nombre et de la gravité des infections causées ,est une
bactérie a Gram négatif appartenant a la famille des Pseudomonadaceae(8) .Elle présente
une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques ,P. aeruginosa est une espéce

remarquable par sa capacité a acquérir des mécanismes de résistance aux antibiotiques(9).

2.1. Position taxonomique :

Pseudomonas aeruginosa est classée d’apres Bergey comme suit :




Régne Bacteria
Embranchement | Protéobactéria
Classe Gammaproteobacteria
Orde Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
Espece Aeruginosa

Tableau 02 : Classification de Pseudomonas aeruginosa selon Bergey (11)

2.2. Caractéres bactériologique :
2.2.1. Caractéeres morphologiques :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif ubiquitaire, non
sporulant, bacille fin sous forme de batonnet de 1 a 3um de long ; 0,5 a 1um de large., il

est tres mobile grace a une ciliature polaire en général monotriche(10).
2.2.2. Caracteres culturaux :

Est une bactérie qui vit normalement a I’état de saprophyte dans 1’eau et le sol
humide ou sur les végétaux. Cette bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif
de ’'Homme et de divers animaux, Elle peut croitre entre 5 et 42°C avec un optimum de 30
°C. Par contre, elle supporte de moindres variations de pH (6,5 a 7,5) avec un pH optimal

de 7,2. Culture facile sur milieu nutritif simple (13).
2.2.3. Caractéres biochimiques :

Pseudomonas aeruginosa appartient au groupe des non fermentants. Bactérie
aérobie stricte, mobile, produisant de la pyocyanine, réduction des nitrates en nitrites
+ ,0xydase +(6).(12).

il est facilement distinctive grace a la production de la pyocyanine, un pigment

bleu-vert diffusible dans le milieu extracellulaire, d’ou le nom de bacille pyocyanique(15).




Selon BARIR et d’aprés DELARRAS le P.aeruginosa produit deux types de, ils peuvent
étre mis en évidence dans les milieux de King B et King A. Pyoverdine : pigment jaune-
vert fluorescent,. Pyocyanine : pigment bleu-vert non fluorescent (14).

2.3. Pouvoir pathogéne :

Pseudomonas aeruginosa s’est imposé comme un pathogéne opportuniste ,
hospitalier tres important du fait du nombre et de la gravité des infections causées (14)
.Elle présente une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques ,P. aeruginosa est une
espéce remarquable par sa capacité a acquérir des mécanismes de résistance aux

antibiotiques(17).

Figure 01: Ciliature monotriche de P. aeruginosa (15)

3. Les antibiotiques :
3.1. Définition :

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la
croissance ou méme de tuer des bactéries, sans affecter I'hdte (cellules eucaryotes). Les

sources principales d'antibiotiques sont les champignons, mais parfois aussi les bactéries.

Au départ de molécules naturelles, cependant, des modifications chimiques sont
souvent apportées pour améliorer [lactivité et/ou modifier des paraméetres
pharmacocinétiques essentiels. Aujourd'hui, la plupart des antibiotiques en usage clinique

sont donc obtenus par semi-synthése(16).




3.2. Classification :

Il existe plusieurs familles d’antibiotiques. Les principales sont les béta-
lactamines (pénicillines et céphalosporines), les macrolides, les aminosides, les cyclines et
les quinolones.(17)

Ces grandes familles d’antibiotiques se différentient par :

leur spectre d’activité

leurs indications

leur voie d’utilisation

leur mode d’emploi et leur fréquence d’utilisation
leurs contre-indications

leurs effets indésirables

e LESBETA-LACTAMINES:

Les B-lactamines constituent une famille majeure d'antibiotiques trés largement

utilisés en clinique.

Mode d’action : Ces molécules agissent en inhibant la synthése de la paroi
bactérienne par fixation aux protéines liant les pénicillines (PLP), enzymes impliquées
dans la synthése du peptidoglycane. Chez les bacilles a Gram négatif (BGN), il existe 3

types de mécanismes de résistance aux B-lactamines : la faible affinité pour les PLP(1), ,

I’inactivation enzymatique par les B-lactamases(2) et les phénoménes d’imperméabilité et

d’efflux(3) .(18) (Figuer34)
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Figure 02 : les diférents types de mécanismes de résistance aux B-lactamines (1) :
Modification du site des PBP liant les antibiotiques Béta —Lactame(2) : Inactivation
enzymatique par les Béta-Lactamases(3) :_les phénoménes d’imperméabilité et d’efflux
(34)

e Les AMINOSIDE:

les antibiotiques sont actifs sur les bactéries gram positif, notamment les
staphylocoques. Ils ne passent pratiquement pas a travers la paroi de I’intestin et sont donc
administrés par voie injectable. Ils sont indiqués dans le traitement de diverses maladies
infectieuses, notamment urinaires et rénales car ils sont éliminés sous forme active par les
reins.(17)

Mode d’action : Diminution de la perméabilité de la paroi bactérienne par lequel

I’antibiotique entre dans la bactérie.(20)



https://www.vidal.fr/medicaments/utilisation/antibiotiques/mecanisme-action.html
https://www.vidal.fr/maladies/reins-voies-urinaires/infection-urinaire-cystite.html

e Les MACROLIDES:

Ces antibiotiques sont actifs sur certaines bactéries gram positif. 1ls sont indiqués
dans les infections du nez, de la gorge et des oreilles (notamment lorsque les pénicillines
ne peuvent pas étre utilisées), ainsi que des infections des bronches et des poumons, de la
peau, des organes génitaux et de la bouche.(17)

Mode d’action : Arréte la prolifération bactérienne en se liant au ribosome

bactérien et en inhibant la synthése des protéines.(20)

e Les FLUOROQUINOLONES :

Disponibles depuis plus de 30 ans, les fluoroguinolones sont des antibiotiques
puissants et tres largement utilisés. En 2019, la mise en évidence d’un risque d’effets

indésirables trés rares, mais graves.(19)

Mode d’action : Détruit la bactérie en inhibant la synthese du DNA bactérien en
détruisant I’activité de la DNAgyrase bactérienne : Mutation au niveau du récepteur de la
DNAgyrase bactérienne ; Efflux = I’antibiotique est « pompé » hors de la bactériec des

qu’il y entre.(20)

e LesCYCLINES:

Les cyclines sont des antibiotiques qui inhibent la synthese des protéines des
bactéries. Elles sont actives sur différents germes, notamment les chlamydies et les

mycoplasmes, des bactéries particulieres qui ne se multiplient qu’a lintérieur des

cellules.(17)

Mode d’action ;Arréte la prolifération bactérienne en se liant au ribosome
bactérien et en inhibant la synthese des protéines.(20)
3.3. La famille des g- laclamines :
3.3.1. Définition :

Les pB-lactamines sont une grande famille d’antibiotiques utilisés dans le
traitement de plusieurs infections a Gram positif et a Gram négatif(20). Ces molécules
agissent en inhibant la synthese de la paroi bactérienne par fixation aux protéines liant les

pénicillines (PLP), enzymes impliquées dans la synthese du peptidoglycane.(18)
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https://www.vidal.fr/medicaments/utilisation/antibiotiques/mecanisme-action.html
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3.3.2. Structure et classification :

Leurs structures ont en commun un cycle B-lactame nitré a 4 sommets qui
constitue la fonction chimique indispensable a l'activité antibactérienne de la B-
lactamine(20). Les pB-lactamines comprennent 5 sous-classes : les pénicillines, les
carbapénemes ,les céphalosporines et les monobactames, ainsi que les inhibiteurs des -

lactamases discutés plus loin et qui n’ont pas d’activité antibactérienne intrinséque.
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Figure 03 : Cycle d’un anneau -lactame et les structures du noyau de base des
B-lactamines (21)
3.3.2.1. Les penicillines :

sont classées en fonction des différents substituants fixés a 1’acide 6-
aminopénicillanique, ce qui détermine des propriétés pharmacologiques et antibactériennes
différentes(22). Il peut étre substitué par acylation sur sa fonction aminée pour donner
naissance a des dérivés qui se distinguent par la stabilité, la pharmacocinétique, le spectre

et la résistance aux B-lactamases.(23)

3.3.2.2. Les carbapénémes :

Les Carbapénémes sont des antibiotiques appartenant a la famille des [-
lactamines possédant un trés large spectre d’activité, leur permettant d’avoir une action sur
les bactéries multirésistantes telles que les EBLSE. Structuralement, ils se distinguent des

pénicillines par la présence d’un atome de carbone en position 1 au lieu d’un atome de

souffre (26).
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ils font partie des antibiotiques utilisés en premiere ligne au cours du traitement

probabiliste des infections nosocomiales severes(24)

3.3.2.3. Les céphalosporines :

Ce sont des antibiotiques proches des pénicillines (elles ont un mécanisme
d’action semblable,). Par rapport a l'acide 6-aminopénicillanique, ce noyau posseéde un
carbone supplémentaire, mais la distance séparant la fonction carboxylique de I'amide
cyclique reste conservée. Elles sont divisées en trois groupes dits de 1lere, 2éme ou 3éme
génération.(23)

Les céphalosporines sont, comme les autres p-lactamines, des inhibiteurs de la
synthese du peptidoglycane. (25)

3.3.2.4. Les monobactames :

Les monobactames sont des B-lactames monocycliques, initialement découvertes
dans des surnageants de culture de bactéries plutét que de levures comme dans le cas des

autres fB-lactames.(23)

3.3.3. Mode d’action des p-lactamines :

Pénétration dans la bactérie : Les B-lactames ne doivent pas pénétrer a

proprement parler dans la bactérie, mais bien rejoindre leur cible au niveau de la face
interne de la paroi (espace périplasmique). Cet acces est direct pour les Gram (+). Par
contre, les B-lactames doivent emprunter les passages ménages par les porines au niveau de

la membrane externe des Gram (-) pour rejoindre I'espace périplasmique.

Activité antibactérienne :Les antibiotiques de type p-lactames sont des

inhibiteurs de la synthése de la paroi bactérienne.L'ensemble des perturbations de la
formation de la paroi bactérienne explique l'arrét de croissance de ces bactéries. L'effet
bactéricide serait obtenu indirectement par activation d'enzymes lytiques, par sensibilité a

I'nypotonicité, ou par d'autres effets encore mal compris.(23)
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3.4. Mécanismes de résistance par Beta lactamase :
3.4.1. Béta-lactamases :

Les B-lactamases, produites par les bactéries, sont des enzymes qui causent la
résistance aux antibiotiques de 3-lactamines en hydrolysant leurs cycles B-lactames. Les B
lactamases constituent toujours le principal mécanisme de résistance naturelle et acquise

aux B lactamines.

Les noms des B-lactamases dérivent des substrats préférés (ex: CTX;
Céfotaximase), des propriétés biochimiques (ex : SHV; Sulfhydryl reagent variable), de la
souche bacteérienne (ex: AER; Aeromonas), du patient donneur d' échantillon (ex: TEM;

Temoneira) selon les auteurs (ex : PIT; Pitton)...etc (27).

3.4.2. Classification :

Parmi les nombreuses classifications proposées, les plus utilisées sont la
classification structurale d'aprés Ambler et la classification fonctionnelle par groupe en

fonction des spectres de substrats et d'inhibition .

3.4.2.1. La classification de Ambler dite structurale :

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

métallo-B-lactamase qui a un ion zinc dans le site actif.

3.4.2.2. La classification de Bush dite fonctionnelle :

La classification biochimique la plus compléte et la plus récente est celle de Bush
et coll. (1995). Elle divise les B-lactamases en 4 groupes en se basant sur le profil
hydrolytique (profils du substrat et de I’inhibiteur) d’une part et la structure primaire en

acides aminés d’autre part . C’est une réorganisation des classes proposées par Ambler.(29)
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Ambler classification system
class A

penicillinases

TEMs, SHVs, PC1, CTX-Ms, SME-1, KPC-1

class B metallo-beta-lactamases (zinc) IMP-1, VIM-1, Ccr A
class C cephalosporinases AmpCs, CMY-2, ACT-1
class D oxacillinases OXA-1
Bush-Jacoby-Medeiros classification
Group 1 cephalosporinases AmpCs, CMY-2, ACT-1. MIR-1
hydrolyze extended-spectrum cephalosporins: clavulanate resistant
Group 2 all clavulanic acid susceptible
2a penicillinase PC1 from 8. aureus
2h broad-spectrum penicillinase TEM-1, SHV-1, TEM-2
2he ESELs SHV-2, TEM-10, CTX-Ms
2br inhibitor resistant TEMSs, IRTs TEM-30, TEM-31
2 carbenecillin hydrolyzing PSE-1
2d oxacillin hydrolyzing OXA-10, OXA-1
2e cephalosporinases inhibited by clavulanate FEC-1
2f carbapenemases KPC-1, SME-1
Group 3 metallo-beta-lactamases IMP-1, VIM-1, Ccr A
hydrolyze imipenem, inhibited by EDTA, resistant to clavulanate
Group 4 miscellaneons

Tableau 03: classification des béta-lactamases d’Ambler et Bush-Jacoby-
Medeiros(28)

3.4.3. Structure des Béta-Lactamases :

Ces enzymes présentent un grand degré de diversité avec un profil catalytique
semblable. Les Béta-Lactamases appartenant aux classes A, C et D présentent un grand
degré d’homologie structurale et descendent de ce fait d’un ancétre commun et sont
regroupées dans les Béta-Lactamases a Serine active alors que celles appartenant a la
classe B sont regroupées a part dans la classe des MBL (Métallo-Béta-Lactamase) car elles
ont un ion métallique de Zinc dans leur site actif qui participe dans la lyse du cycle Béta-
lactame . Pour une classe donnée, le site actif contient quelques chaines peptidiques qui

différent d’un type a un autre au sein de cette classe (35).

Figure 04: La structure cristallographique aux rayons X de la béta-lactamase SHV-1 pdb
(83)




3.4.4. Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) :
3.4.4.1. Définition des BLSE :

Les BLSE sont définies comme des enzymes appartenant a la classe A ou D de la
classification d'’Ambler, capables d'hydrolyser les pénicillines, céphalosporines (CIG, C2G,
C3G et C4G) .Ce terme désigne les B-lactamases responsables de la résistance aux R-
lactamines a large spectre, habituellement actives contre les bacilles Gram. Ces enzymes
dérivent, par mutation, de peénicillinases (TEM, SHV) d'origine plasmidique. Elles sont
produites, généralement, par de nombreuses Entérobactéries .Dans la classification de
Bush, les BLSE sont regroupées dans deux sous-groupes du groupe 2, le sous-groupe 2be
(BLSE de classe A) et 2d (BLSE de classe D). (27)

3.4.4.2.Types des BLSE :

La plupart des BLSE sont des dérivés des enzymes de TEM ou de SHV, pour les
deux groupes d'enzymes, quelques mutations dans leur géne provoquent l'augmentation de
leur spectre d'activité. Toutefois, toutes ces BLSE ont la particularité d'etre inhibées par

I'acide clavulanique..(29)

/ Différents types de BLSE

TEM (Temoneira - nom du patient)

Anciennes SHV (Sulfthydryl variable)
BLSE

CTX-M (Céfotaximase-Munich)

PER (Pseudomonas extended resistance)

Nouvelles VEB (Vietnam Extended-spectrum Beta-lactamase)
BLSE

GES (Guyana Extended-Spectrum Beta-lactamase)

OXA (Oxacillinase)

Tableau 04: quelques types de BLSE
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4. Résistance de Klebsiella pneumoniae aux b-lactamine :
4.1.Types de résistance
4.1.1 resistance naturelle :

K. pneumoniae est naturellement résistant aux pénicillines (amoxicilline,
ticarcilline) par production d’une pénicillinase chromosomique (avec plusieurs variants
SHV, LEN, OKP).Cette enzymes est sensible a I'action des inhibiteurs (acide clavulanique,
tazobactam), Ainsi, le phénotype sauvage de K. pneumoniae est sensible aux associations
amoxicilline (ou ticarcilline) + acide clavulanique et pipéracilline + tazobactam ainsi qu'a
I'ensemble des céphaloporines. Elle est également sensible aux céfamycines, a I'aztréonam
et aux carbapénémes (30,31).

4.1.2. Résistance acquise :

Chez K. pneumoniae, la résistance acquise aux céphalosporines de troisiéme
génération (C3G), telle la ceftazidime, est decrite depuis 1985 et elle peut étre liée a la
production de B-lactamases a spectre élargi ou étendu (BLSE) qui sont sensibles aux
inhibiteurs de B-lactamases (enzymes de la classe A)(10).1l y a un grand diversité des
beta-lactamases a spectre étendu décrites dans Klebsiella pneumoniae, telles que TEM-3,
TEM-10 (ou MGH-1), TEM-12 (ou YOU-2), TEM-24,TEM-26 (ou YOU-1). De
nombreux variants de type SHV sont également connus (SHV-4, SHV-5, SHV-6 ou SHV-
8). Plus récemment, la BLSE TEM-52 a été caractérisée : elle présente une activité
inhabituelle vis-a-vis du moxalactame. Et aussi décrite une résistance au céfépime et au
cefpirome :est semble liée a la combinaison de deux mécanismes : la production a haut
niveau d’une BLSE SHV-5 et une diminution de la perméabilité de la membrane
externe.(30)

5. Résistance de P. aeruginosa aux beta lactamine :
5.1. Types de résistance :
5.1.1. Résistance naturelle :

Pseudomonas est naturellement résistant a un grand nombre d'antibiotiques en
raison de la production d'une beta-lactamase chromosomique inductible de classe C qui

n'est pas inhibée par le clavulanate et qui hydrolyse préférentiellement les céphalosporines
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de premiére génération(32), d une mauvaise perméabilite membranaire(33) et Un Systeme
d'efflux membranaire, capable d'exporter les antibiotiques en dehors de la cellule. Cette
pompe a efflux est composée de trois protéines incorporees dans les membranes internes et

extemes de la paroi bactérienne (34).

5.1.2. Résistance acquis :

La résistance aux beta-lactamines chez Pseudomonas pose souvent de sérieux
problémes car elle entraine souvent la résistance a la plupart des antibiotiques. Ce type de
résistance est généeralement lié & des mutations conduisant a une hyperexpression de la
beta-lactamase chromosomique de classe C et a une diminution de la perméabilité
membranaire (déficite de la porine D2 spécifiquement associée a la résistance a

I’imipénéme) .(35)

De nombreuses beta-lactamases (Types TEM, OXA, PSE), conférant la résistance

aux pénicillines, ont été identifiées chez P. aeruginosa.

5.2. Mécanismes de résistance par Beta lactamase a spectre étendu (BLSE) :

Cette bactérie ubiquitaire dans I’environnement produit naturellement une
céphalosporinase (AmpC), synthétisée a un niveau relativement faible mais qui participe a
la résistance naturelle importante de cette espece, et exprime naturellement plusieurs

systemes d’efflux dont le plus important est MexAB-OprM . Elle développe par ailleurs

une resistance acquise trés fréquente et en constante évolution. Celle-ci est liée a sa
capacité d’acquérir divers mécanismes de résistance, enzymatiques (pénicillinases,
hyperproduction de céphalosporinase chromosomique, béta-lactamases a spectre étendu,

carbapénémases de classe B) ou non enzymatiques (imperméabilité par mutation

chromosomique de la porine OprD2, surexpression de systemes d’efflux actif). (36)

6. inhibition des B- laclatamases par les plantes medicinale :

Des études montre que les plantes médicinales pourraient étre des sources de composés

qui peuvent étre utilisés pour lutter contre les bactéries résistantes aux béta-lactamines .

6.1. La plante Artemisia campestris :

6.1.1. Systématique de la plante :
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Régne :plantae
Sous-regne :trachéopytes
Subdivision : spermatophytes
Classe : dicotylédones
Ordre : Asterales
Famille :Asteraceae
Genre : Artemisial.

Espéce : Artemisia campestris L

Classification de Artemisia herba-alba (40)(41)

Figure 05: Artemisia campestris (72)

6.1.2.Nomenclature de la plante :

Noms vernaculaires : Deghoufet.

En Francais : Armoise rouge
En Arabe : s

Nom scientifique : Artemisia campestris (72)

6.1.3.Description botanique :

Artemisia campestris est une plante aromatique a tiges robustes d’une hauteur de
30 a 80cm. Cette plante possede des capitules trés petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou
coniques, a involucre scarieux, ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de
rouge, et a pédoncule muni de poils blanchatres a brunatre, Les feuilles d ‘Artemisia

campestris sont glabres de couleur verte foncée, les inférieures dipinnatiséquées, les




supérieures pinnatiséquées, les basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses a la
base striée (38,39).

6.1.4.Distribution géographique d’Artemisia campestris :

Artemisia campestris L. pousse dans des habitats ouverts tels que les prairies, les
foréts de pins, les espaces ouverts et les sommets des montagnes, principalement sur des

sols secs, et est généralement une espéce sauvage.

cette plante est largement distribuée en Amérique du Nord,en en Russie
Européenne ,en Europe(42). En Europe central et en Europe du sud Cette plante pousse sur
des sols herbeux riches en éléments alcalins ; elle est considérée comme un type basique de
terre perturbée, sillonnée de riviéres asséchées dans le sud de I'Espagne(43).

Elle prédomine dans les régions arides des pays de I’ Afrique du Nord(44). Surtout
dans les pays mediterranéens, il prefere les habitats semi-arides et offre une bonne
couverture du sol.En plus de ses propriétés de protection de surface, il est également une
source de débris(45).

6.1.5. Composition chimique :
Cette plante s'est avérée riche en flavonoides, en acides phénoliques et en
COmposeés terpéniques.
6.1.5.1.Flavonoides :

Les flavonoides sont des polyphénoles complex dont le structure est constituée de

noyaux aromtiques et d’un hétérocyle oxygénés.(40)




Il devise en deux sous classe :
o flavones :comme
I’apigénine ; 7-O-glucuronide apigénine ; 6- methoxyapigénine (hispiduline) ;
7-O-méthyl 6-methoxyapigénine (cirsimaritine) ; 4'-O-méthyl 6-methoxyapigénine ; 7-O-

hexoside apigénine ; 7-O-méthyl 8-hydroxyapigénine ; 6,8-di-C-glucoside apigénine ; 6-
C-glucuronide apigénine ; 8-C-pentoside apigénine 7,4'-Odiméthyl Apigénine .

la lutéoline; 7-O-méthyl 6- methoxylutéoline (cirsiliol) ; 7,3-O-diméthyl 6-
methoxylutéoline (cirsilineol) ; 6- methoxylutéoline (eupafolin) ; 7,3’,4'-O-triméthyl 6-

methoxylutéoline acétyle-glucuronide ; 7,4'-O-diméthyl 6-methoxylutéoline (eupatorin) ;
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figure 07 : Structures chimiques des flavones identifiés dans A.campestris L (41)
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e flavonols : inclus les molecules suivants :

kaempférol et ses dérivés: 3,7,4-O-triméthyl 6-methoxykaempférol; 7-O-
méthyle kaempférol; 3,7-O-diméthyle kaempférol; 3-rhamnoside kaempférol; 3-
rutinoside kaempférol; | 3,7,4'-O-triméthyl kaempférol .

la quercétine et ses dérivés : 7-O-méthyl quercétine (rhamnétine) ; 3,3'-O-diméthyl
quercétine ; 6-hydroxyquercétine (quercétagétine), 3'-O-méthyl quercétine
(isorhamnétine) ; 4'-O-méthyl quercétine (tamarixetin) ; 3-O- glucuronide quercétine ; 3-
rutinoside quercétine (rutine) ; 3-galactoside quercétine (hypéroside) ;3'-O-méthyle
hexoside quercétine ; 3-O-méthyl 6-methoxyquercétine (axillarine).(40)
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Figure 08 : Structures chimiques des flavonols identifiés dans A.campestris L.(41)




6.1.5.2. acides phénoliques :

les principaux acide phénolique trouver dans I’Artemisia campestris est l'acide 4-

méthoxy cinnamique, l'acide p-coumarique, l'acide férulique, et I'acide chlorogénique ,

I’acide vanillique, les acides isocholorogéniques A,B et C nouveau acides phénoliques ont

éte identifiée ,il s’agit de I’acide néochlorogénique, I’acide 4-Ocafféoylquinigiue en plus

de I’acide chlorogénique(40,61).
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Figure 09: structure chimique d’acide phénolique et ses dérivé (41)

6.1.5.3. Coumarines et isocoumarines :

Dans d’artemisia campestris trouver aésculétine, hydroxycoumarine, scopolin, et

fraxidine (40). et des isocoumarines tels

artémidinal(56).

Eartémidine et (+) epoxyartémidine ,
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Figure 10 : sturucture chimique des coumarines, isocoumarines (41)
6.1.5.4. Terpéne :
Les terpénes sont des molécules a base d'hydrocarbures qui possedent une

structure pouvant étre hypothétiquement dérivée de I'isopréne donnant naissance a des
structures qui peuvent étre divisees en unités d'isopentane(41).

inclus monterpenes a-pinéne, B-myrcéne, B-pinéne, 1,8- cinéole, limonéne, p-
cymene, a-terpinéne, y-terpinene, menthol, et les sesquiterpenes :a-copaéne, B-fernéséne,
cis-nerolidol, et oxyde de caryophyllene.(40)
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Figure 11 : sturucture chimique des monoerpéne (40)




Sesquiterpoenes

oo /J\ R T /"\////

~7
I

/ ~~—
L P-Farmcesono
- ,—/ >
- Copacnae .

/
v\‘y"“ ‘\\ //L\\ _/,/\HP/‘,X,/\
\_XJO .

" - v - :
- l cis-Nerolidol
Carvophylleonce oxide — TN :

Figure 12 : sturucture chimique des sesquiterpene (40)

6.1.6.L"utilisation traditionnelle d*Artemisa campestris :

La partie aérienne de cette plante est utilisée en medecine populaire comme
anthelminthique, antiseptique, cholagogue, desobstruant, emmeénagogue, stomachique,
tonique, hypotenseur et antivenin. La plante était utilisée par certaines tribus indiennes
d’Amérique du Nord comme abortif pour mettre fin aux grossesses difficiles. La plante a
été écrasee et appliquée en externe sur les articulations rhumatismales, I'eczéma, les bleus
et les plaies. Un cataplasme de feuilles écrasees a été appliqué sur les yeux douloureux.
Une infusion des racines a été utilisée, surtout chez les enfants, comme tonique capillaire et
pour traiter les infections du cuir chevelu. Elle a été prise en interne pour favoriser la

miction et le transit intestinal.(46)

L’Algérie utilise cette plante pour le traitement des Affections cutanées, gastro-
intestinales, analeptique, anthelminthique, et utilisé comme antidiabétique,
antihypertensive, antitussive, diurétique, vulnéraire, régulateur de la circulation, fébrifuge,
vermifuge, emménagogue, pour les soins post-partum, sédative, antivenin, vermifuge,

contre la calvitie, pour I’amaigrissement, soin des goitre(47,48,49,50,51,52).

Et dans le maroc utilisé pour les troubles métabolique, oculaire, cutanées

(mélasma), digestives, respiratoires et allergiques, Antidiabétique.(53,54,55,56).

En Tunisie utilise comme un Antivenin, anti-inflammatoire, anti-rhum,
anthelminthique, anti-eczéma, fébrifuge, antitussive, contre les infections urinaires, et pour

les problémes digestifs et cutanés, tonique(57,58,59).
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6.1.7.Activité antimicrobienne :

Plusieurs études ont montre cette activité antimicrobienne contre un large spectre
de souche bactérienne gram positive ou gram négative telle que klebsiella pneumoniae ,

Escherichia coli , bacillus cereus, pseudomonas aeruginosa(60)

Une etude expérimentale menée par Tharib.,et al(1983)a montré que certain
composé de partie aerienne d’Artemisia campestris posséde une forte activité contre
staphylococcus aureus et Escherichia coli et un faible activité contre Proteus vulgaris et
aucun activité contre Proteus pyocyanea (69).

D’autre étude menée par Naili et al (2010) a montré que I’extrait méthanolique
des feuilles d’Artemisia campestris posséde une une activité antimicrobienne contre
Escherichia coli( avec un zone d’inhibition 10mm), Bacillus subtilis (zone d’inhibition
32mm), Staphylococcus aureus (zone d’inhibition 27mm), ,Salmonella typhi (zone

d’inhibition 8mm) et Pseudomonas aeruginosa (zone d’inhibition 9mm).(70)

Karabegovi¢ et al. (2011) ont trouver que deux types d’extraits méthanolique
prépares differemment a partire la partie aérienne de la plante posséde une activité
antimicrobienne contre  Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis, Escherichia coli avec des zones d’inhibition (18 a 21mm)(64).

6.2. La plante Artemisia herba alba :
6.2.1. Présentation de la plante :

Artemisia est le nom de genre des armoises ; herba-alba signifie herbe blanche.
Artemisia herba-alba Asso. est une plante caractérisee par son arbme pénétrant, agréable et
fort, tandis que le godt est extrémement amer, la période de floraison est généralement
entre mai et juin jusqu'en octobre dans certaines régions . ile est utilisée en médecine

traditionnelle pour traiter plusieurs maladies(71).




Figure 13 : Artemisia herba- alba(72)

6.2.2. Systématique de la plante :

Regne : Plantae.
Sous-régne : Tracheobionta.
Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.
Sous-classe : Asteridae.
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae.
Sous-famille : Asterioideae.
Genre : Artemisia

Espéce : Artemisia herba Alba (Asso)

Classification de Artemisia herba-alba (72)
6.2.3.Nomenclature de la plante :

Noms vernaculaires : Chih.

En Frangais : Armoise blanche.
En Arabe : Chih, Gaisoum, Chih korassani.

Nom scientifique : Artemisia herba Alba Asso(72)
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6.2.4. Description botanique :

L’armoise blanche est une plante des climats arides et semi-arides qui pousse dans

les hautes plaines steppiques, les déserts du Moyen-Orient et de 1’ Afrique du Nord. (73)

C’est est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiées, de 30 a 50 cm, trées
feuillées avec une souche épaisse. Les feuilles sont petites, blanches et laineuses avec un
aspect argenté. Les fleurs sont groupées en grappes, a capitules tres petites et ovoides de
1,5 a 3 mm de diametre.(74)

6.2.5. Distribution géographique :

Artemisia herba-alba est un arbuste nain vivace verdatre-argenté poussant dans
les climats arides et semi-arides. Il se rencontre dans la région méditerranéenne en Afrique
du Nord, en Espagne, dans les déserts de la péninsule du Sinai, au Moyen-Orient, dans
I'Himalaya du Nord-Ouest et en Inde.(75)

6.2.6. Composition chimique :

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés de I’Artemisia herba

alba dont les plus importants sont les sesquiterpénes lactoneset les flavonoides.

En plus des sesquiterpenes lactones et des flavonoides 1’analyse phytochimique a
montré que la composition des huiles essentielles de I’Artemisia herba alba Asso est riche

en monoterpéenes, triterpénes pentacycliques, santonines, coumarines et tanins. (76)

6.2.6.1. Les lactones de Sesquiterpene :

Les lactones sesquiterpéniques sont les métabolites secondairesles plus

caractéristiques de nombreuses especes du grand genre Artemisia.(77)

Plusieurs types de sesquiterpénes lactones ont été trouvés dans les parties
aériennes de [’Artemisia herba alba Asso. Les Eudesmanolides suivie par germacranolides

semblent les types les plus abondants dans cette espéce.
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Figure 14 : Lactones sesquiterpéniques d’ Artemisia herba-alba poussant en Algérie (78).
6.2.6.2. Les flavonoides :

Les flavonoides détectés chez A. herba-alba montrent une grande variation
structurelle, allant de flavone et flavonol glycosides a des flavonoides hautement méthylés
plus inhabituels. Dans les etudes des feuilles et les vapeurs d’A. herbaalba collectées au
Sinai, un total de huit flavonoides O- et C-glycosides ont été isolés et identifié . Examen
des parties aériennes d’A. herba-alba collectées a partir de plantes médicinales libanaises
les magasins ont conduit a l'isolement de deux flavonoides; hispiduline et cirsilineol . Un
nouveau flavone, 5,4'- dihydroxy-6, 7,3’- triméthoxyflavone, a été isolé a partir de l'extrait

non glycosidique des parties aériennes de A.herba-alba (78).
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Figure 15 : les Les flavonoides d” Artemisia herba-alba.(78)

6.2.7. Utilisation thérapeutique de la plante :

L'espéce L'Artemisia herba alba Asso. a été utiliséee en medecine
traditionnelle pour traiter les rhumes, soulager le diabéte, la toux, les troubles
intestinaux, traiter les blessures chez I'homme diarrhées, névralgie, bronchite et

I'hypertension (80).

Des recherches in vitro, ont prouve plusieurs activités de I'extrait aqueux de
I'armoise blanche, ils ont trouvé que cet extrait inhibe I'action hémolytique des venins de
serpents et de scorpions ,ils ont a prouvé aussi une importante activité antioxydante de
I'extrait d'Artemisia herba alba(79).

6.2.8. Activité antibactérienne :

Plusieurs études ont montrés que les huiles essentielles et les extraitst d’Artemisia
herba alba sont capables d’inhiber la croissance de plusieurs microorganismes, ils peuvent
avoir une double action contre les microbes, elles peuvent les tuer (effet bactéricide) ou

arréter leur prolifération (effet bactériostatique). leur action se déroule en : Attaque la paroi
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bactérienne, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité , acidification de

Iintérieur de la cellule provoquant la coagulation des constituants cellulaire par la

dénaturation des protéines , destruction du matériel génétique qui cause la mort de la
bactérie .(81)(82).

e Synthese des travaux effectué pour inhibé les bactéries résistante
par BLSE (entre 2007-2020):

Une étude effectué par Joseph GANGOUE PIEBOJI (2007) Dans le but de
rechercher de nouveaux inhibiteurs des 3-lactamases plus actifs, ils ont étudié deux plantes
médicinales, Garcinia lucida (Clusiaceae) et Bridelia micrantha (Euphorbiceae) en vue

d'évaluer leur activité anti- R-lactamase. Les concentrations inhibant 50% de l'activité de

I'enzyme (CI50) des extraits de G. lucida et B. micrantha sont respectivement de 0,01

ma/ml (R-lactamase P99) et de 0,019 mg/ml (R-lactamase OXA-10) indiguant ainsi une

bonne inhibition des R-lactamases par les extraits de ces plantes. (97)

D’autre étude en 2009 a été effectué¢ par Joseph Gangoué et al initiée pour
évaluer les propriétés antimicrobiennes de 17 extraits bruts de 12 plantes médicinales
contre des bactéries résistantes aux béta-lactamines , Les activités antimicrobiennes des
extraits de plantes ont été évaluées contre des bactéries résistantes aux béta-lactamines
prouvées cliniquement (Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureuset Enterococcussp.
) et des souches bactériennes de référence (Escherichia coliATCC 35218, Enterobacter
aerogenesATCC 29751, E. aerogenesATCC 13048, Pseudomonas aeruginosaATCC 27853
et Enterococcus hiraeATCC 9790) en utilisant des tests de diffusion en disque et de

dilution en gélose, Parmi lesl7 extraits de plantes étudiés, sept ont montré une bonne

activité antimicrobienne contre les bactéries testées. L'écorce de la tige de B. micranthaet

Jdes feuilles de D. pictaw étaient les plus actives contre les bacilles Gram-négatifs

producteurs de béta-lactamase.(98).
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En 2020 Stephane Effoe et al fait des études pour d'évaluer les propriétés
antimicrobiennes des extraits de deux légumes feuillus Amaranthus spinosus et Tridax
procumbens traditionnellement utilisés dans la région maritime du Togo pour leurs
proprietés thérapeutiques.Les méthodes de diffusion en puits d'agar et de microdilution en
bouillon de Mueller Hinton ont été utilisées pour estimer le potentiel antimicrobien des
extraits hydroéthanoliques des légumes Amaranthus spinosus et Tridax procumbens. les
extraits hydroéthanoliques des feuilles de ces plantes sur six souches de référence et neuf
souches cliniques dont trois multirésistantes et productrices de béta-lactamase a spectre
étendu (BLSE). Les tests de susceptibilité antimicrobienne ont montré que ces extraits

testés inhibent diversement la croissance des souches utilisées. L'extrait de T. procumbens

était le plus actif et inhibait la croissance de toutes les souches, a I'exception de Candida.

(99)

Docking moléculaire :

1. Introduction :

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe
moléculaire a partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre
en oeuvre, moins cher et plus rapide que l'utilisation d'une des méthodes expérimentales.
Les logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et
médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui
interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique

(récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée.(84) .




2. Les outils du Docking moléculaire :

Les éléments indispensables pour pratiquer un docking moléculaire se limitent en
un récepteur macromoléculaire de nature protéique appelée : cible, une petite molécule
appelée ligand et un programme de docking qui prédit la conformation la plus favorable du
ligand au sein du récepteur choisi(85).

2.1.  Les Récepteurs :

Pour I’obtention des récepteurs, on utilise les structures 3D des protéines qui sont
accessibles gratuitement dans la banque de donnée PDB (Protéine Data Bank). Il s’agit
d’une grande archive de données structurales de macromolécules biologiques : protéines et
acides nucléiques (ADN, ARN) . Les données structurales sont obtenues par
cristallographie aux rayons X, spectroscopie RMN(86).

Les différentes conformations tridimensionnelles sont téléchargeables sous
extension pdb lisibles par les logiciels de docking et contenant diverses informations sur la
protéine en question. Par exemple : le nom du récepteur, I’équipe qui a résolue la structure,

la méthode expérimentale, ...ctc(86).

2.2 Le(s) ligand(s) :

En biologie, un ligand (du latin ligandum, liant) est une molécule qui se lie de
maniére réversible a une macromolécule ciblée, protéine ou acide nucléique, jouant en
général un role fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse, modulation d'une activité
enzymatique, transmission d'un signal. Ce terme, tres utilisé pour I'étude de protéines,
désigne les molécules qui interagissent avec la protéine de maniere non-covalente et

spécifique et qui jouent un role dans ses fonctions.

La liaison d'un ligand a une protéine réceptrice modifie souvent la conformation
de cette derniere, c'est-a-dire sa structure en trois dimensions (3D). L'énergie associée aux
interactions intermoléculaires formées entre la protéine et son ligand permet de
promouvoir ce changement de conformation, appelé ajustement induit. Cette modification

structurale peut ainsi moduler éventuellement son état fonctionnel et son activité. (87)

La structure des ligands est obtenue par deux moyens :




-Le premier : consiste a utiliser des ligands du pdb ou de la littérature qu’on peut dessiner,
optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....) grace a des logiciels de
construction moléculaires tels que Titan .

-Le deuxieme : consiste a utiliser des collections de molécules (chimiotheques) virtuelles
aussi bien commerciales, est constituée de bases de données de structures chimiques
appelés chimiotheques ou espaces chimique les plus utilisées, « la PubChem » (88).

2.3.PubChem :

C’est une banque de données de molécules chimiques et de leurs bioactivités. Le
systeme est maintenu par le « NCBI » (National Center for Biotechnology Information)
des Etats Unis. Cette chimiothéque est consultée gratuitement via une interface utilisateur
Web. Elle contient des descriptions de substances et de petites molécules avec moins de
1000 atomes et 1000 liaisons et offre des données d’ordre chimique, biochimique,

pharmacologique, toxicologique...etc(89).

2.4. Drugbank :

C’est une base de données en ligne, accessible gratuitement et contenant des
informations sur les médicaments et leurs cibles. Elle est largement utilisée en industrie
pharmaceutiqgue et en chimie medicale et combine les données chimiques,
pharmacologiques et pharmaceutiques avec des informations complétes sur le médicament
(nomenclature, description, métabolites, séquence des cibles, données sur les brevets,
prix,...etc(90)(91)(92)(93).

2.5.. SwissADME :

Ce serveur permet de calculer des descripteurs physicochimiques ainsi que des
propriétés pharmacocinétiques des composés. .On-peut consulter ce serveur via le lien:

http://lwww.swissadme.ch/ (100).
2.6. PreADMET :

Est un serveur en linge permettant de prédire les données ADMET. Dans le
présent travail, ce serveur a été utilisé pour prédire plusieurs critéres régissant la toxicité
potentielle de nos composés. On peut consulter ce serveur via le lien
https://preadmet.bmdrc.kr/ (101).
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https://preadmet.bmdrc.kr/

2.7. Programmes :

A I'heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires (commerciaux
ou non) sont disponibles .Les plus freguemment cités sont respectivement : AutoDock,
GOLD, FlexX, DOCK et ICM . lls permettent notamment un criblage rapide de vastes
librairies de composés. Ces programmes reposent le plus souvent sur des algo-rithmes

spécifiques (Algorithme génétique, Recuit Simulé...)(94).
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Figure 17 : Comparaison des programmes de docking les plus cités.




Nom Editeur Site Internet

AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/

Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu /

FlexX BioSolvelT | http://dock.compbio.ucsf.edu /

Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrodinger | http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html

LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

Surflex Biopharmics | http://www.biopharmics.com/products.htm.

Détermination

des structures de structure

Docking Préparation

Prédiction
Evaluation

Tableau 05 : Principaux programmes du docking moléculaire.

Figure 18 : Etapes typiques d'un docking
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1.Matériales végétales :

Notre étude a porté sur deux espéces de plants :
e . Artemisia campestris
e .Artemisia herba alba
(la partié aérienne tiges ,feuilles , fleurs des 2 plantes)

2.Préparation d’extrait brut de deux plants :

Extraction par les solvants organiques :

Extraction par macération : c’est une technique qui permet d’extraire les
principaux actives. Nous avant Commencé  par mettre 100 ml de méthanol dans un
flacon , puis ajouter 10g de matiére végétale sec , Laisser macérer pendant 24h sous
agitation continue a température ambiante. la solutiona étée centrifugée
(5500spam/15min) . Aprés une filtration sur papier filtrer, le filtrat est évaporés a sec a
I’aide d’un évaporateur rotatif “BUCHI” & une température de 40- 50 c°. ’extrait obtenu a
été dissous dans une 10 ml de méthanol(MeOH) (la conservation de [I’extrait doit étre au

réfrigérateur 4c°) .

\ 7B

Figure 19 : Extraction par macération




Figure 20 : évaporation des extraits par un évaporateur rotatif

3. détermination de rendement :

Le rendement calculé selon la relation suivante :

R = (poids de I’extrait obtenu /poids de la matiere végétale totale) X 100

4. Etude de Pactivité antibactériennes:

L'activité antibactérienne a été étudiée contre 7 souches bactériennes Gram + et
Gram-. Ces souches nous ont été isolées et fournies par un service de bactériologie du

laboratoire d’un hospital.

4.1. Les souche bactérienne testées :

Une souche de Pseudomonas aeruginosa (L4) , deux souches de klebsiella
pneumoniae (S35 et F40) et une Souche de référence Klebsiella pneumoniae
Atcc7006030 .

On a choisi ces bactérie car elles sont : responsable a des infections nosocomiales

et résistants par la production de BLSE ( b-lactamase a spectre élargie ).




Autres souches a été isolée pour confirmer Tactivité inhibitrice des extraits
des plantes sélectionné sur eux : Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus , Bacillus

cereus .

4.2. les mileux de culture utilisé :

e Mackonky .
e Milieu BHIB.
e Gélose nutritif.

e Gélose muller hinton .

4.3.Préparation des inoculum :

La revivification des bactérie fait par un ensemencement sur les milieux de culture
suivants :

Solide

e Mackonky pour les souches :Pseudomonas aeruginosa ,klebsiella pneumoniae et la
Souche de référence Klebsiella pneumoniae Atcc7006030

e Gélose nutritif : pour Bacillus ceureus .
e Chapman pour : staphylococcus aeureus , micrococcus luteus .

» Incubation a 37c® pendant 18h .

Liquide :
Nous avant fait un repiquage pour tous les souches dans un milieu liquide riche

« BHIB » afin d’obtenir des cultures jeune.

» Incubation a 37° pendant 18h .
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Apres I’incubation, les inoculum doit étre diluée par le BHIB (pour diminué la
charge bactériennes) et standardiser de telle fagon que sa densité optique mesuré a 620nm
soit comprise entre 0.08- 0.1. La densité optique est mesurée a I’aide d’un
spectrophotometre .

4.4. Préparation de dilution de I’extrait d’Artemisia campestris :

La dilution est Pour diminué la concentration de I’extrait

e Dans un tube ont été mettre 4ml de méthanol avec 1ml de I’ extrait brut de la

plante .

4.5. Préparation la dilution de de ’extrait d’ Artemisia herba alba :

Dilution 1/100 :

e Dans tube onaajouté 900uL méthanol avec 100 ulL d’extrait brut .

Dilution1/10 :

e Dans unautre tube on a ajouté 990 uL méthanol avec 10 uL extrait brut.

4.6. Technique de diffusion sur gélose (méthode de puits) :

On a coulés dans des boites de pétri le gélose Muller Hinton. L’épaisseur du
milieu doit étre de 4 mm car une couche plus fine augmente la taille de la zone

d’inhibition ce qui peut donner un faux résultat.

On ensemence les 7 souches aseptiquement a 1’aide d’une écouvillon par

une suspension de 108cellules /ml .

A P’aide de la partie supérieure de pipette pasteure stérile., on a créé 4 puits

dans la gélose de chaque boite.

Le premier puit a été remplirai par ’extrait pure d Artemisia campestris, le
deuxiéme puits par extrait pure d’Artemisia herba alba, le troisiéme par Iextrait

d’Artemisia herba alba diluée 1/100, et le derniere puits par la dilution 1/10.
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» Incubation des boites a 37c°pendant 24h.

5. Etude de Pactivité antibiofilm :

On va faire une activité antibiofilm pour :les deux souches de Kklebsiella
pneumoniae (S35et F40) , Souche de référence Klebsiella pneumoniae Atcc7006030 ,
Pseudomonas aeruginosa (L4).

Méthode de microdilution en microplaque 96 puits :

Dans le premier puits on a ajouté 20 ul de I’extrait méthanolique avec 280ul de
suspension bactérienne testé , pour avoir un volume finale 300 ul , dans la méme ligne on
remplit chaque puits par 150ul de suspension bactérienne testé . aussi autre ligne utilisé
comme contrdle négative. aprés avoir bien mélangé le contenu de le premier puits , nous
avons pris 150ul et ajouter dans le puits suivants, I’opération a été répéter jusqu’a le

dernier puits de méme ligne , la quantité 150 ul restent doit étre eliminé .
» Incubation a 37c°pendant 24h.

Apres I’incubation, les cellules ont été retirées en retournant la plaque et en
secouant le liquide. La microplaque est lavée a I'eau distillée. Le processus est répété deux
fois, Cette étape permet d'éliminer les cellules non attachées et les composants du support
qui peuvent étre colorés a I'étape suivante et de réduire considérablement la coloration de
fond. Puis remplisse tous les puits avec du cristal violet, Incuber la microplaque a
température ambiante pendant 15 min. La plaque est rincée 3 a 4 fois a l'eau en la
plongeant dans un bol d'eau, puis séchée avec du papier absorbant pour débarrasser la

plaque de tout exceés de cellules et de pigment.
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Figure 21 : Représente la protocole dans microplaque 96 puits
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1. Le rendements de I’extrait méthanolique d’Artemisia campestris :

R = (poids de I’extrait obtenu /poids de la matiére végétale totale) X 100

R=(2,03458/10)*100=20,3458

R=20.3458%

2. Le rendements de I’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba:

R= (1.907/10)*100

R=19.07%

3. La concentration de I’extrait méthanolique d’Artemisia campestris :

[C]= 234.58/I

4. La concentration de I’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba

[C]=381.4g/I




5. Evaluation de Pactivité antibactériennes :

5.1. La croissance des souche bactériennes :

Figure22 : Pseudomonas aeruginosa , Souche de référence
Atcc7006030 en mackonky

Klebsiella pneumoniae




Figure25 : Représentation des souche bactérienne cultivé dans le BHIB apres
I’incubation, staphylococcus aeureus, Bacillus ceureus micrococcus luteus ,
Pseudomonas aeruginosa, klebsiella pneumoniae s35, klebsiella pneumoniae F40 , et la
Souche de référence Klebsiella pneumoniae Atcc7006030 )

5.2 .Méthode de diffusion sur gélose : (méthode des puits)

La méthode permet de mettre en évidence le pouvoir antimicrobienne de deux extrait
méthanolique.

5.2.1. L’activité de I’extrait méthanolique d’Artemisia campestris :

Il y a aucune activité d’extrait sur les souche multirésistant Pseudomonas
aeruginosa,  klebsiella pneumoniae(f40) , klebsiella pneumoniaes(s35), et souche de
référence Klebsiella pneumoniae Atcc7006030. au contraire on a remarqué une activité
antimicrobienne moyenne contre Bacillus ceureus, staphylococcus aeureus, micrococcus

luteus avec des zones d’inhibitions de 18mm,15mm,17mm respectivement.




Figure 26 : Activité antimicrobienne d’ Artemisia campestris sur micrococcus luteus

Figure 27 : Activité antimicrobienne d’ Artemisia campestris sur Bacillus ceureus (a
gouche), et sur staphylococcus aeureus.(a droit)

Figure28 : Activité antimicrobienne d’ Artemisia campestris sur Pseudomonas
aeruginosa, et Klebsiella pneumoniae Atcc7006030 )




Figure29 : activité antimicrobienne d’Artemisia campestris sur sur Klebsiella pneumoniae

S 35et F40

5.2.2. L’activité de I’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba :

Aucune activité antimicrobiene d’extrait a été observée  contre les souche
multirésistant  Pseudomonas aeruginosa, klebsiella pneumoniae(f40) , klebsiella

pneumoniaes(s35), et la souche de référence Klebsiella pneumoniae Atcc7006030.

On observe une activité modérée contre les souches: Bacillus ceureus,
staphylococcus aeureus, micrococcus luteus avec des zones d’inhibitions 14mm, 12mm,

18mm.

Pour les dilution1/100 et 1/10 ne possedent aucun effet sur toute les souches

bactérienne testées.




Figure31l : Activité antimicrobienne d’Artemisia herba alba sur staphylococcus
aeureus(a gauche), et  Bacillus ceureus.( a droite )

Figure32 : Activité antimicrobienne d’Artemisia herba alba sur Pseudomonas aeruginosa,
klebsiella pneumoniae Atcc7006030.

Figure33 : Activité antimicrobienne d’Artemisia herba alba sur klebsiella pneumoniae
f40, klebsiella pneumoniaes s35
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Le tableau ci-dessous représente Diametre de la zone d’inhibition (mm) :

Diametre de la zone d’inhibition (mm)

Artemisia campestris

Artemisia herba alba

Les souche bactériene Extrait pure Extrai | Dilution1/10 | Dilution1/10
tpure |0

Pseudomonas aeruginosa | - - - -

klebsiella pneumoniae s35 | - - - -

klebsiella pneumoniae f40 | - - - -

Klebsiella pneumoniae | - - - -
Atcc7006030

Bacillus ceureus 18 14 - -
staphylococcus aeureus 15 12 - -
micrococcus luteus 17 18 - -

Tableau06 : Diamétre des zone d’inhibition
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6. Evaluation de P’activité antibiofilm :

R

Figure34 : Résultat d’activité anti biofilm

Les souche bactérienne testé Pseudomonas aeruginosa, les deux souches de
klebsiella pneumoniae , et la Souche de référence Klebsiella pneumoniae Atcc7006030 )

posséde la capasité de formé la biofilm.

On a remarqué que les deux extraits méthanolique de deux plants Artemisia
campestris et Artemisia herba alba ne présent aucun effet sur la formation de biofilm chez

toute les souche testé ,
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Artemisia campestris, a révelé plusieurs activités pharmacologiques telles que des
effets antimicrobiens, antioxydants, cytotoxiques, insecticides, antivenimeux et de
nombreux autres effets pharmacologiques .La plant contienne des nombreux composeés
doués d’une activité antimicrobienne tell que les alcaloides, les saponines, les terpénes et
les flavonoides.(1) Artemisia herba alba est largement utilisé pour le traitement de
plusieurs maladies, les feuilles est largement utilisés dans la médecine traditionnelle
comme une décoction antivenimeux, anti-inflammatoire (rhumes, la toux, la bronchite, la
diarrhée), (maladies de la peau, la gale, la syphilis) anti-infectieux(2,3). Des études
phytochimiques de cette plante ont révélé l'existence de nombreux composés bénéfiques
tels que [I'herbalbine, l'acétate de cis-chryanthényle, les flavonoides (hispiduline et
cirsilinéol), les monoterpénes, les sesquiterpénes. Les parties aériennes se caractérisent par

un tres faible degré de toxicité. (4)

L’objectif principale de notre travail est d’inhibé la croissance des souches
bactériennes multiresistant isolé a partir d’un milieu hospitalier par I’extrait méthanolique
de deux plant ,et déterminé les molécules impliqué dans I’inhibition de ’enzyme beta

lactamase spectre élargie produist par ces souches .

D’apres les résultats obtenus nous ne trouvons aucune activité sur les souche de
klebsiella pneumoniae, et Pseudomonas aeruginosa, alors que on a remarqué une activité
inhibitrice moyenne chez les deux extraits méthanolique des deux plante contre Bacillus
ceureus , staphylococcus aeureus , micrococcus luteus. C’est-a-dire les molécules
d’Artemisia campestris et d’Artemisia herba alba ne présentent aucun effet sur I’enzyme
béta-lactamase spectre élargie produit par Pseudomonas aeruginosa, et klebsiella

pneumoniae .

Ces bactéries développe plusieurs mécanisme de résistance , K. pneumoniae
résiste naturellement a [I’ampicilline et aux carbénicillines par la production de
pénicillinases chromosomiques , et aussi résiste aux céphalosporines 3 génération surtout
par production de béta-lactamase a spectre étendu comme SHV, TEM ,CTX-M (3) . De
nombreuses épidémies nosocomiales causées par cette bactérie ont été décrites, notamment
chez les personnes ayant un systéme immunitaire affaibli, comme les diabétiques et les
alcooliques. Elle peut se propager rapidement entre les patients hospitalisés surtout dans

des unités de soins intensifs adultes ou pédiatriques(31).
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Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne nosocomial majeur, en particulier chez
les patients atteints de mucoviscidose et dans les services de réanimation. Cette souche est
définies par la résistance a au moins trois des quatre principales classes d’antibiotiques
anti-Pseudomonas(pénicillines/céphalosporines,monobactames, carbapénémes, aminosides

et fluoroquinolones).(5)

L’acquisition de résistances aux f-lactamines chez  Pseudomonas
aeruginosa résulte de mutations entrainant une surproduction de la céphalosporinase
constitutive AmpC, une surexpression des systemes d’efflux actif, une diminution de
perméabilité membranaire et ’acquisition de geénes exogenes. La dissémination de [-
lactamases & spectre étendu, de métallo-carbapénémases et d’oxacillinases a spectre élargi

est un phénomene émergent que le biologiste doit pouvoir rapidement évoquer.(6)

Quelques recherches qui s’intéressent a I’étude de D’activité antimicrobienne

d’Artemisia campestris :

Ben Sassi et al (2007), ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de la
partie aérienne Artemisia campestris, ils ont trouvé que seul ’extrait d’acétone exerce un

effet inhibiteur parmi les trois extraits (acétone, hexane, méthanol). (57)

Naili et al (2010), ont étudié I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique
des feuilles d’A. campestris. Contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, , Salmonella typhi les résultats obtenus montré que cet extrait

possede un effet inhibiteur sur toutes les bactéries étudiées.(70)

Tharib.,et al(1983), ont été étudié 1’activité antimicrobienne de la partie aérienne
d’Artemisia campestris , ils ont trouvé que certain composé possede une forte activité
contre staphylococcus aureus et Escherichia coli et un activité faible contre Proteus

vulgaris.(69).

Karabegovi¢ et al. (2011) ont été trouvé que deux types d’extraits méthanolique

préparés differemment a partir la partie aérienne de la plante possede une activité




antimicrobienne contre  Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis, Escherichia coli.(64).
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L’objectif essentiel de notre travail et de cette partie est une initiation aux
approches de modélisation par docking moléculaire afin de proposer de nouveaux
inhibiteurs de la beta lactamase a spectre étendu . ces inhibiteur sont des molécules

extraire appartienne d’une plante médicinale .

Des étude antérieures vitro aux Philippine montré que la plant Piper betle (P.
betle) avait une grande valeur potentielle contre les bactéries Gram-négatives et Gram-

positives multirésistantes .

Cette étude a résolument établi I'efficacité de I'extrait éthanolique des feuilles de
P. betle contre des bactéries MDR & Gram-positives et Gram-négatives connues, ce qui
indique que la plante produit des composés qui sont capables de combattre les défenses

bactériennes.

P. betle est une plante médicinale multifonctionnelle, qui est cultivée dans toutes
les Philippines et que l'on trouve également dans d'autres pays comme la Malaisie et I'Inde.
pays, . Les feuilles ont été traditionnellement utilisées pour contrbler les caries, les
maladies parodontales et la prévention de I'halitose, et il est prouvé qu'elles ont des

propriétés gastro-intestinal et hépatoprotecteurn .

Une chromatographie liquide a haute performance en phase inversée avec
détection par barrette de diodes (HPLC-DAD) a été mise au point et validée pour estimer
les différents composés phénoliques de Piper betle ( (acide gallique, acide caféique, acide
syringique, acide p-coumarique, acide sinapique et acide ferrulique, catéchine, , quercetin,

rutine, myricétine, , apigénine et kaempférol ,ferluc, acide clavulanique, et I'eugénol).

Donc en va faire une étude in silico complémentaires pour confirmer leurs résultats
et déterminé exactement la molécule actif.




1. Matériels :

1.1. Microordinateurs :

Nous avons utilisé deux micro-ordinateurs puissants avec une mémoire vive
de 4 GO . Tous les programmes utilisés sont installés sous le systéme d’exploitation
Windows 10- 64 bits .

2.2 .Programme (logiciels) :

AutoDock Tools :

Concernant le programme du docking moléculaire, nous avons utilisé

AutoDock version 4.2.6 afin de simuler les interactions Enzyme-inhibiteur .

Le protéine et les ligands utilisés dans ce travail étant en géenéral sous le format

PDB sont convertis au format pdbqt par le programme AutoDock Tools.

AutoDockTools
oo L 3

Please Register! It helps us secure funding for
supporting development and you won't have to
click these buttons again in the future. Thanks.

Figure 35 : L’interface graphique AutoDock Tools.
Accelry Discovry Studio Visualizer:

Discovery Studio Visualiser est un logiciel complet de construction,
visualisation des structures et des séquences biomoléculaires, ainsi que d’alignement

multiple de séquences et superposition de structures spatiales.

1.3. Banques de données :
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Figure 36: Interface d'accueil du PDB et PubChem

2. Méthodes :

2.1. Préparation de la protéine SHV-1 Beta-lactamase :

La structure 3D de la Béta-Lactamase, a été obtenue via la banque de donnée
PDB. Cette derniére nous a proposé plusieurs structures cristallographiques de complexes
Béta-Lactamases-Inhibiteur, nous avons choisi le codes SHV_1 correspondant a la classe

A de la Béta-Lactamase.(protéine sécrété par la souches Klebsiella pneumonia).
Leur préparation pour ’amarrage s’effectue comme suit :

v Elimination des molécules d’eau, et le ligand pour avoir un modele simplifié de la
protéine. Cette étape est réalisee par le I’ogiciel Accelry Discovry Studio (version 4.0).
Figure(18).

v’ La structure est enregistrée en format PDB.

v L’importation de la protéine dans le logiciel autodock et I’ouvrier.

v'les hydrogenes polaires et les charges de Kollman partielles ont été ajoutés aux
protéines et La structures est enregistrée en format PDBQT.
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1) )
Figure 37 : Structure de SHV-1 non simplifié (1) et simplifiée (2).

2.2.Préparation des Ligands :

Les structures des composeé inhibiteurs ont éte téléchargée via la base Pubchem.
La préparation des ligands a ete effectuée par minimisation d'énergie en utilisant
I'algorithme de Gasteiger, en détectant la racine et en définissant le nombre de torsions
pour avoir de bonnes conformations prétes a étre dockées dans le site . (cette préparation

a ete réalisée sur AutoDock Tools).

Les ligands ont éte enregistrés sous forme de fichiers PDBQT.

3.3.Docking Moleculaire :

Pour la troisieme étape, il s’agit de [I’utilisation d’un logiciel particulier
« 'AutoDock Tools 1.5.4 » pour évaluer I'énergie de liaison la plus faible entre les ligands
et les acides aminé du site actif de la protéines « SHV-1 » en appliquant des parametres de

docking pour bien analyser les résultats.

Le méme programme a également été utilisé pour sélectionné les acides aminé
formatrice du site active de la protéine SHV-1 beta-lactamas ( Sérine(ser70) ,

sérine(serl30), lysine (lys73), acide glutamique(glul66) , asparagine(asnl70),
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thréonine(thr167),

thréonine(thr235), Arginine(arg244), alanine(ALa237), valine(val216) .) et crée, une boite
GRID (GRID BOX) pour couvrir tous les résidus du site actif a afin de définir I’espace de

tyrosine

(tyr105),

recherche conformationnel du ligand & docké.

asparagine

(asn132) ,

lysine(lys234) ,

(On a obtenu Les résidus des acides aminé du site active de la protéine SHV-1
beta_lactamas par des recherches bibliographique dans les article scientifiques ).

Les paramétres sont motionnés dans le tableau suivant :

Protéine

Centre X

Centre Y

Centre Z

Size X

SizeY

Size Z

SHV-1

7.998

30.604

2.928

58

52

44

Tableau 07 : Les paramétres de La GRID BOX pour la protéine SHV-1.

Figure 38 : Positionnement du ligand dans grille tridimensionnelle du site actif.

Les parameétres par défaut ont été utilisés, sauf que le nombre de conformations de
sortie a été fixé a 9. Les conformations préférées sont celles dont I'énergie de liaison est la

plus faible dans le site actif. Enfin, les résultats de docking générés ont été directement
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chargés dans Discovery Studio visualiseur pour visualiser et scruter l'interaction entre les

fragments des ligands avec la protéine SHV-1.




Resultats et discussion

-
0




L'évaluation des 13 poses des molécules inhibitrice avec la protéines B-lactamase
a spectre élargie (SHV-1) basée sur leur Score, leur énergie libre de liaison, et leur mode
de liaison , Les types d’interactions formées sont déduits de I’exploitation des données
fournie par le logiciel Discovery : liaisons hydrogene, liaisons hydrophobes et

électrostatiques Les résultats sont représentés dans les tableaux et les figures suivants :
On a utilisé I’ Avibactam comme un contrfle positive.

« Avibactam est une molécule du médicament inhibiteur de béta-lactamase administré en

association avec des antibiotiques ».

> Avibactam -SHV-1

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d‘amarrage
‘5,5 ATE‘;S
Avibactam AN N
o o

Interactions

Conventional Hydrogen Bond Akl

Tableau 08 : Interactions d'amarrage Avibactam -SHV-1 .

L’analyse visuelle montre que ce composé est bien positionné au sein du site actif
de SHV-beta lactamase (voir le tableau 07) en formant 4 liaisons hydrogenes . Les liaisons
sont formées entre le composé SHV-1 et les résidus ( Ser130,Asp104, Arg244,Thr235) et
une interaction hydrophobe entre la protéine SHV-1 et le résidu Ala237 ,dont Ala237,
SER130, Arg244,Thr235 sont les AA formatrice du site active . (les acides aminé coloré

en jaune sont les AA du site active) .




> Kaempferol-SHV-1

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
Kaempferol -9.1 Alie

ALA
A:248

nnnnnnnnnnnnn

Tableau 09 : Interactions d'amarrage Kaempferol-SHV-1 .

L’

interactions

Figure 39 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

Kaempferol dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase .

Kaempferol-SHV-1 est impliqué dans un type de liaison

hydrophobe avec les résidus d'acides aminés Ala280,l1e279,Ala248,Leu250,l1e246 face a

Pi-alkyl et (lle221) face a Pi-sigma .
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» P-coumaric Acid - SHV-1 :

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
P-coumaric 6.5 A5 ~
Acid .

ILE
AC22L A280

ILE
A:2a6
AL
A2as

Interactions

Conventionsl Hydrogen Bond Pi-alkyl

Tableau 10 : Interactions d'amarrage P-coumaric Acid - SHV-1.

Figure 40 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

P-coumaric Acid dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

L’analyse visuelle montre que le composé P-coumaric  Acid inhibe SHV-1 en

formant deux liaisons hydrogénes au sein du site actif avec les résidus d'acides aminés

(Asn276,Ala280) .De méme, 4 interactions hydrophobiques (Pi-alkyl ) sont formées
entre I’inhibiteur et les résidus Leu250,11e221,11e246 ,Ala248 .




> Quercetin - SHV-1:

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
A s 2
0\
. e A2E3
Quercetin -9.4

= SE) s e
ROR ; 248 A:250
A:280

A279 a2
J:J Carbon Hydrogen Bond 1’7] Pi-Alkyl

Tableau 11 : : Interactions d'amarrage Quercetin - SHV-1.

Leu250

Ali248

Figure 41 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

Quercetin dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

L’ interactions Quercetin -SHV-1 est impliqué par la formation des liaisons
hydrophobes (5 Pi-alkyle), (Liaison Pi-sigma), (liaison Carbon hydrogen) avec les acides
aminés suivants : (Ala280,11e279,11e246,Ala248,Leu250), (11e221) ,et (Gly283),

respectivement . Cet molécule ne forme aucune liaison hydrogene.




Il Matériels et Méthodes

> Rutin- SHV-1:

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
i
o 2
i
O O g ~ —o
H‘;o/ —~o e~
~, ¢ - s
. 9,9 Aes
Rutin — = -
—— ey g S

Tableau 12 : Interactions d'amarrage Rutin- SHV-1.

Figure 42 : Représentation 2D et 3D du positionnement du Rutin dans

le site actifde SHV-1 Béta- Lactamase.
Les résultats ont montré que ce composé est impliqué dans deux types
d'interactions 2 interactions de liaisons hydrogene avec Ser70,Ser130 , et des interactions

hydrophobes : Unfavorable donordonor avec Asn132 ,liaison Pi-anion avec Aspl04 et

liaison Pi-pi T- SHAPED avec Tyr105. La plus part des Aa de cette interaction sont les
AA formatrice du site active Ce qui indique indiquent une interaction forte et stable entre

ce ligand et le site actif de I’SHV-1Béta-Lactamase.
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Il Matériels et Méthodes

Sinapic acid-SHV 1 :

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
AL
A237F
SER
A130 |D|

|

H ‘D/ —O

Sinapic acid 6,3 ~

Interactions

Conventional Hydrogen Bond Alkoyl

Tableau 13 : Interactions d'amarrage Sinapic acid-SHV_1.

Figure 43 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

Sinapic acid dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

Le composé Sinapic acid-SHV-1 : interactions de liaison hydrogéne avec Ser130

et une interactions hydrophobes avec Ala237 I(iaison alkyl).




Il Matériels et Méthodes

> Syringic acid-SHV 1 :

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
—\
/7
- %
<
i i i _5,9 A224
Syringic acid a8

Figure 44: Représentation 2D et 3D du positionnement du

Syringic acid dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

Le composé Syringic acid-SHV_1 interagi avec 3 liaisons  pi-alkyl
(Val224,Ala248,11e221) ,une liaison alkyl (1le246) et une liaison Carbon
hydrogen(Ala280).
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Il Matériels et Méthodes

> Apignin-SHV 1 :

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d‘amarrage
- A 7
- -8,8 ~or ~o
Apignin B

ILE
ARG A221
Azzaa

Interactions

Conventional Hydrogen Bond Pi-alkyl

Tableau 15 : Interactions d'amarrage Apignin-SHV_1.

Ala280

lle279

Figure 45 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

Apignin dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

Pour le composé Apignin-SHV _1 elle est capable de former une interaction

hydrophobes : 4 liaison pi-alkyl avec les résidus 11e279,Ala280 Leu 250,11e221, et une

liaison hydrogéne(Arg244).




> Catechin-SHV-1 :

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
ﬁ)
el
o o -
. -9,4

Catechin % ~—

eractions
Pi-Allyl

Tableau 16 : Interactions d'amarrage Catechin-SHV-1_.

lle246

/

Figure 46 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

Catechin dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

Le composé Catechin-SHV-1 interagit seulement avec un seul type
d’interaction :6 liaison pi-alkyl avec les résidus 11e279,Ala280, 1le221, 11246,
Leu250,Ala248.




> Eugenol-SHV-1 :

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
r PHE ALA
-6.2 ol A l51 A:B6
Eugenol ALA

A:T9

AL
A B2

Interactions
Pi-Pi Stacked Pi-Alkyl
Alkoyl

Tableau 17: Interactions d'amarrage Eugenol-SHV-1 .

Figure 47 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

Eugenol dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

L’ interactions Eugenol-SHV-1 est impliqué dans 3 type de liaison hydrophobe
avec les résidus d'acides aminés Ala82,Arg83 ,Ala79 face a Pi-alkyl , Ala86 face a Alkyl et
Phel51 Face a Pi-PI STACKED.




> Gallic acid-SHV-1 :

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
N
. -6.9
Gallic acid e

Interactions

Figure 48 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

Gallic acid dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

Les résultats ont montré que Ce composeé est impliqué dans deux types

d'interactions : 3 liaison hydrogene avec les résidus Arg198,Ala79 ,Gly147 et 2 liaisons

hydrophobiques (pi-alkyl )avec les résidus (Ala82,Arg83).
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> Caffeic acid SHV-1:

Conventional Hydrogen Bond
Pi-Fi Stacked

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
/Q
o— -
. -6.5
Caffeic acid <«
RN I ;%
o - 5
PHE
— S5 ARG
s N W B S B3

Pl

Tableau 19: Interactions d'amarrage Caffeic acid SHV-1.

Figure 49 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

Caffeic acid dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

Les résultats obtenus ont montré que ce composé également stabilisé par de

nombreuses interactions : 2 liaison pi-alkyl avec les résidus Ala79,Arg83Vall42 une
liaison liaison Pi-PI STACKED(Phel51) et 2 liaison hydrogéne (Vall42,Gly147).
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> Ferulic acid SHV-1:

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
ILE
Ac221
o -5.7
Ferulic acid o— o
< R
ALA
A280
A276
ALA
AlZa6 w23

Interactions
Carbon Hydrogen Bond Alkyl

Pi-Sigma Pi-alkyl

Tableau 20: Interactions d'amarrage Ferulic acid SHV-1_.

\ JLE246

Figure 50: Représentation 2D et 3D du positionnement du

Ferulic acid dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

Ce composé ne forme aucune liaison hydrogéne lors de son interaction avec le site

actif de I’'SHV-1 au profit des nombreuses interactions hydrophobiques avec les résidus

suivants qui stabilisent le complexe : Ala248,11e246 (fac a pi-alkyl), Ala248,11e246 ( face

a alkyl ), 1le212 ( face a Pi sigma et Asn276 (face a Carbon hydrogen).
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> Myricetin SHV-1 :

Ligands Score Interaction d'amarrage ligand/récepteur
inhibiteur
d'amarrage
o, v A
C\ —
——
\O
Myricetin 8.6 ° A5

Interactions

Pi-Alloyl

Tableau 21 : Interactions d'amarrage Myricetin SHV-1,

ILE246

A 4 ~
v 1, ALA217

X(
s, \ ‘
\

ILE221

Figure 51 : Représentation 2D et 3D du positionnement du

myricetin dans le site actif de SHV-1 Béta-Lactamase.

On observe une interaction hydrophobiques assurant la stabilité du complexe
Myricetin SHV-1 : 4 liaison pi-alkyl avec les résidus Ala280,Ala217 1le221,11e246.
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Nous avons évalué I'effet inhibiteur de nos 13 molécules sur l'activité de cette
enzyme (SHV-1) ,Notre approche d'amarrage moléculaire a été validée par gréce a
I’utilisation d’inhibiteur de référence « 1’avibactame » , un puissant inhibiteur des beta

lactamase a spectre étendu .

Notre analyse d’amarrage moléculaire a montré que la rutine ou le rutoside, est
un trés bon inhibiteur de I'enzyme, présentait le score d'amarrage le plus faible (-9,9
kcal/mol) interagisse fortement avec le cite actif de 'SHV-1 , il est stabilisé par de
nombreuses interactions :hydrogene Ser70 ,Serl30 et hydrophobiques grace aux acides
aminés suivant Asnl132 ,Asp104 , Tyr105_( il est connu par ces effets pharmacologique

intéressants surtout antioxydante) .

Suivi de I’ Apigenine (-8,8 kcal/mol) et de 1’acide sinapique (-6,3 kcal/mol), qui
sont formés des liaison hydrogéne avec le résidu d’acides aminé du site actif de ’'SHV-1
qui indiquent une interaction forte et stable avec une bon inhibition . ( ’acide sinapique
Lié avec les acides aminés Serl130 , Ala237 , et I’ Apigenine lié avec 11e279,ALA280
LEU 250,ILE221, Arg244).

L'acide Galic, l'acide Caffeique et I’acide P. Coumarique affichent les scores
d'amarrage élevé par rapport au molécules précédents (-6,9 - 6,5-6, 5) respectivement
qui indiquent une inhibition moyenne entre les ligands et le site actif de ’SHV-1 par
rapport aux Rutin.( l'acide Galic lié avec les AA Argl98 Ala79 ,Glyl47
Ala82,Arg83, ;I'acide Caffeique lié avec les AA Ala79,Arg83Vall42 ,Phel5l,
Vall42,Glyl47,et .I’acide.P.Coumarique.lié.avec :Asn276,Ala280 ,Leu250,11e221,lle
246 ,Ala248 .

Tous les composés sélectionnés : kaempférol, Quercetine ,I’acide synirique,
catechin, Eugenol, acide ferrulique et le myricétine ont montré aucune interaction de
liaison hydrogéne n'a été observée entre ces molécules et 'SHV beta lactamase , on
observe des interactions hydrophobiques (Pi-alkyl, alkyl, Pi-Sigma, Pi Pi stacked) assurant
la stabilité des complexe ligand- protéine ce qui nous a permet de classés parmi les
molécules a faible inhibition ( kaempférol lié avec les AA Ala280, 11279, Ala248,
Leu250, 1le246 ,1le221 ; Quercetine lié avec Ala280,11e279,11e246,Ala248,Leu250, 1le221
, Gly283 ; I’acide synirique lié avec Val224,Ala248,11e221 ,11e246,ALA280 ; catechin lié




avec 11e279,Ala280, 1le221, 1le246, Leu250,Ala248 ; Eugenol lié avec Ala82,Arg83
/Ala79, |, Ala86 , Phel51 ; acide ferrulique lié avec Ala248,11e246 , Ala248,11e246,
11e212 , Asn276 , myricétine lié avec Ala280,Ala217 1le221,11e246).

Nos résultats obtenus de 1’é¢tude complémentaires de docking moléculaire ont
confirmé 1’étude in vitro faite par Demetrio L. Valle Jr et al (2015) : la plante P. betle a
une abondance de flavonoides, de tanins et d'alcaloides. ce qui lui donne une grande
valeur potentielle contre les bactéries Gram-négatives et Gram-positives multirésistantes.
Les résultats montrent que la meilleure molécule qui posséde une excellente activité

inhibitrice contre I’'SHV béta-lactamase est la Rutin.

e Analyse de similarite médicamenteuse:

Pour déterminer l'effet d'une substance active aprés son administration dans le
corps humain, il est essentiel de reconnaitre leur absorption, métabolisme, excrétion et
distribution (ADME), également appelées propriétés pharmacocinéetiques du médicament ,
Cing caractéristiques biochimiques ont une grande influence sur les proprietés ADME du
médicament, ce qu'on appelle la regle des cing de Lipinski, qui décrit la relation entre les
propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques. Lipinski définit les meédicaments
comme des composés qui ont des proprietés ADME et des propriétés de toxicité
suffisamment acceptables pour survivre a l'achévement des essais cliniques humains de

phase I.

Le Tableau ci-dessous montre que la molécule Rutin ne répond pas aux
regles de Lipinski et de Veber, ce qui indique que ce compose peut étre toxique et par
conséquent pourrait engendrer des problémes donc nous pouvons pas le considérer

comme un nouveau inhibiteur.




Propriétés Rutin
Score -9,9 Kcal/mol

Formule C27H30016

Masse M 610,52 g/mol

Solubilité dans I’eau | Soluble

Régle de Lipinski

Non (3 violation :MW >500 ; NorO>10; NHorH >5)

Régle de verber

Non (linfraction > 140)

TPSA A2

269,43 A2

Tableau22 : Le profil ADME relative de la molécule Rutin obtenus a partir de
serveur swisSADME.




Coclusion




La recherche de nouveaux agents antibactériens a partir d'une source naturelle est
devenue une entreprise trés importante, compte tenu des niveaux croissants de résistance
aux antibiotiques. L'un des efforts de cette recherche est axé sur l'utilisation des plantes
medicinale qui sont largement disponible. La medecine traditionnelle est pratiquée dans le

monde entier, y compris en Indonésie, depuis des siecles.

Dans le cadre du développement de nouveaux inhibiteurs contre les bactéries
résistante a la béta-lactamine par BLSE, les travaux effectués dans cette mémoire nous
nous sommes donnés pour objectif la recherche d’inhibiteurs de béta-lactamase de type
SHV-1.

La méthodes de diffusion en puits d'agar a été utilisées pour estimer le potentiel
antimicrobien des extraits des deux plantes Artemisia campestris et Artemisia herba alba
Sur les 7 souches cliniques multirésistantes et productrices de béta-lactamase a spectre
étendu (BLSE). Les tests de sensibilité antimicrobienne ont montré que aucune activité
sur les souche de 3 klebsiella pneumoniae, et Pseudomonas aeruginosa ni une activité
antibioilm , alors que on a remarqué une activité inhibitrice moyenne chez les deux
extraits méthanolique des deux plante contre Bacillus ceureus , staphylococcus aeureus ,

micrococcus luteus.

En ce qui concerne la partie in silico Nos résultats obtenus confirme 1’étude in
vitro faite par Demetrio L. Valle Jr et al (2015) , les résultats de docking moléculaire,
démontré que la molécules « Rutin » isolées a partir la plante P. betle posséde une

excellente activité inhibitrice contre I’'SHV béta-lactamase .

Enfin, ’application de la régle de Lipinski nous renseigne négativement sur les
propriétés ADME de ce composé qui se ne présente pas comme nouvel inhibiteur plus

puissant de la Béta-Lactamase.
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