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Abstract 

Four extracts were prepared: one aqueous, one methanolic, are from dried fruits of 

Terminalia chebula and two semi-purified extracts of beta-lactamases, one from a strain of 

Acinetobacter baumannii and the other from Pseudomonas aeruginosa (clinical isolates), 

identified among eight others by the CDT test as producing metallo and serine beta-lactamases, 

respectively. Quantitative and qualitative analyzes show that the first two are rich in polyphenols 

(513.094±3.061 and 496±2.856 µg GAE/mg, respectively) and flavonoids (39.866±0.469 and 

37.261±0.272 µg QE /mg, respectively); the last two are rich in proteins (7.9 and 8.9 mg/ml, 

respectively). The semi-purified extract of beta-lactamases from Acinetobacter baumannii, 

hydrolyzes imipinem (KM = 57.52µM, Vm = 47.62 µmol/mg/min), its enzymatic activity is 

sensitive to EDTA (IC50 = 3.98 mM), hydrolyzes cephaloridin much more than benzylpenicillin; 

beta-lactamases contained therein could be so metallo-beta-lactamases type, 3c class. It is 

inhibited competitively by morin, aqueous and methanolic extracts from dried fruit of T.chebula 

(IC50= 23.28 µM, 18.45 and 19.68 µg/ml, in order), non-competitively by myrecitin and rutin 

(IC50 = 26.39 and 39.71 µM, respectively). The second extract from P.aeruginosa does not 

hydrolyze the imipinem, its enzymatic activity is insensitive to clavulanic acid, EDTA and NaCl 

and hydrolyzes cephaloridin much more than benzylpenicillin; beta-lactamases contained herein 

could be so serine beta-lactamases type, C class. It is inhibited competitively by morin, rutin, 

methanolic and aqueous extracts of dried fruits T.chebula (IC50 = 30, 21.03 µM, 7.04 and 12.07 

µg/ml, respectively); non-competitively by myrecitin (IC50 = 27.10 µM). The comparison of 

IC50 of the three flavonoids to those of methanolic and aqueous extracts from dried fruit of 

T.chebula, assume that they are rich in flavonoids much closer to that of morin structure. The 

test demonstrated the antagonist or potentiating effects shows that the methanolic extract 

potentiates relatively the effect of imipenem on the growth of A.baumannii. 

Key words: Metallo-beta-lactamases, Imipenem, Flavonoids, Terminalia chebula  

 

 

 

 

 

 

 

 



 ملخص
  Terminalia chebulaمن من طحين ثمار جافة مائي بدءاأربع مستخلصات: مستخلصين ميثانولي و  تم تحضير

  Acinetobacter baumanniiاحدهما بدءا من سلالة من  ،مستخلصين نصف نقيين من بيتالاكتاماز)هليلج( و 
محددة من بين ثمانية أخرى  ،)عزلات سريرية( Pseudomonas aeruginosaو الأخر بدءا من سلالة من 

على التوالي. بينت  ،ينسير ببموقع نشط  ازالاكتامبيتلو  فلزبموقع نشط ب ازبيتالاكتامل على أنها مفرزة ، CDTباختبار
ميكروغرام  31.±15023و  692±658.2الفينول )  بعديداتو الثاني غنيان  الأول أنالتحاليل الكمية و النوعية 

ميكروغرام مكافيء   ٬195822±05692و  073..1±2.0.0الفلافونويدات )على التوالي( و  ،مكافيء حمض غاليك/مغ
 يميه مغ/مل مستخلص انزيمي خام(. 859و  959و الثالث و الرابع غنيان بالبروتينات ) ؛على التوالي( ،/مغكرستين

 95.6.ثا.ميخائيليس=ميبينام )ا المضاد الحيوي A.baumannii نقي لبيتالاكتاماز بدءا من الالمستخلص نصف 
 0.% ـ)التركيز المثبط ل EDTA ـل حساسميكرومول/مغ/د(، نشاطه الانزيمي  69526ميكرومولار و سرعة قصوى = 

كون بيتالاكتاماز المحتواة ت يحتمل أن و بالتالي ،يميه اكثر السيفالوريدين مقارنة بالبنزيلبينيسيلين ،ميليمولار( 1598= 
لميثانولي ا يثبط تنافسيا بمورين و بالمستخلصين  .3cقسم فلز، فيه من النوع : مــميهة الــحلقة  بيتالاكتام بموقع نشط ب

على الترتيب( و لا تنافسيا  ميكروغرام/مل، 39528و  .3856ميكرومولار 61568 = 0.% ـو المائي )التركيز المثبط ل
على الترتيب(. لا يميه المستخلص نصف  ميكرومولار، 19593و  62519= 0.% ـتين )التركيز المثبط لو بميريستين و ر 

غير حساس للحمض   نشاطه الانزيمي ،ميبيناما المضاد الحيوي P.aeruginosaنقي للبيتالاكتاماز بدءا من ال
تكون  يحتمل أن اليو بالت ،لكن يميه اكثر سيفالوريدين مقارنة ببنزيلبينيسيلين  ،NaCl ـل و  EDTAـل ك وكلافولاني

. يثبط تنافسيا بمورين Cبيتالاكتاماز المحتواة فيه من النوع : مــميهة الــحلقة  بيتالاكتام بموقع نشط بأيـون سيرين قسم 
 36509و  27..ميكرومولار،  63501،  10= 0.% ـتين و بالمستخلصين الميثانولي و المائي )التركيز المثبط لو ر  و

على الترتيب(. ميكرومولار،  69530 = 0.%على الترتيب( و لا تنافسيا بميريستين )التركيز المثبط ل ميكروغرام/مل، 
و المستخلصين النباتيين أن هاذيين الأخيرين غنيين بفلافونويدات  0.% ـلفلافونويدات المثبطة لا تبين المقارنة بين تراكيز

المضاد  تأثيرعزز نسبيا أثير معزز أو معيق أن المستخلص الميثانولي يت بين اختبار استبيان ورين.متشابها ببنى  ببنى أكثر
     .A.baumanniiميبينام على نمو العزلة ا الحيوي

 Terminalia chebula5 ، الفلافونويداتاميبينام،  بفلز، بيتالاكتاماز الكلمات المفاتيح:  
 

 

 

 

 

 



Résumé 

Quatre extraits sont préparés : deux extraits, l’un aqueux et l’autre méthanolique à partir 

de fruits secs de Terminalia chebula et deux extraits semi-purifiés de betalactamases, l’un à 

partir d’une souche Acinetobacter baumannii et l’autre à partir d’une souche  Pseudomonas 

aeruginosa (isolats cliniques) identifiées, parmi huit autres, par le test CDT comme productrices 

de métallo et de sérine-betalactamases, dans l’ordre. Les analyses quantitatives et qualitatives 

montrent que les deux premiers sont riches en polyphénols (513.094±3.061 et 496±2.856 µg 

GAE/mg, respectivement) et en flavonoïdes (39.866±0.469 and 37.261±0.272 µg QE /mg, 

respectivement). Les seconds sont riches en protéines (7.9 et 8.9 mg/ml d’extrait, 

respectivement). L’extrait semi-purifié de betalactamases à partir de  A.baumannii hydrolyse 

l’imipenème (KM= 59.56 µM, Vm = 47.62 µmol/mg/min), son activité enzymatique est sensible 

à l’EDTA (IC50 = 3.98mM), hydrolyse beaucoup plus la céphaloridine que la benzylpenicilline; 

la ou les betalactamases y contenues peuvent être donc du type MBL classe 3c. Il est inhibé 

compétitivement par la morine, et par les extraits méthanolique et aqueux de fruits secs de 

T.chebula (IC50 = 23.28 µM, 18.45 et 19.68 µg/ml, respectivement) et non compétitivement par 

la myrécitine et la rutine (IC50 = 26.39 et 39.71 µM, respectivement). Le second extrait à partir 

de P.aeruginosa n’hydrolyse pas l’imipenème, son activité enzymatique est insensible à l’acide 

clavulanique, à l’EDTA et au NaCl et hydrolyse beaucoup plus la céphaloridine que le 

benzylpenicilline.  La ou les betalactamases y contenues peuvent être du type SBL classe C. Il 

est inhibé compétitivement par la morine, la rutine et les extraits méthanolique et aqueux de 

fruits secs de T.chebula (IC50 = 30, 21.03 µM, 7.04 et 12.07 µg/ml, respectivement) et non 

compétitivement par la myrécitine (IC50 = 27.10 µM). La comparaison des IC50 des trois 

flavonoïdes a ceux des extraits méthanolique et aqueux de fruits secs de T.chebula supposent 

que ceux-ci sont riches en flavonoïdes de structure beaucoup plus proche à celle de la morine. 

Le test de mise en évidence d’effets potentialisateur ou antagoniste montre que l’extrait 

méthanolique potentialise relativement l’effet de l’imipenème sur la croissance de  A.baumannii. 

Mots clés: Metallo-beta-lactamase, Imipenème, Flavonoïdes, Terminalia chebula. 
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INTRODUCTION  

Lorsque notre corps est débordé par l'attaque de bactéries, l'organisme ne peut pas 

toujours se défendre seul, il a besoin d'aide. Les antibiotiques sont donc parfois nécessaires pour 

éliminer les bactéries ou empêcher leur prolifération et renforcer les défenses du corps. Il existe 

plusieurs classes d'antibiotiques en usage actuellement, les beta-lactamines sont à juste titre les 

antibiotiques les plus prescrits en médecine générale à cause de leur efficacité thérapeutique et 

leur tolérance. 

 Cependant, sous la pression de ces antibiotiques, les bactéries n'ont cessé de développer 

des mécanismes afin de survivre en présence de ceux-ci, c’est la résistance bactérienne aux 

antibiotiques. Celle-ci constitue un phénomène leur permettant de s'adapter aux conditions 

hostiles de leur environnement. Il existe plusieurs mécanisme de résistance, parmi lesquelles la 

production d'enzymes appelées beta-lactamases (capables d’hydrolyser l’anneau β-lactame). 

Grâce à la grande plasticité du génome bactérien (plasmide ou transposon), le caractère de 

résistance par ce mécanisme peut passer d'une bactérie déjà résistante à une autre ce qui permet 

d'acquérir de nouvelles propriétés par gain d'information génétique nouvelle codant pour la 

production de beta-lactamases.  

À la fin de l’an 2009, le nombre de séquences de protéines uniques pour les beta-

lactamases dépassé 890. Ces enzymes sont divisées en deux grands groupes, les serine beta-

lactamases et  les métallo-beta-lactamases dont l’activité revient essentiellement à l’acide aminé 

serine du site actif et à un ou deux atomes de zinc, dans l’ordre. Plus de 80 métallo-beta-

lactamases distinctes ont été identifiées dans le monde; 75% d'entre eux sont codées par des 

plasmides. Ils posent donc une double menace clinique  et par la capacité de se propager et par 

la capacité de dégrader tous les carbapenèmes, qui ne sont pas dégradables par la plupart des 

sérine-β-lactamases. 

La solution pour la première menace serait d’adopter des règles d’hygiène stricte. Pour 

la deuxième menace la solution serait de trouver des composés qui non seulement inhibent 

spécifiquement les métallo-beta-lactamases mais de potentiel thérapeutique démontré (tolérable 

et non toxique sur l’organisme). Dans ce contexte, nous avons, essayé dans nos travaux de 

rechercher un éventuel effet inhibiteur de l’activité d’un extraits semi-purifié d’une métallo-

beta-lactamase à partir d’un isolat clinique de Acinetobacter baumannii par trois flavonoïdes de 

commerce et par deux extraits bruts de polyphénols, l’un méthanolique et l’autre aqueux  de 

fruits secs de Terminalia chebula. En fait, Le choix de ces molécules revient à leur tolérance et 

leur faible toxicité sur l’organisme, à leur capacité de complexer les ions métalliques. Le choix 

de la plante revient à sa richesse en polyphénols. 
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I. LES METALLO-BETA-LACTAMASES 

I.1. Historique  

En 1966, Sabath et Abraham avaient mis en évidence une activité céphalosporinase dans 

des préparations brutes de pénicillinases, à partir de Bacillus cereus 569 à Gram positif (bactérie 

du sol non pathogène). Ces deux chercheurs ont constaté que cette activité perdue au cours de 

la purification, est restaurée par addition du sulfate de zinc (1 mM finale) 5 Selon ces auteurs 

cette activité céphalosporinase revenait à une enzyme chromosomique (Sabath and Abraham, 

1966). Pendant une période relativement longue (20 ans), ce type d’enzyme été considéré 

beaucoup plus comme une curiosité biochimique que comme cause déterminante de résistance 

sans importance clinique. Durant la même période bien que l’absence d’analogie structurale et 

mécanistique avec les serine beta-lactamases était intéressante pour des enzymologistes et des 

scientifiques de protéines, l'occurrence de ce type d’enzymes dans des espèces bactériennes 

connues comme non pathogènes n'a, cependant, pas attiré l'attention des cliniciens et des 

microbiologistes cliniques (Chantalat et al., 2000; Rossolini et Docquier, 2007). 

Durant les années 1980, la découverte de ce type d’enzyme dans des espèces de 

pertinence clinique c'est-à-dire pathogène (Stenotrophomonas maltophilia ; quelques souches 

de Bacteroides fragilis et Aeromonas spp) a progressivement changé ce point de vue. Par 

conséquent, un intérêt important a été accordé par la suite à ce type d’enzyme, incité par deux 

relatives propriétés fonctionnelles à savoir l’activité carbapenèmase et l’insensibilité aux 

inhibiteurs classiques de beta-lactamases à serine (acide clavulanique, acide penicillanique 

sulfones). En 1982, Saino et ses collaborateurs mirent en évidence dans des souches de 

Stenotrophomonas maltophilia (bacille à Gram négatif n’appartenant pas aux entérobactéries) 

une activité pénicillinase prépondérante et dégradante de l’imipenème. Cette activité revient, en 

fait, à une enzyme chromosomique inductible et n’est active qu’en présence du zinc. Pour ces 

chercheurs il s’agit d’une métallo-enzyme qu’ils ont désignée beta-lactamase 1 (L1) (Saino et 

al., 1982). 

 L’existence de cette activité imipenèmase n’est confirmée qu’à partir du début des années 

90, lorsqu’on a publié en 1991 qu’une souche de Pseudomonas aeruginosa isolée au Japan 

(Bush, 1998; Zubair et al., 2011) en 1988 était résistante à l’imipenème par suite de la synthèse 

d’une métallo-enzyme désignée IMP-1, une enzyme plasmidique transférable (Cornelis, 2008) 

qui conférait la résistance à toutes les beta-lactamines sauf l’aztréonam (Watanab et al., 1991). 

Cette  métallo-enzyme qui constitue en fait la première métallo-betalactamase fut ensuite 

identifiée dans certaines entérobactéries (Klebsiella pneumoniae). D’autres MBL du type IMP 



et VIM, GIM-1, KHM-1, IND-1 … et dernièrement (en 2009) la New Delhi Métallo-

betalactamase (NDM) et la Florence Imipenèmase (FIM-1) (en 2012) (Pollini et al., 2013) ont 

été identifiées  dans les entérobactéries et leurs gènes très mobiles sont à l’origine de bouffées 

épidémiques. 

 

I.2. Terminologie et définition  

Les métallo-beta-lactamases sont connues par de nombreux termes : (i) les  métallo-beta-

lactamases (MBL)  parce qu'elles nécessitent un métal pour agir sur le noyau lactame des beta-

lactamines (contrairement aux béta-lactamases à sérine) (Sharma, 2007); (ii) Zn-beta-lactamase 

parce qu’elles nécessitent le zinc pour leur fonctionnement; (iii)  beta-lactamases de la classe B 

(CBBLs) parce qu'elles sont sensible à l’EDTA et insensible à l’acide clavulanique 

(contrairement aux classes A, C et D) selon la classification d’Ambler (Galleni et al., 2001); (iv) 

les béta-lactamases du groupe trois parce qu’elles sont efficaces sur les carbapenèmes; (v) les 

carbapénèmases parce qu'elles sont efficaces sur les carbapenèmes (Imipenème, Ertapenème, 

Doripenème, Meropénème). 

Les métallo-beta-lactamases sont des hydrolases (EC 3.5.2.6) bactériennes qui 

hydrolysent le cycle β-lactame des antibiotiques de type beta-lactamines et dont l’activité 

nécessite le zinc. Ces  enzymes font partie d’une large famille de protéines caractérisées par la 

présence  d’un domaine conservé, nommée la superfamille des métallo-beta-lactamases ou 

famille du zinc-métallohydrolase (Rossolini et Doccquier, 2007). 

I.3. Classification  

La classification des beta-lactamases, types confondues, la plus admise actuellement  est 

celle d'Ambler. Elle constitue la première classification séparant les métallo-beta-lactamases  

des serine beta-lactamases. Le premier type y est regroupé dans une seul classe appelée classe 

B; le second type est y regroupé en  trois classes appelées classe A, C et D en se basant sur la 

structure moléculaire (Ambler, 1980). En 1989, Bush avait proposé une autre classification dans 

laquelle il séparait également les métallo-beta-lactamases des serine beta-lactamases. Pour cet 

auteur, le premier type constitue un seul groupe appelé groupe 3; le second type est y divisé en  

trois groupes 1, 2 et 4; ceci  en fonction de leurs propriétés fonctionnelles à savoir  le profile 

substrat et  leurs sensibilités à l'EDTA et à l’acide clavulanique. Cette classification a été mise 

à jour entre  1995 et 1997 pour accueillir le nombre croissant des enzymes du groupe 3 (Bush 

et al., 1995 ; Rasmussen et Bush, 1997). Dans cette mise à jour, le groupe 3 a été subdivisé en 

trois sous-groupes : groupe 3a, groupe 3b et le groupe 3c sur la base de leurs capacités à 



hydrolyser les imipenèmes et autres bêta lactamines. Tout comme le groupe 3,  la classe B a été 

également subdivisé en trois sous classes: B1, B2 et B3 sur la base de leurs structures 

moléculaires primaires (Brown et al., 2011),  et des structures de leurs sites actifs. 

I.3.1. Principales caractéristiques des MBLs des groupes 3a, 3b et 3c 

Groupe 3a: les MBLs de ce groupe ont un large spectre d'activité, elles hydrolysent 

efficacement les pénicillines puis les imipenèmes. Les céphalosporines sont également bien 

hydrolysées par ces enzymes, mais pas aussi bien que les imipenèmes. 

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

carbapénèmes (Rasmussen et Bush, 1997) 

Groupe 3c: les enzymes de ce groupe hydrolysent spécifiquement les céphalosporines d’où leur 

deuxième dénomination " céphalosporinases " (Rasmussen et Bush, 1997; Sharma, 2007; Gupta, 

2008).  

I.3.2. Principales caractéristiques des MBLs des sous-classes B1, B2 et B3 

Sous-classe B1: le mécanisme catalytique des enzymes de cette sous classes nécessitent deux 

ions zinc coordonnés  à trois résidus histidines et un résidu cystéine (Walsh et al., 2005 ; Gupta, 

2008). Cette catégorie comprend la plupart des métallo-beta-lactamases connues : métallo-beta-

lactamases provenant de Bacillus cereus ou autres Bacillus spp (BcII) (Carfi et al., 1995; Galleni 

et al., 2001), IMP (Riccio et al., 2001), et de P aeruginosa, VIM, GIM et SPM-1... 

Sous-classe B2: par comparaison aux enzymes de la sous classes B1, les enzymes de cette sous-

classe possèdent au niveau de leur site actif un résidu asparagine  à la place de l'histidine 

(His116) (Bebrone, 2007). Elle inclut surtout les enzymes produites par diverses espèces de 

Aeromonas (ACSP, SIG, ACSP2, Cph A), (Garau et al., 2005) et de Serratia (SFH-I) (Gupta, 

2008). 

Sous-classe B3: par comparaison aux deux premières sous-classes dont les MBLs sont des 

molécules monomériques (Fig. 1), cette sous-classe comprend les MBLs tétramériques (Walsh 

et al., 2005). A titre d’exemple nous citons celles produites par : Stenotrophomonas maltophilia 

(L1), le C.meningosepticum (GOB), Legionella gormanii (FEZ-1), Marcescen Serratia (SMB-

1) (Wachino et al., 2013). 

 

 

 

 



I.4. Structure  

I.4.1. Structure moléculaire commune  

Les métallo-beta-lactamases sont des hydrolases qui contiennent en moyenne 230 

résidus d’acides aminés. Leurs poids moléculaires varient entre 25 et 118 KDa; leurs point 

Isoelectrique varient entre 2,5 et 10,5.   

Comme il a été rapporté dans leur classification, ce groupe d’enzyme est subdivisé en 

trois sous-classes B1, B2 et B3 selon le pourcentage d’homologie de structures primaires 

(Gonzalez et al., 2007). Celui-ci varie approximativement de 25% à 40% dans une même sous-

classe et de 10% à 20%  entre deux sous classes (Garau et al., 2005). Ces pourcentages 

d’analogie reflètent en fait une importante diversité en acides aminés non seulement entre deux 

sous-classes mais également au sein d’une même sous-classe. Les  pourcentages relatifs peuvent 

atteindre 89% entre la sous-classe B1 et la sous-classe B3 et 79%, 51%, 78% au sein  des sous-

classes B1, B2 et B3, respectivement. La comparaison par alignement des structures primaires, 

révèle l’existence de quatre résidus strictement conservés parmi tous les MBLs (His118, 

Asp120, His196, His263). La même comparaison révèle également l’existence de 17 résidus 

d’aminoacides hautement conservés entre les membres de la sous-classe B1 (His116, His118, 

Asp120, Thr142, Gly193, His196, Asp199, Asn200, Val202, Leu217,  Gly219, Gly220, 

Cys221, Gly232, Trp244, His263 et Thr303) et 16 résidus entre les membres de la sous-classe 

B3 (Pro45, Gly56, Thr57, Gly79, Gly103, Asp108, His118, Asp120, His121, Ala134, Gly149, 

Gly183, Gly195, His196, Gly199 et His263). Plus précisément, les 17 résidus conservés de la 

sous-classe B1 existent dans le domaine C-terminal alors que les 16 résidus conservés de la 

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

Les structures secondaires de toutes les MBLs comprennent des structures α (hélices), 

des structures β (feuillets) et des boucles dont leurs nombres sont de 5, de 12 et de 1, dans 

l’ordre. 

Malgré la faible analogie de leurs structures primaires, toutes les MBLs connues 

présentent une structure tertiaire de type αβ/βα composée de deux feuillets β centraux et cinq 

hélices α périphériques. Selon Rossolini et Docquier (2007), les structures tertiaires de neuf 

MBLs dont six de la sous-classe B1, un de la sous-classe B2 et deux de la sous-classe B3, ont 

été étudiées par la méthode X-ray cristallographie. Toutes ces MBLs présentent la même 

structure tertiaire en sandwich (ou en pli) de type αβ/βα (Gonzalez et al., 2007) qui est à titre 

indicatif complètement sans rapport avec celle des serine betalactamases  (Dugal et Fernandez, 



2011). La structure présente une symétrie double interne apportée par deux domaines 

indépendants reliés entre eux par une boucle de 8 résidus d’acides aminés (121 à 128) (Heinz et 

Adolph, 2004); leur site actif se trouve dans le sillon peu profond à l'interface des deux domaines 

αβ (Majiduddin et al., 2002). Toutes les structures de MBLs présentent un pli global similaire 

avec des feuillets et des hélices dans l'ordre suivant: β1β2β3β4 (β5) α1β5 (β6) α2β6 (β7) α3 

pour le domaine N-terminal et (β7) β8 β9 β10 β11 α4 β12 α5 pour le domaine C-terminal 

(Rossolini et Docquier, 2007). La structure quaternaire de la plupart des MBLs est 

monomèrique. À notre connaissance, la seule MBL qui fait l’exception à cette règle est la L1, 

dont la structure quaternaire est  homotétramèrique (Fig. 2) (Rossolini et Docquier, 2007; Hu et 

al., 2008). 

I.4.2. Différence de structure  

Il existe des différences structurelles entre les enzymes des différentes sous-classes 

relatives à l'architecture moléculaire et à la structure du site actif. Les enzymes de la sous-classe 

B3 présentent une taille moléculaire supérieure à celles des autres sous-classes en raison de la 

grande taille de leur polypeptide (entre 25 et 30 kDa). Les résidus d'acides aminés 

supplémentaires sont essentiellement logés dans les feuillets β10 et β11 et l’hélice α5 du 

domaine C-terminal, dans la boucle qui joint les domaines N-terminal et C-terminal et la 

terminaison N (dans l'enzyme L1). Les enzymes de la sous-classe B2 diffèrent des membres des 

autres sous-classes par: (i) la présence d'une hélice α3 allongée, qui est situé juste au-dessus de 

la poche du site actif, (ii) l'absence de boucles mobiles (entre β3 et β4 dans les membres de la 

sous classe B1 ou entre α3 et β7 dans ceux de la sous classe B3) à proximité du site actif 

(Rossolini et Docquier, 2007). 



                  
 

Figure.1 : Structure monomérique d’une MBL de Aeromonas hydrophila (CphA) reconstitué en rubans.  

L’ion zinc est présenté comme une sphère verte (Garau et al., 2005). 

                 

Figure. 2 : Structure tétramirique d’une MBL de Stenotrophomonas  maltophilia (L1) reconstitué en 

rubans. Les ions zinc sont présentés comme des sphères grises et les sous-unités individuelles 

identifiées par couleur (Ullah et al., 1998). 

 

 



I.4.3. Structure du site actif  

Les MBLs possèdent généralement un site actif constitué de résidus d’acides aminés 

coordonnés à un ou à deux ions zinc. MBLs confondues, ces acides aminés sont fréquemment 

l’asparagine, la cystéine et trois à cinq histidines. Dans la sous-classe B1, le site actif peut être 

mononucléaire, autrement dit les acides aminés établissent des liaisons avec un seul ion de zinc. 

Il peut être également bi-nucléaire, autrement dit les acides aminés établissent des liaisons avec 

deux ions de zinc. Dans le cas du site mono-nucléaire, les acides aminés établissant des liaisons 

avec le seul ion zinc sont trois résidus histidines (Fig.3). Dans le cas du site bi-nucléaire, les 

acides aminés établissant des liaisons avec le premier ion zinc sont trois histidines; avec le 

deuxième ion zinc sont des résidus d’asparagine, de cystéine et d’histidine (Abriata et al., 2008) 

(Fig.4). Dans la classe B2, le site actif est toujours du type mononucléaire. Les acides aminés 

établissent des liaisons avec le seul ion de zinc sont des résidus d’asparagine, de cystéine et 

d’histidine (Page et Badarau, 2008). En fin, dans la classe B3, le site actif peut être mono ou bi-

nucléaires.  Dans le cas du site mono nucléaire, les acides aminés établissant des liaisons avec 

le seul ion zinc sont trois et sont des résidus histidines. Dans le cas du site bi-nucléaire les acides 

aminés établissant des liaisons avec le premier ion zinc sont trois histidines (Bounaga, 1998; 

Rossolini et Dcoquier, 2007); avec le deuxième ion zinc sont des résidus d’histidine, de sérine 

et d’histidine (Tab.1). 

Nous signalons que le site actif des MBLs est dénommé par plusieurs termes: on parle 

de site de l'histidine ou de site Zn1ou de trois histidines et ou site 3 H lorsque l’ion Zn est lié à 

trois histidines. On parle de site de cystéine ou site Zn2 ou Asp, Cys et His et ou de site DCH 

lorsque l’ion Zn est lié à l’asparagine, à la cystéine et à l’histidine (Zhang et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 



     

 

Figure. 3 : (A) : La structure reconstituée d’une métallo-beta-lactamase de la sous-classe B1, forme 

Mononucléaire (Bacillus cereus II); (B): schéma du site actif indiquant les acides aminés coordonnés à 

l’ion de zinc avec leur position  (Karsisiotis et al., 2014). 

 

 

            

 

Figure. 4 : (A) : La structure reconstituée d’une métallo-beta-lactamase de la sous-classe B1, forme bi-

nucléaire (Bacillus cereus II); (B): schéma du site actif indiquant les acides aminés coordonnés au 

premier  et au deuxième ion  zinc avec leurs positions (Karsisiotis et al., 2014). 
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Tableau.1: les résidus d’acides aminés du site actif des trois sous-classes MBLs coordonnés avec les 

ions du zinc (Galleni et al., 2001). 

Β-lactamases Les ligands Zn1 Les ligands Zn2 

Sous classe B1 

Consensus BBL* 

Bc II 

IMP-1 

CcrA 

VIM-1 

BlaB 

IND-1 

Sous classe B2 

Consensus BBL 

CphA 

Sfh-1 

Sous classe B3 

Consensus BBL 

L1 

FEZ-1 

GOB-1 

THIN-B 

 

His116                  His118                  His196 

His86                    His88                    His149   

His77                    His79                    His139   

His99                    His101                  His162  

His88                    His90                    His153   

His76                    His78                    His139   

His96                    His98                    His159   

 

Asn116                 His118                  His196 

Asn69                   His71                    His148 

Asn72                   His74                    His151 

 

His/Gln116          His118                  His196 

His84                    His86                    His160   

His71                    His73                    His149   

Gln80                   His82                    His157 

His105                 His107                   His185   

 

Asp120          Cys221                 His263 

Asp90             Cys168                His210 

Asp81             Cys158                His197 

Asp103           Cys181                His223 

Asp92             Cys172                His214 

Asp80             Cys158                His200 

Asp100           Cys178                His220 

 

Asp120           Cys221                His263 

Asp73              Cys167                His205 

Asp76              Cys170                His212 

 

Asp120           His121                 His263 

Asp88             Cys89                   His225 

Asp75             Cys76                   His215 

Asp84             Cys85                   His213 

Asp109           Cys110                 His253 

 

*BBL : Beta-Lactamase classe B 

 

I.5. Mécanisme d’action  

Bien que l'exigence des ions métalliques dans l’hydrolyse des antibiotiques beta-

lactamines par les MBLs soit encore un sujet de débat, plusieurs  mécanismes catalytiques ont 

été proposés pour les MBLs de site actif mono et binucléaires. Dans ce qui suit nous nous 

limiterons au mécanisme catalytique proposé par Abriata et ses collaborateurs (2008) dans le 

cas d’une MBL de classe B1 (BCII), une MBL d’un site actif qui peut être mono ou bi-nucléaire 

(Breece et al., 2012). Dans le cas du site actif mono-nucléaire, les principales étapes du 

mécanisme catalytique sont : (i) la formation du complexe de Michaëlis: le OH de l’eau 

déprotoné par le résidu asparagine 120, établie une liaison avec l’ion Zn et attaque le carbone 

du carbonyle du cycle beta-lactame. Ceci entraine la formation d’un complexe intermédiaire 

tétraédrique chargé négativement. Les quatre liaisons établies par l’ion zinc servent de 

stabilisateur de  cet intermédiaire. (ii) la catalyse: Le résidu Asp120 fait don d'un proton à l'azote 

du cycle beta-lactame entrainant le clivage de la liaison C-N de ce cycle et son ouverture. (iii) 

libération du produit : le clivage de liaison C-N du cycle beta-lactame ionise le carbone du 

carbonyle du même cycle lui permettant d’établir une double liaison avec l’oxygène chargé du 

complexe intermédiaire formé à la suite de la première étape. Ceci est soldé par la libération du 

produit et du site actif de l’enzyme (De Seny et al., 2002) (Fig.5). 



Dans le cas du site actif bi-nucléaire, les principales étapes du mécanisme catalytique 

sont toujours les mêmes : (i) la formation du complexe de Michaelis : l'ion hydroxyl de pontage 

Zn1-Zn2 est responsable de l'attaque nucléophilique, qui aboutit à un intermédiaire chargé 

négativement. (ii) la catalyse: La molécule d'eau apicale liée au zinc est positionnée de manière 

optimale à donner un proton à l'azote entrainant le clivage de la liaison C-N de cycle beta-

lactame et son ouverture. (iii) libération du produit: le clivage de liaison C-N du cycle beta-

lactame ionise le carbone du carbonyle du même cycle lui permettant d’établir une double 

liaison avec l’oxygène chargé du complexe intermédiaire formé à la suite de la première étape. 

L’ion hydroxyde nouvellement formé du Zn2 laisse la place à une molécule d’eau pour se lier 

au Zn1 suivie de la dissociation du produit à partir du site actif de l'enzyme (Gonzalez et al., 

2007 ; Abriata et al., 2008) (Fig. 6).   

I.6. Inhibiteurs  

Les métallo-beta-lactamases ne sont pas inhibées par les inhibiteurs  classiques de serine 

beta-lactamases: l’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam (Chakraborty et al., 2012). 

En plus, et jusqu’à ce jour, il n’y a aucun inhibiteur de MBLs de potentiel thérapeutique 

démontré (Simm et al., 2005; kim et al., 2011 ; Vella et al., 2011 ; Zhu et al., 2013) parmi les 

inhibiteurs expérimentaux trouvés, ceci en raison de leurs toxicités (Borra, 2012). Ces 

inhibiteurs peuvent être: (i) des composés qui modifient l'enzyme de façon covalente 

irréversible; à titre d’exemple, il s’agit de p-chloromercuribenzoate (Bush, 1989), de l'acide 

iodoacétique (Payne, 1993), de l'acide thioglycolique (Payne et al., 1997)... , (ii) des composés 

qui chélatent le zinc coordonné au site actif, ce qui entraîne l'inactivation réversible de l’enzyme, 

tels que l’EDTA, le 1, 10-phénanthroline, l'acide dipicolinique, deux phénazines de 

Streptomyces sp, le bis (1Ntetrazol-5-yl) amine (Toney et al., 1999) et l’EGTA (Laraki et al., 

1999),  ou (iii) des composés qui inhibent de façon compétitive la liaison du substrat, soit par 

imitation de la structure du substrat β-lactame soit par coordination avec l'ion zinc coordonné 

au site actif (Simm et al., 2005). Ces derniers composés comprennent les tétrazoles biphényles 

(Toney et al., 1998), les dérivés de l'acide mercaptophényl acétique (Payne, 1993), de l'acide 

thiomandelique (Mollard et al., 2001; karsisioti et al., 2013) et les dérivés thioxo-

céphalosporines (Tsang et al., 2004 ; Faridoon et Islam, 2013). 

 

 



   

 

Figure. 5 : Mécanisme d’hydrolyse des beta-lactames par  une MBL de la sous-classe B1 (BCII 

mononucléaire) proposé par Karsisiotis et ses collaborateurs. (1): mécanisme de formation du complexe 

de Mechaelis, (2): mécanisme de clivage de la liaison C-N du cycle beta-lactames (ouverture du cycle), 

(3): dissociation du complexe produit-enzyme (Karsisiotis et al., 2014). 

 

 

Figure. 6: Mécanisme d’hydrolyse des betalactames par  une MBL de la sous-classe B1 (BCII bi-

nucléaire) proposé par Karsisiotis et ses collaborateurs (2014). (1) : mécanisme de formation du 

complexe de Mechaelis, (2): mécanisme de clivage de la liaison C-N du cycle beta-lactames (ouverture 

du cycle), (3): dissociation du complexe produit-enzyme (Karsisiotis et al., 2014). 
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I.7. Epidémiologie  

L'intérêt accru pour les métallo-beta-lactamases n'est pas accompagné des données 

épidémiologiques robustes parce que l'identification moléculaire des métallo-β-lactamases n'a 

pas souvent été faite  en études de grandes échelles. Cependant, la distribution de souches 

productrices de ce type d’enzyme est large et inquiétante car elle touche des pays des cinq 

continents (Fig. 7). Nous signalons que les zones qui apparaissent dans la figure comme étant 

dépourvue de souches productrices de MBL ne signifient pas qu’elles sont à l’abri de cette 

épidémie. En fait, elles manquent tout simplement d’études de dépistage (Cornaglia et al., 2011). 

 

Figure. 7: Epidémiologie mondiale des MBLs  (Cornaglia et al., 2011). 

 

 



II. LES SERINE BETA-LACTAMASES 

II.1. Classification  

 Selon Ambler, les serine beta-lactamases sont groupées en trois classe A, C et D (Ambler 

1980). 

Classe A: Elle comprend des pénicillinases et des céphalosporinases inductibles, 

chromosomiques ou plasmidiques; et fortement sensibles à l’acide clavulanique. Elles  sont 

généralement caractérisées par un poids moléculaire (PM) moyen de 29 KDa et un point 

isoélectrique point Isoelectrique (pI) variable de 5,4 à 8.2 (Philippon et al., 1998) 

Classe C: Elle est constituée de céphalosporinases, chromosomiques ou plasmidiques, 

insensibles  à l’effet inhibiteur de l’acide clavulanique et de l’EDTA. Elles sont généralement 

caractérisées par un PM moyen de 40 KDa et un pI variable compris entre 7 et 9 (Gautier, 2007). 

Classe D: c’est la classe des οxacillinases, le  plus souvent plasmidiques, peu sensibles aux 

inhibiteurs classiques, inhibées par le NaCl (Poirel et Nordmann, 2002). Le PM des enzymes de 

cette classe est très variable (23 à 40 KDa) et le pI peut varier de 6 à 8,6 (Boussoualim et al., 

2011). 

II.2. Structure  

             Les serine beta-lactamases sont toutes des protéines globulaires monomériques. Leur 

structure secondaire comprend 11 hélices α et 5 feuillets β. Leur structure tertiaire comprend à 

son tour deux domaines, un tout en hélice, l’autre un mélange d’hélice α et de feuillets β 

alternées. Toutes les serine beta-lactamases possèdent une structure tertiaire en sandwich du 

type α/αβ. Le site actif se trouve dans l’espace existant entre les deux domaines de la structure 

en sandwich (Fig. 8, 9). 

 La comparaison des structures primaires des serine betalactamases montre l’existence 

d’amino-acides de fonction et ou de nature conservée entrant dans la composition de quatre 

éléments formant le site actif de ces enzymes (Tab. 2). L’élément 1 est une tétrade d’acide 

aminé: lys-X-X-ser ou X est un acide aminé variable. L’élément 2 est une triade d’acide aminé: 

Asp-X-tyr (classe C et D) ou Asn-Asp-Ser. L’élément 3 est une triade également: Gly-thr-Lys. 

L’élément 4 est formé d’un seul acide aminé, le glutamate. Confondus, ils participent 

directement ou indirectement dans l’hydrolyse du beta-lactamine (Charlier et al., 1998). 



 

 

Figure. 8 : La structure reconstituée d’une serine beta-lactamase classe A (SHV-1) (Drawz et Bonomo, 

2010). 

 

 

Figure. 9 : La structure reconstituée d’une serine beta-lactamase classe D (OXA-1) (Drawz et Bonomo, 

2010). 

 

 

 



Tableau.2: les résidus d’acides aminés des éléments conservés du site actif des trois sous-

classes SBLs (Charlier et al., 1998). 

 

Les classes 
Les éléments 

 

1 2 

 

3 4 

A 

 

KXXS NDS / SDS KTG / KRS E 

C 

 

KXXS YXN KTG n.d* 

D 

 

KFTS YAN KTG n.d* 

 

* : non déterminé, K : Lysine, S : Serine, F : phenyl-alanine, T : Threonine, N : Asparagine, D : acide 

aspartique, Y : tyrosine, A : Alanine, G : glycine, R : arginine, E : acide glutamique,  X : acide aminé 

variable. 

 

II.3. Mécanisme d’action  

Les  serine beta-lactamases catalysent le clivage de la liaison amide du cycle beta-

lactame par l’intermédiaire d’un résidu serine de leur site actif dans une réaction de trois étapes. 

Dans une première étape, l'enzyme et le beta-lactamine interagissent pour constituent le 

complexe non-covalent de Michaelis-Menten. Dans une deuxième étape dite étape d’acylation, 

suite à une attaque nécleophilique du carbonyle du cycle β-lactame par le groupement hydroxyle 

de l’acide aminé serine, il se forme un complexe acyl-enzyme covalent. Dans une troisième 

étape dite étape de désacylation, l’intervention d’une molécule d’eau préalablement activé ou 

déprotoné par un acide aminé qui peut être un lysine, ou glutamate, ou un tyrosine, entraine la 

dissociation du complexe acyl-enzyme et formation de composés acides tels que l’acide 

pénicilloïque ou l’acide céphalosporoïque qui a titre indicatif sont inactifs (Fig. 10) (Sabbagh, 

1998; Chen et Herzberg, 2000; Minasov et al., 2002). 

II.4. Inhibiteurs  

 Les inhibiteurs de serine beta-lactamases sont nombreux. Parmi ceux-ci, trois sont de 

potentiels thérapeutiques démontrés, il s’agit de l’acide clavulanique, du sulbactame et du 

tazobactame. Les trois sont des analogues de beta-lactamines et inhibent irréversiblement 

(inhibiteurs suicides) ces enzymes (Padayatti et al., 2005). Le mécanisme de cette inhibition le 

plus simple est celui de l'acide clavulanique. Celui-ci est reconnu par les serine beta-lactamases 

comme un beta-lactamine et est hydrolysé entant que tel. Cette reconnaissance conduit à la 

formation du complexe de Micheilis-Menten et par la suite du complexe intermédiaire acyle-



enzyme. Cependant, cette acylation catalytique initiale de la serine 70 est suivie par une 

séquence de réactions qui emprisonne un deuxième résidu serine 130 dans le site actif. Cette 

modification de la sérine 130 et par conséquent du site actif, signifie que celui-ci reste bloqué 

même après que la serine 70 soit libérée par hydrolyse (Fig. 11)  (Palmer et al., 2014).  

III. LES FLAVONOIDES 

Les flavonoïdes sont des pigments naturels répandus dans tout le règne végétal, et y 

existe sous forme libre ou conjugué à des oligosides. Ils interviennent comme agent protecteur 

contre les rayons ultra-violets  et les organismes pathogènes. Ils font partie des polyphénols, 

principaux métabolites secondaires des végétaux. Ils sont apportés au niveau de  l’organisme 

grâce à la consommation des fruits, des légumes, des céréales, du miel...  

III.1. Activités  

III.1.1. Propriétés complexantes 

Cette propriété peut être réversible  ou irréversible. 

III.1.1.1. Complexation réversible   

Les flavonoïdes complexent réversiblement un grand nombre de molécules et de 

biomolécules telles que les phénols (phénomène de co-pigmentation), les protéines comme  

l’albumine sérique, les polysaccharides en particulier les cyclodextrines ou l’ADN. Cette 

complexation peut se produire grâce aux groupements phénoliques via des liaisons hydrogènes, 

des  interactions électrostatiques  et grâce aux noyaux aromatiques via des interactions de 

Vander  Waals et des effets hydrophobes (Anthoni, 2007). 

III.1.1.2. Complexation irréversible  

A notre connaissance seule les flavonoïdes contenant une fonction cathécol dans leur 

structure est capable de complexer d’une façon irréversible les molécules. L’irréversibilité de 

cette complexation revient au caractère oxydable de cette fonction cathécol. Dans le cas de 

complexation des protéines,  les liaisons chimiques s’établissant lors de la complexation entre 

ces biomolécules et ces flavonoïdes sont des liaisons covalentes. Ils se forment des ortho-  



 

Figure. 10: Mécanisme d’hydrolyse des betalactames par  une SBL de claasse (A)  proposé par Sabbagh, 

1998. (1) : mécanisme de formation du complexe de Mechaelis, (2) : acylation de l’enzyme et mécanisme 

de clivage de la liaison C-N du cycle beta-lactames, (3) : dissociation du complexe produit-enzyme 

(Sabbagh, 1998). 

 

Figure. 11: Mécanisme  de l’inhibition d’une serine betalactamase (SHV-1) par l’acide clavulanique 

(Palmer et al., 2014). 
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quinones pouvant réagir avec les  groupements nucléophiles, amines et les thiols des protéines 

(Walle et al., 2003). 

 Les flavonoïdes contenant une partie cathécol dans leur structure forment aussi des 

complexes stables avec des métaux de transition (Fe3+, Al3+, Cu2+, Zn2+); la stœchiométrie du 

complexe et le  site de chélation dépendent de la nature du flavonoïde (présence de  partie 

catéchol) (Le Nest et al., 2004) et du pH (Anthoni, 2007). 

III.1.2. Inhibition d’enzymes  

Les flavonoïdes possèdent un large spectre d’activité inhibitrice. De nombreuses 

enzymes de mécanismes catalytiques différents sont en fait inhibées par ces molécules. Il s’agit 

d’hydrolases, d’oxydoréductases, d’ADN synthétases, d’ARN polymérases, des phosphatases, 

des protéines kinases, d’oxygénases, d’amino-acide oxydases (Havsteen, 2002)… 

III.2. Flavonoïdes utilisés   

III.2.1. Morine hydrate 

La morine hydrate ou 2/,3,4/,5,7 pentahydroxyflavone, est un isomére de la quercétine 

(le modèle d'hydroxylation sur l'anneau B, qui est méta) (Fig. 12)  (Gopal, 2013). La morine est 

un composé organique de la famille des flavonols, jaune naturellement abondant dans les 

branches de Morus alba L (mûrier blanc) et les vins rouges. Elle possède des activités 

pharmacologiques et biologiques intéressantes tels que : l'activité anti-inflammatoire, l’activité 

anticancéreuse l’inhibition de la xanthine oxydase, l'effet protecteur de l’ADN contre les 

dommages causés par les radicaux libres, la prévention de l'oxydation des lipoprotéines de faible 

densité (Gopal, 2013; Singha Roy et al., 2014). 

 

Figure. 12: Structure de la morine hydrate (C15H10O7.H2O) (Singha Roy et al., 2014). 
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III.2.2. Myrécitine 

 La myrécitine ou 3,3/,4/,5,5/,7 hexahydroxyflavone (Fig. 13) ou myricétol est un 

composé organique de la famille des flavonols, également.  Il est naturellement présent dans de 

nombreux types de végétaux, en particulier dans les raisins, le vin rouge, les oignons, les baies 

(Sowa et al., 2014). 

La myricétine possède des propriétés antioxydantes, anti-tumoral et anti-inflammatoire 

(Zhong et al., 2014). 

  

Figure. 13: Structure de la myrécitine C15H10O8 (Sowa et al., 2014). 

III.2.3. Rutine trihydrate 

La rutine est un quercétine conjugué au rhamnose  d’où le nom quercetin-3-rhamnosyl 

glucoside, (Fig. 14). Dans le milieu naturel, il est abondamment présent dans les légumes, les 

fruits, le thé, le vin. Il est doué d’activités biologiques et pharmacologiques importantes : anti-

inflammatoires, anti-cancéreux et anti-oxydantes (Jang et al., 2014). 



                             

Figure. 14: Structure de la rutine trihydrate (C27H30O16.H2O) (Savic et al., 2013). 

IV. Terminalia chebula 

Terminalia chebula  est un arbre caducifolié atteignant 30 m de haut avec un fut 

généralement court  et cylindrique atteignant jusqu’à 10 m de long et 80-130 cm de diamètre. 

Cette plante se reconnaît à ses fruits à noyaux mesurant deux à quatre centimètres, qui 

ressemblent à des olives vertes lorsqu’ils sont mûrs. Séchés, ils rappellent plutôt les noix de 

muscade; toutefois, leur couleur varie entre  le noir, le brun-orangé et le jaune (Prakash et al., 

2012).  Il appartient à la famille des combretacées (Dharmaratne et al., 2013). Cet arbre pousse 

dans les régions tropicales  chaudes    de l’Asie (Inde,  Népal, Thailande…) de l’Afrique (Côte 

d’Ivoire, Cango, Tanzanie...) (Deepack et al., 2010).  Il  est connu sous plusieurs  noms 

folklorique: le  myrobolan chébule  et  le bhishakpriya (le nectar favori), Haritaki (Fruit sacré 

de Shiva) (Rath et Pathy, 2014), Samor thai (Rangsriwong et al., 2009). Dans les pays arabes il 

est connu sous le nom "el halilej" (Fig.15). 

Les propriétés médicinales de Terminalia chebula ont  été rapporté dans un hadith charif 

 De nombreuses  ."عليكم بالهليلج الأسود فاشربوه ، فإنه شجرة من شجر الجنة ، طعمه مر وهو شفاء من كل داء"

études ont montré que des extraits de Terminalia chebula  notamment de ses fruits sont doués 

d’innombrables activités biologiques et pharmacologiques : activité antivirale, antibactérienne, 

activité inhibitrice importante du stress oxydatif, anti-vieillissement cellulaire, activités 

antidiabétique, cardioprotecteur, anti-ulcer, anti SIDA, anticancéreuse, diurétique… (Sancheti 

et al., 2010 ; Rath et al., 2014). 

3H2O 



Les composés phénoliques les plus inhibiteurs d’enzymes étant les acides chébulinique, 

tannique et éllagique, gallique et le 3 galloyl-glucoses. A titre d’exemple les deux dernières 

molécules inhibent l’intégrase du virus d’immunodéficience humaine de type 1 (HIV-1) et 

certain enzymes de la glycolyse des bactéries salivaires et pourrait servir d’agent anti-carries 

(Chang et Lin, 2012).  

 

 

Figure.15: arbre  de T.chebula (A), ses fruits mûrs frais (B), secs (C) et broyat de ceux-ci (D). 
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I. Matériel  

I.1. Matériel biologique 

I.1.1. Les bactéries  

Dix souches bactériennes ont été isolées entre 2012 et 2013 à partir des échantillons 

pathologiques et identifiées au niveau des laboratoires de microbiologie du CHU de Sétif (4 

souches : Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et 

Escherichia coli), de l’hopital d’El-eulma (2 souches : Pseudomonas aeruginosa) et de l’hopital 

de Biskra (4 souches : Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,  deux souches Escherichia 

coli). Ces souches, ont été conservées dans des milieux de conservation à +4°C jusqu’à 

utilisation. 

I.1.2  Matériel végétal  

Il s’agit de fruits secs de Terminalia chebula, plante appartenant à la Famille des  

Combretacea, achetés chez un phytothérapeute de la ville de Sétif. Ces fruits sont conservés à 

l’abri de la lumière à une température ambiante jusqu'à utilisation. Leur identification comme 

étant des fruits de Terminalia chebula a été faite au niveau du laboratoire du département de 

Biologie et d’Ecologie Végétale, Université Ferhat Abbas, Sétif 1; par le professeur LAOUAR 

Hocine. 

 

II. Méthodes  

II.1.  Détection phénotypique de métallo-beta-lactamases par le test CDT 

 
 Principe  

Les  métallo-beta-lactamases sont des carbapenemases qui nécessitent un ou deux  ions de 

zinc pour leur fonctionnement catalytique  d’où l’inhibition de celui-ci par l’EDTA (chélateur 

des cations divalents); cette propriété est mise à profit dans des tests de synergie (Aggoune-

Khinache et al., 2009).  

 

 Mode opératoire 

Le test CDT (Combined Disk Test Imipenème-EDTA) est réalisé selon Yong et al 

(2002). Des colonies bactériennes de A.baumanni ou de P.aeruginosa en phase de croissance 

ont été transférées dans des tubes contenant de l’eau physiologique jusqu’à l’obtention d’une  

turbidité voisine à celle de Mc Farland 0.5. Par la suite, des surfaces entières de la gélose Mueller 



Hinton préalablement coulé dans  des boites de pétri ont été ensemencées  par cette suspension 

microbienne par la technique d’écouvillonnage. Deux disques espacés de 25mm contenant 

chacun 10µg d’imipenème ont été appliqués sur le milieu, et une quantité de 1900 µg d'EDTA 

(0.5M, pH 8) (Junsei Chemical, Tokyo, Japon) a été ajouté par la suite à l'un d'eux. 

 Expression des résultats 

Après 16 à 18 h d'incubation à 35 ° C, les diamètres des zones d’inhibition sont notés en 

millimètre (mm). 

II.2.  Préparations des extraits bruts  

II.2.1. Extrait brut méthanolique de fruits secs de Terminalia chebula 

Suivant le protocole d’extraction décrit par  Motamed  et  Naghibi  (2010). Un broyat de 

30 g de fruits secs de Terminalia chebula est rajouté progressivement à 300 ml d’un mélange 

méthanol/eau (8:2 v/v). Après 24h d’agitation  à température ambiante et à l’ombre, le mélange 

est filtré sur papier filtre; le filtrat est soumis à une évaporation  sous pression réduite à l’aide 

d’un rotavapeur (Büchi) pour éliminer le méthanol. Le résidu obtenu constitue notre extrait brut 

méthanolique après élimination de l’eau par séchage. Celui-ci est conservé à l’abri de la lumière 

dans des flacons fermés à -20°C jusqu’à utilisation. 

II.2.2. Extrait brut aqueux de fruits secs de Terminalia chebula  

Trente grams de broyat de fruit secs de Terminalia chebula sont mis à bouillir pendant 

20 min dans 300 ml d’eau distillé. Le mélange est filtré puis centrifugé 3000g pendant 10min. 

Le résidu obtenu après séchage du surnageant  constitue notre extrait brut aqueux. Celui-ci est 

conservé à l’abri de l’humidité dans des flacons fermés à -20°C jusqu’à utilisation (Ljubuncic 

et al., 2005). 

 Expression des résultats 

Les  rendements  sont  calculés  par application de la  formule suivante :    

 R  (%)  =  100 x M ext/M éch, où :  R est  le  rendement  en  %;  M ext est  la  masse en grammes 

au terme de  l’extraction et M éch est la  masse sèche en grammes de l’échantillon. 

 

 

 



II.2.3. Extrait semi-purifié de beta-lactamases 

Deux extraits semi purifiés de beta-lactamases ont été préparés, l’un à partir de la souche  

Acinetobacter baumannii et l’autre à partir de la souche de Pseudomonas aeruginosa qui se sont 

avérées selon les résultats du test CDT, productrices de métallo-beta-lactamases et de serine 

beta-lactamases, respectivement. 

En pratique, 55.5 g de BHI sont rajoutés progressivement a un volume suffisant d’eau 

chaude pour 1.5 l. le bouillon obtenu est répartie sur six erlen de 1l de volume à raison de 250 

ml par erlen. Après stérilisation (autoclave SELECTA. P), 250 ml de bouillon  sont inoculés au 

préalable par la souche de A.baumannii ou de P.aeroginosa  puis incubées à 37°C pendant 18 h 

sous agitation. L’inoculum obtenu est utilisé pour ensemencer les cinq herlen restantes à raison 

de 50 ml d’inoculum par erlen. Après addition de 50 µg d’imipenème à chaque herlen (pour 

induire la sécrétion des enzymes) et incubation de ces dernières dans les mêmes conditions,  le 

milieu de culture est centrifugé à 3000 tr/min (centrifugeuse Hettich EBA 20) pendant 15 min. 

les culots cellulaires récupérés dans du tampon phosphate (0.1M, pH 7) sont homogénéisées par 

des ultrasons de 60 kHz de fréquence (12 cycles de sonication alterné de bain de glace de  30 

seconde chacun) à l’aide d’un sonicateur (vibra-cell 50W/60Hz). Les homogéinats obtenues sont 

centrifugées (centrifugeuse ROTINA 35 R) à 20 000 g pendant 30 minutes à 4C°. Les surnageant 

obtenus sont poolés. Le pool est agité pendant 1 h en présence de 2% (concentration finale) de 

sulfate de streptomycine (sigma aldrich, Allemagne) pour complexer les acides nucléiques. Le 

mélange est recentrifugé à 20 000 g pendant 50 minutes à 4°C pour précipiter ces acides 

nucléiques. Le surnageant est ensuite dialysé contre le tampon phosphate (0.1M, pH 7) pendant 

24h. Le dialysat, concentré par incubation avec le polyéthylène glycol, constitue notre extrait 

semi-purifié de beta-lactamases et est répartie dans des tubes eppendorf à raison de 200µl par 

tube puis conservé à -20°C jusqu’à utilisation.  

II.3. Analyses quantitatives 

II.3.1. Analyses quantitatives des polyphénols dans les extraits bruts de fruits secs de 

Terminalia chebula 

 Principe  

Cette analyse est réalisée par la méthode de Folin-Ciocalteu, décrite par Vuorela (2005) 

et améliorée par Li et ses collaborateurs (2007). Le principe consiste en la réduction des acides 

phosphotungstique et phosphomolybdique du réactif de Folin-Ciocalteu en présence de 



polyphénols en un mélange bleu d'oxydes de tungstène  et de molybdène. La coloration bleue 

produite absorbant à 765 nm est proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés. 

 Mode opératoire  

A des concentrations finales croissantes du standard acide gallique (10 à 180 µg/ml) (Sigma 

Aldrich, Allemagne) et à des volumes appropriés de solutions d’extraits de fruits secs de 

T.chebula dans du DMSO/eau (2/8 v/v), est rajouté à chacune 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu 

(Sigma Aldrich, Allemagne). Après 4 minutes d'incubation, 800 µl de carbonate de sodium 

(Na2CO3 75 g/l) sont ajoutées. Après agitation et une deuxième incubation pendant 2 heures à 

l'obscurité et à température ambiante, les absorbances des mélanges sont déterminées à 765 nm 

(spectrophotomètre GENESYS™ 20). 

 Expression des résultats 

Les résultats sont déterminés  à  partir de la  courbe  d’étalonnage tracé en fonction des 

concentrations d’acide gallique et des absorbances relatives. Ils sont  exprimés en µg équivalent 

d’acide gallique par mg d’extrait (µg EAG/mg d’extrait). 

II.3.2. Analyses quantitatives des flavonoïdes dans les extraits bruts de fruits secs de  

Terminalia chebula 

 Principe  

Les teneurs en flavonoïdes des deux extraits de fruits secs de T.chebula sont déterminées 

par la méthode du trichlorure d’aluminium  (AlCl3) (Bahorun et al., 1996) amélioré par 

Djeridane et ses collaborateurs (2006) dont le principe est : Le  trichlorure  d’aluminium  (AlCl3)  

forme  un  complexe  très  stable  avec  les groupements hydroxydes  OH  des  flavonoïdes.  Ce  

complexe  jaune  absorbe  à 430 nm; L’absorbance est proportionnelle à la quantité des 

flavonoïdes.  

 Mode opératoire 

A des concentrations finales croissantes du standard quercétine (2 à 16 µg/ml) et à des 

volumes appropriés de solutions d’extraits de fruits secs de T.chebula dans du DMSO/eau (2/8 

v/v), est rajouté a chacune 1 ml du trichlorure d’aluminium (AlCl3 : 2%).  Après agitation et 

incubation pendant 30 min à l'obscurité et à température ambiante, les absorbances des mélanges 

sont déterminées à 430 nm. 



 Expression des résultats 

Les résultats sont déterminés  à  partir de la  courbe  d’étalonnage tracé en fonction des 

concentrations de la quercétine et des absorbances relatives. Ils sont  exprimés en microgramme 

équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (μg EQ/mg d’extrait). 

II.3.3. Analyse quantitative des protéines dans les extraits semi-purifiés de beta-

lactamases 

 Principe  

Le dosage de protéine est réalisé selon la méthode de Bradford (1976)  améliorée par Macart 

et Gerbaut (1982) dont le principe est : en présence du réactif de bleu de Coomassie, les résidus 

d’acide aminés basiques (arginine, histidine,…) et hydrophobes (leucine, alanine,…) des 

protéines forment avec ce pigment en milieu acide un complexe qui absorbe à 595 nm, 

proportionnellement à la quantité de  protéines existante. 

 Mode opératoire 

A des concentrations finales croissantes d’albumine sérique bovine (0,1 à 2 mg/ml) et à des 

volumes appropriés d’extraits de beta-lactamases semi-purifiés, est rajouté à chacune 2 ml de 

réactif de Macart composé de 0,004 % (p/v) de bleu brillant de Coomassie G 250, 4 % (v/v) 

d’éthanol à 96 %, 0,003 % (p/v) SDS et 10 % (v/v) d’acide phosphorique à 85 %. Après agitation 

et incubation pendant 10 min à l'obscurité et à température ambiante, les absorbances des 

mélanges sont déterminées à 595 nm. 

 Expression des résultats 

Les concentrations des protéines sont calculées à partir de l’équation de la courbe 

d’étalonnage tracé en fonction des concentrations de BSA et des absorbances relatives. Elles 

sont exprimées en mg protéines par ml d’extrait semi-purifié de beta-lactamases.  

II.4. Détermination du type  de beta-lactamases  

Les beta-lactamines souvent  utilisés comme substrats de beta-lactamases, absorbent dans 

l'ultraviolet (235-320 nm). La perte de ce caractère en présence de ces enzymes est mise à profit 

dans la détermination du type de beta-lactamases.  
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 Mode opératoire 

Les beta-lactamines utilisés comme substrat dans cette étude sont: la pénicilline G (ε235nm= 

560M-1cm-1); la céphaloridine (ε260nm = 1000 M-1.cm-1), l’imipenem (ε299nm = 9000 M-1.cm-1) et 

l’aztreonam (ε320nm = 700 M-1.cm-1). 

En pratique, à des volumes suffisants pour 650 µl de tampon Hepes (50 mM; 150mM 

NaCl ; pH 7,2 ; 5 µg BSA/ml, 0.0005% Zn), sont rajoutés des concentrations croissantes finales 

de pénicilline G (10-100 µM), de céphaloridine (10-80 µM), d’imipenème (5-120 µM) ou 

d’aztreonam (10-100 µM) . Après homogénéisation, 10µl d’extrait semi purifié de beta-

lactamases sont par la suite rajoutés. Après une deuxième  homogénéisation manuelle, 

l’évolution de l’absorbance des milieux réactionnels est suivie à température ambiante et à 235, 

260, 299 et à 320 nm, respectivement (spectrophotomètre Shimadzu UV-1800). 

 Expression des résultats 

Les vitesses initiales de réaction sont à chaque fois notées en ΔA/min puis converties en  

µmol/mg/min. Les valeurs des constantes de Michaelis (KM) et des vitesses maximales (Vm ou 

Activité spécifique) respectifs sont déterminés à partir des courbes de lineweaver Burk tracées 

en fonction de l’inverse des concentrations des différents substrats et l’inverse des vitesses 

relatives grâce au logiciel « SIGMAPLOT 12.0 » auquel le module de pharmacologie « Enzyme 

Kinetics 1.3 » a été ajouté. 

II.5. Mises en évidence des classes de beta-lactamases  

Selon Ambler, il existe quatre classes de beta-lactamases: A, B, C et D.  Les activités 

catalytiques des classes  A, C et D reviennent essentiellement et communément à l’acide aminé 

serine de leur site actif d’où l’appellation serine beta-lactamases; celle de la classe B revient 

essentiellement à un ou deux atome de zinc (cofacteur) d’où l’appellation métallo-beta-

lactamases. Les enzymes de la classe A sont fortement inhibées par l’acide clavulanique mais 

pas par l’EDTA. Les enzymes de la classe B sont, par contre, inhibées  par I’EDTA mais pas 

par l’acide clavulanique. Les enzymes des classes C et D ne sont inhibées ni par l’acide 

clavulanique ni par l’EDTA. La classe D est par contre inhibé par le NaCl (Poirel et Nordmann, 

2002). Ce profil inhibiteur est mis à profit pour mettre en évidence les classes de beta-lactamases 

contenues dans nos extraits semi-purifiés (Ambler, 1980 ; Gautier, 2007). 

 

 



 Mode opératoire 

Dans une première étape, à des volumes suffisants pour 650 µl du même tampon Hepes, 

nous rajoutons des concentrations croissantes d’acide clavulanique (1-50 µM); d’EDTA (10-

100 mM) ou de NaCl (10-100 mM). Après addition successive  de 10µl d’extrait semi purifié 

de beta-lactamase à partir de A.baumannii ou de P.aeruginosa et homogénéisation manuelle, et 

de 80µM (concentration finale) de céphaloridine puis une deuxième homogénéisation manuelle, 

l’évolution de l’absorbance des milieux réactionnels est suivie  à 260nm. 

 Expression des résultats 

Les vitesses initiales de réaction sont à chaque fois notées en ΔA/min puis converties en  

µmol/mg/min. Les résultats sont exprimées en IC50 (la concentration inhibant 50% de l’activité 

enzymatique) déterminées à partir de la courbe tracée en fonction de : -Log [molécule ou extrait 

testé] et de Logit. Le Logit est égale au log naturel du pourcentage d’inhibition que divise 100 

moins le pourcentage d’inhibition [logit= Ln (% inhibition / 100- % inhibition)]. Le pourcentage 

d’inhibition est égal à l’unité moins le rapport vitesse en absence de l’inhibiteur à la vitesse en 

présence de l’inhibiteur fois 100. 

Dans une deuxième étape, 10µl d’extrait semi-purifié de beta-lactamase à partir des deux 

mêmes souches, sont rajoutés à des volumes suffisants pour 650 µl de tampon Hepes contenant 

une concentration finales proche de l’IC50 de l’acide clavulanique, de l’EDTA ou du NaCl. 

Après homogénéisation manuelle, on rajoute de la céphaloridine à  des concentrations 

croissantes finales de 10-80 µM et on suit l’évolution de l’absorbance des milieux réactionnels 

à 260 nm. 

 Expression des résultats 

Les vitesses initiales de réaction sont à chaque fois notées en ΔA/min puis converties en  

µmol/mg/min. Les valeurs des constantes de Michaelis (KM) et des vitesses maximales (Vm ou 

Activité spécifique) sont déterminés à partir des courbes de lineweaver Burk tracées grâce au 

logiciel « SIGMAPLOT 12.0 » auquel le module de pharmacologie « Enzyme Kinetics 1.3 » a 

été ajouté.  

II.6. Essais d’inhibition de l’activité enzymatique par trois flavonoïdes de 

commerce et deux extraits de fruits secs de Terminalia chebula 

 L’objectif de ces essais est la mise en évidence, en premier lieu, d’un éventuel effet 

inhibiteur de trois flavonoïdes de commerce (morin hydrate, myricétine, rutine trihydrate) et des 



deux extraits de fruits secs de T.chebula ; et en second lieu le type  d’inhibition dans le cas des 

molécules qui s’avèrent douer d’effet inhibiteur de l’activité enzymatique des deux extraits 

semi-purifiés de beta-lactamases.  

II.6.1. Mise en évidence d’un éventuel effet inhibiteur 

 Mode opératoire 

A des volumes suffisants pour 650 µl du même tampon Hepes, on rajoute des concentrations 

croissantes finales de morine (10-100µM), de myrécitine (10-80 µM), ou de rutine trihydrate 

(20-80µM) ou d’extraits de fruits secs de  T.chebula (5-90 µg/ml)  préalablement dissouts dans 

l’eau distillée, dans du DMSO/ Eau (1 :4 v/v) et dans du DMSO/ Eau (1 :10 v/v), dans l’ordre. 

Après homogénéisation manuelle, 10µl d’extrait semi-purifié de beta-lactamase à partir de 

A.baumannii ou de P.aeruginosa sont par la suite rajoutés. Après une deuxième  

homogénéisation manuelle, on rajoute 80 µM (concentration finale) de céphaloridine et on suit 

l’absorbance du milieu réactionnel à 260 nm. 

 Expression des résultats 

Les vitesses initiales de réaction sont à chaque fois notées en ΔA/min puis converties en  

µmol/mg/min. les résultats sont exprimés en IC50 déterminées à partir de la courbe logit-log.  

II.6.2. Mise en évidence du type d’inhibition  

 Mode opératoire 

Dix microlitres d’extraits semi-purifiés de beta-lactamases à partir de A.baumannii ou de 

P.aeruginosa  sont rajoutés à des volumes suffisants pour 650 µl du même tampon Hepes 

contenant une concentration finales proche de l’IC50 de morine, de myrécitine ou de rutine 

trihydrate ou de l’extrait méthanolique ou aqueux de fruits secs de T.chebula. Après 

homogénéisation manuelle, on rajoute de la céphaloridine à  des concentrations croissantes 

finales de 10-80 µM et on suit l’évolution de l’absorbance des milieux réactionnels à 260 nm. 

 Expression des résultats 

Les vitesses initiales de réaction sont à chaque fois notées en ΔA/min puis converties en  

µmol/mg/min. Les valeurs des constantes de Michaelis (KM) et des vitesses maximales (Vm) et 

des constantes d’inhibitions (KI) sont déterminés à partir des courbes de lineweaver Burk tracées 

grâce au logiciel « SIGMAPLOT 12.0 » auquel le module de pharmacologie « Enzyme Kinetics 

1.3 » a été ajouté.  



II.7. Recherche d’un éventuel effet potentialisateur de l’activité antibiotique 

de l’imipenème par les extraits de fruits secs de Terminalia chebula  

Des colonies bactérienne de A.baumanni ou de P.aeruginosa en phase de croissance ont 

été transférées dans des tubes contenant de l’eau physiologique jusqu’à l’obtention d’une  

turbidité voisine à celle de Mc Farland 0.5. Par la suite, des surfaces entières de gélose Mueller 

Hinton préalablement coulé dans  des boites de pétri ont été ensemencées  par cette suspension 

microbienne par la technique d’écouvillonnage. Deux disques de commerce contenant chacun 

10µg  d’imipenème ont été appliqués sur ces surface ensemencées ; un de ces deux disques a 

été supplémenté par la suite de 1500 µg d’extraits méthanolique ou aqueux de fruits secs de 

T.chebula, préalablement dissouts dans du DMSO/EAU (1 :10 v/v). Les boîtes sont ensuite 

incubées pendant 24 h à 37 °C. 

Parallèlement à ce test, nous avons réalisés un essai de mises en évidence d’une 

éventuelle activité anti-bacterienne anti-A.baumannii et anti-P.aeruginosa. Des disques de 6mm 

de diamètre de papier wattman stérilisés est supplémentés  de 1500 µg et 3000 µg d’extrait 

méthanolique ou aqueux de  fruits secs de T.chebula par disque, ont été appliqués sur des mêmes 

surfaces de gélose ensemencées. Les boîtes sont ensuite incubées pendant 24 h à 37 °C. 

 Expression des résultats 

Après 24 h d'incubation à 37 ° C, les diamètres des zones d’inhibition sont notés en 

millimètres. 
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I. Résultats  

I.1. Détection phénotypique de métallo-beta-lactamases par le test CDT 

 
La mise en évidence d’une résistance à l’imipenème et la mise en évidence de la 

disparation de celle-ci, sont réalisées chez dix souches cliniques par le test CDT (Combined 

Disk Test Imipenème-EDTA) qui consiste en l’incubation de ces dernières en présence 

d’imipenème seul et d’imipenème plus EDTA. La comparaison des zones d’inhibition obtenues 

suite à l’application de ce test (Tab.3) montre que les souches Acinetobacter baumannii (A1) et 

Pseudomonas aeruginosa (P1) isolées et identifiées au niveau du laboratoire de microbiologie 

du CHU de Sétif, résistent à l’imipenème (diamètre des zones d’inhibition égale à 8 et 12 mm, 

respectivement) contrairement aux souches restantes (diamètre confondue supérieur à 20mm). 

Lorsqu’on rajoute de l’EDTA, cette résistance est surmonté par l’imipenème chez les deux 

premières souches (les zones d’inhibition augmentent presque de trois et de deux fois, 

respectivement). Chez le reste des souches, les zones d’inhibition demeurent presque les mêmes 

(Fig. 16). 

  

 

Tableau.3 : Diamètre des zones d’inhibitions (mm) par l’imipenème (10µg) seul et en présence 

d’EDTA (1900µg) de la croissance des bactéries testées.  

 

 

code 

 

Souche testée 

 

Source d’obtention 

Diamètre de zone d’inhibition 

Imipinéme Imipinéme + 

EDTA 

P1 Pseudomonas aeruginosa CHU de Sétif 12 24 

A1 Acinetobacter baumannii CHU de Sétif 8 25.5 

E1 Escherichia coli CHU de Sétif 30 33 

K1 Klebsiella pneumoniae CHU de Sétif 39 42 

K2 Klebsiella pneumoniae Hôpital de Biskra  42 44.5 

E2 Escherichia coli Hôpital de Biskra 30 34 

S1 Serratia marcescens Hôpital de Biskra 26 29 

E3 Escherichia coli Hôpital de Biskra 38 41 

P2 Pseudomonas aeruginosa Hôpital d’el Eulma 30 32 

P3 Pseudomonas aeruginosa Hôpital d’el Eulma 29 31 

 

 

 



 

Figure. 16 : les zones d’inhibitions de la croissance des bactéries testées sur Gélose Mueller Hinton, 

après 16 à 18 h d’incubation en présence d’imipenème seul (10µg) et   d’imipenème (10µg) plus EDTA 

(1900 µg).   IMP= imipenème. 
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I.2. Analyses quantitatives des extraits bruts 

I.2.1 Extrait brut de fruits secs de Terminalia chebula 

I.2.1.1 Rendement  

Deux extraits méthanolique et aqueux ont été préparés chacun à partir de 30 gr de broyat 

de fruits secs de T.chebula, par macération et par décoction, respectivement. Les quantités de 

l’extrait méthanolique et aqueux étaient de l’ordre de  16.05 et de 17.61 g, dans l’ordre d’où les 

rendements d’extractions calculés "R" de 53.5  et 58.7 %, respectivement (Tab. 4). 

I.2.1.2 Analyses quantitatives des polyphénols  

 Les teneurs en polyphénols exprimées en µg EAG/mg d’extraits sont déterminées par la 

méthode de Folin-Ciocalteu qui consiste en l’incubation de volumes appropriés de solution 

d’extraits et du standard (acide gallique) avec  le réactif de Folin-Ciocalteu et le carbonate de 

sodium, puis en  la lecture de l’absorbance du mélange à 765nm. Les valeurs de ces teneurs sont 

déterminées à partir de l’équation de la courbe tracée en fonction des concentrations de l’acide 

gallique et des absorbances relatives. Celle-ci ne passe pas par l’origine (b= +0.027) mais elle 

est presque linéaire dans l’intervalle de concentration du standard rapporté (R² = 0,999) (Fig. 

17). Ces teneurs sont de l’ordre de 513.094±3.061 et 496±2.856 µg EAG/mg,  respectivement 

dans l’extrait aqueux et l’extrait méthanolique (voir Tab.4). 

I.2.1.3. Analyses quantitatives des flavonoïdes  

Les teneurs en flavonoïdes exprimées en µg EQ/mg d’extraits sont déterminées par la 

méthode de trichlorure d’aluminium qui consiste en l’incubation de volumes appropriés de 

solution d’extraits et du standard (quercétine) avec  le trichlorure d’aluminium, puis en la lecture 

de l’absorbance du mélange à 430nm. Les valeurs de ces teneurs déterminées à partir de 

l’équation de la courbe tracée en fonction des concentrations de la quercétine et des absorbances 

relatives. Celle-ci ne passe pas par l’origine (b= -0.061) mais elle est presque linéaire dans 

l’intervalle de concentration du standard rapporté (R² = 0,997) (Fig. 18). Ces teneurs sont de 

l’ordre de 39.866±0.469 et 37.26±0.272 µg EQ/mg, respectivement, dans l’extrait aqueux et 

dans l’extrait méthanolique (Tab. 4). 

 

 



Tableau. 4: Rendements (%) d’extraction par macération et par décoction et teneurs en polyphénols (µg 

EAG/mg d’extraits) et en flavonoïdes (µg EQ/mg d’extraits)  de fruits secs de  T.chebula. Les valeurs 

sont la moyenne de trois essais ± SD. 

Rendement d’extraction Teneur en polyphénols Teneur en flavonoids 

Macération Décoction Ext.Méthanolique Ext. Aqueux Ext.Méthanolique Ext.Aqueux 

53.5 58.7 496±2.856 513.094±3.061 37.261±0.272 39.866±0.469 

 

 

 

Figure.17 : Droite d'étalonnage tracée en fonction des concentrations croissantes d’acide gallique et 

des absorbances relatives à 765nm (Moyenne ± SD de trois mesures). 

 

 

Figure.18: Droite d'étalonnage tracée en fonction des concentrations croissantes de la quercétine et des 

absorbances relatives à 430 nm (Moyenne ± SD de trois mesures). 
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I.2.2. Extraits semi-purifiés de beta-lactamases 

 Analyse quantitative des protéines  

 

Deux extraits semi-purifiés de beta-lactamases ont été obtenus à partir d’homogéinats 

(extraits bruts) de culots cellulaires bactériens de deux isolats cliniques: A.baumanni et 

P.aeruginosa, ceci suite à un traitement par la streptomycine, une centrifugation, une dialyse et 

une concentration de ces extraits bruts.  

Les teneurs en protéines exprimées en mg/ml sont déterminées par la méthode de 

Bradford (1976) améliorée par Macart et Gerbaut (1982) qui consiste en l’incubation 

d’échantillons des extraits et du standard (BSA) avec  le réactif de Macart, puis en la lecture de 

l’absorbance du mélange à 595nm. Les valeurs de ces teneurs déterminées à partir de l’équation 

de la courbe tracée en fonction des concentrations de la BSA et les absorbances relatives. Celle-

ci ne passe pas par l’origine (b= -0.026) mais elle est presque linéaire dans l’intervalle de 

concentration du standard rapporté (R² = 0,996) (Fig.19). Ces teneurs sont de l’ordre de 7.9 et 

8.9 mg/ml, respectivement dans l’extrait semi purifié de betalactamase à partir de  A.baumanni 

et de P.aeruginosa. 

 

 

 

Figure. 19 : Droite d'étalonnage tracée en fonction de concentration croissante de BSA et les 

absorbances relatives à 595 nm (Moyenne ± SD de trois mesures). 
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I.3. Détermination du type  de beta-lactamases  

Après mise en présence de concentrations croissantes des différents antibiotiques 

substrats avec 10µl d’extrait semi-purifié à partir de A.baumannii et conversion des vitesses 

d’hydrolyse relatives de ces substrats (Fig. 20), une représentation graphique  de Lineweaver-

burk est réalisée (1/V = f (1/ [S]) (Fig. 21). les valeurs de la constante de Michaelis-Menten 

(KM) déterminées à partir de l’équation de cette représentation sont 14.92; 15.15; 57.52 µM ; 

celles des vitesses maximales sont 80.64; 133.33; 47.62 µmol/mg protéine/min, respectivement 

dans le cas de la pénicilline G, de la céphaloridine et de l’imipenème (Tab. 5). 

La reproduction du même protocole expérimental avec l’extrait semi-purifié à partir de 

P.aeruginosa (voir Fig. 20) montre que celui-ci interagit avec la pénicilline G et  la 

céphaloridine a des constantes de  Michaelis-Menten de 20 et 33.33 µM et les hydrolyse à des 

vitesses maximales de 113.63 et 497.51 µmol/mg protéine/min, dans l’ordre (voir Fig. 21 et 

Tab. 5).  

I.4. Mise en évidence des classes de beta-lactamases  

Dans une première étape, et après mise en présence de concentrations fixes d’acide 

clavulanique, d’EDTA, ou de NaCl avec 10µl d’extrait semi-purifié à partir de A.baumannii, et 

addition, dans chaque cas, de concentrations micro-molaires croissantes finales de 

céphaloridine, les vitesses d’hydrolyse relatives sont calculées. A partir des représentations 

graphiques  de Lineweaver-burk (Fig. 22), les valeurs de la constante de Michaelis-Menten (KM) 

déterminées sont 15.38 et 28.98 µM ; celles des vitesses maximales sont 134.13 et 

129.52 µmol/mg protéine/min, respectivement dans le cas de l’acide clavulanique et de l’EDTA 

(Tab. 6).  

Dans une deuxième étape, la reproduction du même protocole expérimental avec l’extrait 

semi-purifié à partir de P.aeruginosa montre que les valeurs de KM de celui-ci en présence de 

l’acide clavulanique ou de l’EDTA ou du NaCl sont : 34.61 ; 33.51 et 33.45 µM; celles des 

vitesses d’hydrolyse maximales sont: 526.31 ; 487.80 et 500 µmol/mg protéine/min, dans l’ordre 

(voir Fig. 22 et Tab. 6).  

 

 

 

 



(A)                                                                                (B) 

                      

                                (A-1)                                                                              (B-1) 

          

                                (A-2)                                                                             (B-2)

    

                     (A-3)                                                                              (B-3)    

Figure. 20 : évolution de l’absorbance de 80µM céphaloridine (A-1 ; B-1), de 100µM penicilline    (A-

2 ; B-2) et de 120µM imipenème (A-3 ; B-3), en présence de 10µl d’extrait semi-purifié à partir de 

P.aeruginosa (A) ou d’extrait semi-purifié à partir de A.baumannii (B). 

 



   

                                                              (A) 

                 

                                                                          (B) 

Figure.21 : courbe de  lineweaver-burk tracée en fonction de l’inverse des vitesses d’hydrolyses de 

concentrations micro-molaire finales croissantes de pénicilline G, de céphaloridine et d’imipenème par 

les deux extraits semi-purifiés à partir de A.baumannii (A), et à partir de Pseudomonas aeruginosa (B) 

et l’inverse de concentrations de ces antibiotiques. 

 

 

Tableau. 5 : valeurs des KM (µM) et des Vm (µmol/mg/min) obtenues dans le cas des extraits semi-

purifiées de betalactamases à partir de A.baumanni et de P.aeruginosa. n.d = non déterminé 

 Paramètres cinétiques 
 

Antibiotiques 

substrats 
 

A.baumanni                     P.aeruginosa 

Vm KM Vm KM 

 

Penicilline G 

Céphalorédine 

Imipinème 

Aztréonam 

 

80.64 

133.33 

47.62 

n.d* 

 

14.92 

15.15 

57.52 

n.d 

 

113.63 

497.51 

n.d 

n.d 

 

 

20 

33.33 

n.d 

n.d 
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(A-1)                                                                        (B-1) 

 

         
                               (A-2)                                                                       (B-2)  

 

     
                                (A-3) (B-3) 

                                                                                  

Fig. 22: courbes de  lineweaver-burk tracées en fonction de l’inverse des vitesses d’hydrolyses de 

concentrations micro-molaires finales croissantes de Céphaloridine  par l’extrait semi-purifié à partir de 

Pseudomonas aeruginosa (A) en présence (  ) et en absence (   ) de concentrations fixes d’acide 

clavulanique (A-1), d’EDTA (A-2) et de NaCl (A-3) et par l’extrait semi-purifié à partir de A.baumannii 

(B) en présence concentrations fixes d’acide clavulanique (B-1) et d’EDTA (B-2) et l’inverse des 

concentrations de céphaloridine. La figure (B-3) présente la courbe  logit-log, après mise en présence de 

concentrations milli-molaires finales croissantes d’EDTA avec 10µl d’extrait semi-purifié de 

betalactamase à partir de A.baumannii et addition de 80µM concentrations finales de céphaloridine, et 

calcule des vitesses d’hydrolyses de celle-ci. 
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Tableau. 6: Valeurs des KM  et des Vm d’hydrolyses de concentrations micro-molaires croissantes 

finales de Céphaloridine par 10µl d’extraits semi-purifiés de betalactamase à partir de A.baumannii ou 

de  P.aeruginosa en présence de concentration fixes d’acide clavulanique ou d’EDTA ou de NaCl.  

 

 Paramètres cinétiques 

 

Molécules 

 

Acinetobacter baumannii Pseudomonas aeruginosa 

Vm 

(µmol/mg/min) 

KM 

(µM) 

Vm 

(µmol/mg/min) 

KM 

(µM) 

aucune 

+ Ac.Clavulanique 

+ EDTA 

         + NaCl 

133.33 

134.13 

129.52 

n.d. 

15.15 

15.38 

28.98 

n.d. 

497.51 

526.31 

487.80 

500 

33.33 

34.61 

33.51 

33.45 

n.d* : non déterminé 

Dans une troisième étape, après mise en présence de concentrations milli-molaires finales 

croissantes d’EDTA avec 10µl d’extrait semi-purifié de beta-lactamase à partir de A.baumannii 

et addition de 80µM concentrations finales de céphaloridine, des vitesses d’hydrolyses de celle-

ci sont déterminées. A partir de la courbe logit-log, la valeur de  l’IC50 de l’EDTA est égale à 

3.98 mM. (voir Fig. 22, B-3). 

I.5. Essais d’inhibition de l’activité enzymatique par trois flavonoïdes de 

commerce et deux extraits de fruits secs de Terminalia chebula 

 Les essais ont été réalisées à l’aide de trois flavonoïdes de commerces  à savoir la morine 

hydrate, la myrécitine et la rutine trihydrate, et de deux extraits de fruits secs de  T.chebula. 

I.5.1. Mise en évidence d’un éventuel effet inhibiteur  

Après la mise en présence de concentrations croissantes finales de morine hydrate ou de 

myrécitine ou de rutine trihydrate, ou d’extrait aqueux ou méthanolique de fruits secs de  

T.chebula avec 10µl de l’extrait semi-purifié de beta-lactamase de A.baumanni et rajout de 

80µM céphaloridine (concentration finale), des pourcentages d’inhibitions sont calculés. Les 

courbes tracées logit-log tracées (Fig. 23) montrent que la morine hydrate, la myrécitine, la 

rutine trihydrate, l’extrait méthanolique ou l’extrait aqueux de fruits secs de T.chebula inhibent 

50 % de l’activité enzymatique aux concentrations de 23.28, 26.39, 39.71 µM, 18.45, 19.68 

µg/ml, dans l’ordre. 

 

 



                                                            (A) 

        

                              (a)                                                                               (b) 

        

                            (c)                                                                           (d) 

 

                        (e) 

Figure 23 : les valeurs de concentration inhibant   50% (IC50) de l’activité de l’extrait semi-purifié de 

beta-lactamases à partir de A.baumannii (A)  et courbes Logit-Log dans le cas de la [morine hydrate] (a), 

de la [myrécitine] (b), de la [rutine trihydrate ] (c), de l’ [extrait aqueux ] (d),  ou de l’[extrait 

méthanolique ] (e). 

 

Logit-log = inhibition (%) de l’activité de l’extrait semi-purifié de beta-lactamases à partir de 

A.baumannii (A) par les trois flavonoïdes de commerces et les deux extraits que divise (100- inhibition 

(%)) 
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La reproduction du même essai et dans les mêmes conditions dans le cas de l’extrait semi-purifié 

de beta-lactamase à partir de P.aeruginosa, montrent que la morine hydrate, la myrécitine, la 

rutine trihydrate, l’extrait méthanolique ou l’extrait aqueux de fruits secs de T.chebula inhibent 

50 % de l’activité enzymatique aux concentrations de 30, 27.10, 21.03 µM, 7.04, 12.07 µg/ml, 

dans l’ordre (Fig.24). 

I.5.2. Mise en évidence du type d’inhibition  

 Après mise en présence de concentrations fixes proche des IC50 de morine hydrate ou 

de myrécitine ou de rutine trihydrate, ou d’extrait aqueux ou méthanolique de fruits secs de  

T.chebula avec 10µl d’extrait semi-purifié à partir de A.baumannii, et addition, dans chaque cas, 

de concentrations micro-molaire croissantes finales de céphaloridine, les vitesses d’hydrolyse 

relatives sont calculées. A partir des représentations graphiques  de Lineweaver-burk (Fig. 25), 

les valeurs de KM déterminées sont 25.97, 15.62, 15.49 µM, 30.30 et 29.41 µg/ml ; celles des 

vitesses maximales sont 125, 65.78, 41.66, 134 et 131.57 µmol/mg proteine/min, respectivement 

dans le cas de morine hydrate, de myrécitine, de rutine trihydrate, d’extrait aqueux ou 

méthanolique de fruits secs de  T.chebula (Tab. 7). 

Lorsqu’on opère  avec l’extrait semi-purifié à partir de P. aeruginosa dans les mêmes 

conditions expérimentales et de calcule, les valeurs de KM déterminées sont 34.61, 

128.20µM, 108.69 et 75 µg/ml ; celles des vitesses maximales sont 125, 495.04, 512.82 et 

498 µmol/mg proteine/min, respectivement dans le cas de morine hydrate, de myrécitine, de 

rutine trihydrate,  d’extrait aqueux ou méthanolique de fruits secs de  T.chebula (Fig. 26, Tab.7).          
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                               (e) 

 

Figure. 24 : les valeurs de concentration inhibant 50% (IC50) de l’activité de l’extrait semi-purifié à 

partir de P.aeruginosa (B)  et courbes Logit-Log dans le cas de la [morine hydrate] (a), de la [myrécitine] 

(b), de la [rutine trihydrate ] (c), de l’ [extrait aqueux ] (d),  ou de l’[extrait méthanolique ] (e). 
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Figure. 25 : courbes de  lineweaver-burk tracées en fonction de l’inverse des vitesses d’hydrolyses de 

concentrations micro-molaire finales croissantes de céphaloridine  par l’extrait semi-purifié de 

A.baumannii, en absence (   ) et en présence  (  ) de concentrations fixes de morine hydrate  (a), de 

myrécitine (b), de rutine trihydrate  (c), d’extrait aqueux  (d), ou d’extrait méthanolique (e) et l’inverse 

des concentrations de céphaloridine. 
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Figure. 26 : courbes de  lineweaver-burk tracées en fonction de l’inverse des vitesses d’hydrolyses de 

concentrations micro-molaire finales croissantes de céphaloridine  par l’extrait semi-purifié de 

P.aeruginosa en absence (   ) et en présence (   ) de concentrations fixes de morine hydrate  (a), de 

myrécitine (b), de rutine trihydrate  (c), d’extrait aqueux  (d), ou d’extrait méthanolique (e) et l’inverse 

des concentrations de céphaloridine. 
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Tableau. 7: les valeurs de KM (µM flavonoïdes ou µg/ml extraits), des Vm (µmol/mg/min) d’hydrolyse 

de concentrations croissantes de céphaloridine par 10µl d’extrait semi-purifié à partir de A.baumannii et 

de P.aeruginosa en absence et en présence de concentration fixe de morine hydrate, de myrécitine, de 

rutine trihydrate, d’extraits aqueux  ou méthanolique de fruits secs de T.chebula.  

 

 

  

                                 Paramètres cinétiques  

Molécules Acinetobacter baumanni Pseudomonas aeruginosa 

Vm 

 

KM  
 

Vm  

   

KM  

        Aucune  

+ Morine hydrate   
133.33 

125 

15.15 

25.97  

497.51 

n.d* 

33.33 

n.d 
+ Myrécitine  65.78 15.62 125 34.61 
+ Rutine trihydrate  41.66 15.49 495.04 128.20 
+ Ext.Aqueux  134 30.30 512.82 108.69 
+ Ext.Méthanolique 131.57 29.41 498 75 

* non déterminé 

II.6. Recherche d’un éventuel effet potentialisateur de l’activité antibiotique 

de l’imipenème par les extraits de fruits secs de Terminalia chebula  

Après incubation pendant 24h à 37°C de la souche A.baumannii ou de la souche 

P.aeruginosa, avec trois disques un contenant 10µg  d’imipinéme; l’autre 10µg d’imipinéme 

plus 1500 µg d’extraits méthanolique ou aqueux de fruits secs de T.chebula, et l’autre 1500 µg 

d’extraits méthanolique ou aqueux de fruits secs de T.chebula,  les diamètres des zones 

d’inhibitions sont mesurés. Ils sont de l’ordre de 8 ; 23 ; 19 ; 19 et 18 mm dans le cas de la 

souche A.baumannii et de l’ordre de 29 ; 23 ; 25 ; 15 et 23, dans le cas de P.aeruginosa (Fig. 

27 ; Tab. 8). 

II. Discussions  

II.1. Détection phénotypique de Métallo-Beta-Lactamases 

 
Expérimentalement, différentes méthodes  sont recommandées pour la détection 

phénotypique des MBLs. Celles-ci incluent les tests MHT (Test de Hodge modifié) (Al Sehlawi 

et al., 2013), DDST (Imipenem-EDTA double disc synergy test), CDT (Imipenem-EDTA 

combined disc test), MBL E-test (metallo-betalactamase E-Test) (Hemalatha et al., 2005; 

Shanmugame, 2013). Dans ces tests on suit l’effet sur le diamètre des zones d’inhibition de  la 

croissance bactériennes sur milieux solides par les carbapénemes seuls et en présence d’EDTA.  

 



 (a) (b) (c) (d) 
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Figure. 27 : les zones d’inhibitions de la croissance de A.baumannii (A), ou de P.aeruginosa (B) 

cultivées sur Gélose Mueller Hinton, après 24h d’incubation en présence d’extraits aqueux (a) ou 

méthanolique (b) seuls de fruits secs de T.chebula (3000 ou 1500 µg), d’imipenème seul (10µg) et   

d’imipineme (10µg) plus extraits aqueux (c) ou méthanolique (d) de fruits secs de T.chebula (1500 µg). 

IMP= imipenème, EA= extrait aqueux, EM= extrait méthanolique. 

 

 

 

Tableau. 8 : Diamètre des zones d’inhibitions (mm) par l’extrait aqueux (1500µg) ou l’extrait 

méthanolique (1500µg) seuls ou avec l’imipenème (10µg) de la croissance des bactéries testées.  

 

 

Souche testée 

 

Source d’obtention 

Diamètre de la zone d’inhibition 

Ext.Aqueux Ext.Methanolique 

Seul 

1500µg 

Avec 10µg 

IMP 

Seul 

1500µg 

Avec 10µg 

IMP 

A.baumanni CHU de Sétif 18 19 19 23 

P.aeruginosa Hôpital d’el Eulma 23 25 15 23 

 

 

 



Parija  et  ses collaborateurs (2009), en cherchant des souches  P.aeruginosa productrices 

de MBLs par le test CDT est le test MHT, ont constaté que le premier est plus sensible que le 

second d’où la nécessité d’utiliser selon le même auteur le test CDT dans ce type d’étude. Dans 

d’autres tests de détection phénotypique des MBLs, on suit l’effet des concentrations minimales 

inhibitrices (CMI) sur  la croissance bactérienne en milieux liquides manifestes par les 

carbapénèmes seul et en présence d’EDTA (Shanmugam et al., 2013). 

De nombreux travaux sur la détection phénotypique de MBLs ont montré que les isolats 

cliniques de souches bactériennes appartiennent généralement aux genres Acinetobacter et 

Pseudomonas (Crawford et al., 2004; Altoparlak., 2005; Prajapati et al., 2013) , plus 

particulièrement, aux espèces A.baumannii et P.aeruginosa, dans l’ordre (Hemalatha et al., 

2005; Zavascki et al., 2007; Noyal  et  al., 2009; Santosh et Nilima, 2011; Ahir et al., 2012). 

Dans notre cas, le test CDT est utilisé pour la détection phénotypique de MBLs chez dix 

isolats cliniques de souches bactériennes (Acinetobacter baumannii (n= 1), Pseudomonas aeruginosa 

(n= 3), Klebsiella pneumoniae (n= 2) et Escherichia coli (n= 3), Serratia marcescens (n= 1). Ce 

test a montré que deux souches seulement une A.baumanni (A1) et l’autre P.aeruginosa (P3) 

sont résistantes à l’imipenème (diamètres confondus de zones d’inhibition inférieur à 14 mm) 

et productrices de MBLs (diamètres confondus de zones d’inhibitions en présence d’EDTA 

superieur à 24, soit une augmentation de plus de 7 mm) (Khosravi et al., 2012; Shanmugam, 

2013). 

II.2. préparation des extraits bruts de fruits secs de T.chebula et analyse 

quantitative des polyphénols et des  flavonoïdes 
 

 Chang et lin (2012) en réalisant des extractions de polyphénols à partir du même matériel 

végétal, ont constaté que plus la polarité du solvant augmente plus le rendement d’extraction 

augmente.  Ils ont en fait utilisé trois solvants de polarités croissantes, l’eau (16), le méthanol 

(12.3) et l’éthanol à 95% (8.8) et ils ont obtenu des taux de rendements d’extraction de 21,7% à 

39,4% (Chang et Lin, 2012). Nos résultats, bien que différents en ce qui concerne les taux de 

rendements (confondus supérieurs à 50%), sont les mêmes en ce qui concerne l’effet de la 

polarité du solvant sur ce paramètre  (58.7 % avec de l’eau et 53.5 % avec le méthanol). Ceci 

peut être dû à plusieurs facteurs : le milieu et la période de récolte, les facteurs climatiques et 

les conditions d’extraction (Hafsé et al., 2013). Pour ce dernier facteur, plusieurs études ont 

montré que l’extraction à chaud donne des rendements supérieurs que les procédés d’extraction 

à froid (Teixeira et al., 2012; Dharmaratn et al., 2013; Mahmoudi et al., 2013). Ce même effet 

est constaté dans notre cas.   



 Les fruits secs de T.chebula sont en général riches en polyphénols et en flavonoides 

(Arya et al., 2012). Dans la limite de nos connaissances bibliographiques, le contenu en ces 

molécules par gramme d’extraits aqueux ou méthanolique de fruits secs de T.chebula, peut 

atteindre 1041.8± 8.6 et 924.5 ± 17 .2 mg EAG/g d’extrait, dans l’ordre (Chang et lin, 2012). 

Ces teneurs sont presque deux fois plus élevés que  les nôtres : teneur en polyphénols de nos 

extraits aqueux et méthanolique de fruits secs de T.chebula sont 513.094±3.061 et 496±2.856 

µg EAG/mg d’extrait, respectivement. La différence de nos résultats confirmant relativement 

cette richesse, peut être due aux mêmes facteurs rapportés dans le cas des taux de rendements 

d’extractions. 

 Quant aux flavonoïdes, les teneurs sont de l’ordre de 39.866±0.469 et 37.261±0.272 µg 

EQ/mg d’extrait aqueux et méthanolique de fruits secs de T.chebula , respectivement. Nos 

résultats sont proches de ceux d’Arya et al (2012). 

II.3. préparation des extraits semi-purifiés de beta-lactamases et analyse 

quantitative des protéines 

Faute d’équipement de lyophilisation, il n’était pas possible pour nous de calculer un 

rendement ou un taux de protéine dans nos extraits semi-purifiés de beta-lactamases et faire des 

recoupements avec des données bibliographiques. Nous nous sommes limités en conséquent à 

des dosages de protéine y existante et à des calculs de concentrations. Celles-ci étaient de l’ordre 

de 7.9 mg/ml d’extrait à partir de A.baumannii et 8.9 mg/ml d’extrait à partir de P.aeruginosa. 

À partir de ces concentrations, nous estimons que nos extraits sont relativement riches en 

protéines. 

  

II.4. Détermination du type  de beta-lactamases  

Selon la classification d’Ambler,  les beta-lactamases  sont groupées en  quatre classes 

(Ambler, 1980).  Les beta-lactamases  de  classe  A,  hydrolysent  préférentiellement  les  

pénicillines (d’où le terme pénicillinases). Elles sont  sensibles à l’acide clavulanique. Les b-

lactamases  de  classe  B, appelée également métallo ou Zn-betalactamases,  hydrolysent  tous  

les β-lactamines  y compris les carbapénémes sauf  l’aztréonam (Zhu et al., 2013).  Elles sont  

résistantes  à l’acide clavulanique mais pas aux  agents  chélateurs  d’ions bivalents comme 

l’EDTA (Ahir et al., 2012 ; Altun et al., 2013). Les beta-lactamases  de  classe  C,  hydrolysent  

préférentiellement les  céphalosporines (d’où le terme céphalosporinases) (Drieux, 2012).  Elles  

sont  inhibées  par  la cloxacilline mais pas par l’acide clavulanique. Les beta-lactamases  de la 



classe  D,  hydrolysent efficacement  l’oxacilline  et la cloxacilline  que la  benzylpénicilline, 

d’où le terme oxacillinases. Elles  sont  inhibées par le NaCl, mais pas par l’acide clavulanique. 

La comparaison de nos résultats relatifs aux tests d’hydrolyses de céphaloridine par 

l’extrait semi purifié de beta-lactamases à partir de A.baumannii en absence et en présence de 

l’acide clavulanique, montre que les valeurs de KM (15.15 et 15.38 µM, respectivement) et de 

Vm (133.33 ; 134.13, respectivement) sont presque les mêmes. La même comparaison mais en 

absence et en présence de l’EDTA, montre  que les valeurs de KM (15.15 et 28.98 µM, 

respectivement) et de Vm (133.33 ; 129.52, respectivement) ne sont pas les mêmes. Ces deux 

comparaisons confondues montrent que la ou les béta-lactamases de cet extrait semi purifie n’est 

pas inhibée par l’acide clavulanique mais inhibée par l’EDTA. Ceci confirme les résultats du 

test CDT c’est à dire qu’il pourrait s’agir d’une ou de betalactamases de type MBLs. 

Nous signalons que de nombreux auteurs qualifient A.baumannii comme étant un 

réservoir de carbapénemases (Figueiredo, 2011) et de MBLs (Drissi et al., 2010 ; John et 

Ramasamy., 2014). 

La comparaison de nos résultats relatifs aux même tests mais avec l’extrait semi purifie 

de beta-lactamases à partir de P.aeruginosa en absence et en présence de l’acide clavulanique, 

montre que les valeurs de KM (33.33 et 34.61 µM, respectivement) et de Vm (497.51 ; 526.31, 

respectivement) sont presque les mêmes. La même comparaison mais en absence et en présence 

de l’EDTA, montre  que les valeurs de KM (33.33 et 33.51 µM, respectivement) et de Vm 

(497.51 ; 487.80, respectivement) sont les mêmes. Ces deux  comparaisons confondues montrent 

que la ou les béta-lactamases de cet extrait semi purifie n’est inhibée ni par l’acide clavulanique 

ni par l’EDTA. Ceci confirme les résultats du test CDT c’est à dire il pourrait s’agir d’une ou 

de beta-lactamases de type SBLs.  

II.5. Mise en évidence des classes  de beta-lactamases  

Les résultats obtenus suite aux tests d’hydrolyse de la pénicilline G, de la céphaloridine, 

de l’imipenème ou de l’aztreonam ont montré que l’extrait semi-purifié de A.baumannii interagit 

avec tous les antibiotiques y compris l’imipenème a l’exception de l’aztreonam a des KM de 

14.92; 15.15 ; 52.57 µM ; et les dégradent à des vitesses de  80.64; 133.33 ; 47.62 µmol/mg 

protéine/min, respectivement. L’interaction avec l’imipenème et son hydrolyse reflètent que la 

ou les betalactamases y existantes sont de type MBLs. Ceci confirme les résultats du test CDT 

et les résultats du typage. La comparaison du paramètre quantitatif de l’interaction (KM) et du 

paramètre quantitatif de la vitesse d’hydrolyse (Vm) de la céphaloridine dans le cas de la 

céphaloridine, de la pénicilline G, et de l’imipenème reflètent que cette MBL est une MBL 



céphalosporinase autrement dit appartenant à la classe 3c  (Rasmussen and Bush., 1997 ; 

Sharma, 2007 ;Gupta, 2008). 

Les résultats obtenus suite aux mêmes tests avec l’extrait semi-purifiés de beta-lactamase 

à partir de P.aeruginosa, ont montré que celui-ci interagit uniquement avec  la pénicilline G 

et  la céphaloridine a des KM de 20 et 33.33 µM et les hydrolyse à des vitesses maximales de 

113.63 et 497.51 µmol/mg protéine/min, dans l’ordre. D’emblée, l’incapacité d’interagir et 

d’hydrolyser l’imipenème reflètent que la ou les beta-lactamases y existantes sont de type 

sérine-betalactamase. Ceci confirme les résultats du test CDT et les résultats du typage.  Les 

paramètres quantitatifs de l’interaction et de l’hydrolyse de la céphaloridine sont supérieurs à 

ceux de l’interaction et de l’hydrolyse de la pénicilline G. Ceci reflètent que cette SBL est une 

SBL céphalosporinase (Drieux, 2012), autrement-dit une SBL de la classe C ou D. la 

comparaison des résultats des mêmes tests en présence et en absence du NaCl (KM = 33.35, 

33.33   et Vm = 500, 497.51, respectivement) montre que cette ou ces SBLs ne sont pas inhibées 

par cette molécule ce qui permet de dire qu’il pourrait s’agir d’une SBL de la classe C et non 

pas de la classe D. 

II.6. Essais d’inhibition de l’activité enzymatique  

 L’inhibition des enzymes par les polyphénols en général et les flavonoïdes en particulier 

soit à l’état pur soit à l’état brut  est très recherchée (Girotti-Chanu, 2006). Dans le même sens, 

nous avons essayé de mettre en évidence ce type d’activité dans le cas des mêmes molécules à 

l’état pur à savoir trois flavonoïdes de commerce  (morine hydrate, myrécitine et rutine 

trihydrate) et à l’état brut à savoir deux extraits méthanolique et aqueux de fruits secs de  

T.chebula sur deux extraits semi-purifiés de betalactamases l’un à partir d’un isolat clinique de  

A.baumannii et l’autre à partir d’un isolat clinique de P.aeruginosa. Cette mise en évidence est 

réalisée en premier lieu par la détermination du paramètre cinétique IC50 et en second lieu par 

la détermination du type d’inhibition. 

Dans le cas de l’extrait semi-purifiés de betalactamases à partir de A.baumannii, dont la 

beta-lactamase y contenue est identifiée comme étant une MBL de la classe 3c, les valeurs des 

IC50 sont : 23.28, 26.39, 39.71 µM, 18.45, 19.68 µg/ml de  morine hydrate, de myrécitine, de 

rutine trihydrate, de l’extrait methanolique ou de l’extrait aqueux de fruits secs de  T.chebula, 

dans l’ordre. Par comparaison à l’IC50  de l’EDTA que nous avons déterminé (3.98 mM = 

1488.88 µg/ml) et de bibliographie (2.3 à 20 mM) (Morán-Barrio et al., 2007),  ces molécules 

semblent être des inhibiteurs puissants de cet extrait enzymatique (en moyenne,  100 fois plus 

puissants). Ceci peut être expliqué par une capacité de ces molécules à complexer le zinc plus 



élevée que celle de l’EDTA. Quant aux types d’inhibitions relatifs, la morine et les deux extraits 

semblent inhiber d’une façon compétitive l’activité de l’extrait enzymatique en question; la 

myrécitine, et la rutine trihydrate  semblent l’inhibé cependant d’une façon non compétitive. 

Ceci suppose que les deux extraits contiennent beaucoup plus de flavonoïdes de structures 

proches à celle de la morine hydrate que de flavonoïdes de structure proche à celle de la 

myrécitine et de la rutine trihydrate.   

Dans le cas de l’extrait semi-purifiés de betalactamases à partir de P.aeruginosa, dont la 

beta-lactamase y contenue est identifiée comme étant une SBL de la classe C, les valeurs de ce 

paramètre sont : 30, 27.10, 21.03 µM, 7.04, 12.07 µg/ml de  morine hydrate, de myrécitine, de 

rutine trihydrate, de l’extrait méthanolique ou de l’extrait aqueux de T.chebula, dans l’ordre. 

Ces molécules agissant a des concentrations de l’ordre de microgrammes,  semblent être des 

inhibiteurs puissants de cet extrait enzymatique. Quant aux types d’inhibitions relatifs, la morine 

et la rutine et les deux extraits semblent inhiber d’une façon compétitive l’activité de l’extrait 

enzymatique en question; la myrécitine semble l’inhibé cependant d’une façon non compétitive.  

II.7. Recherche d’un éventuel effet potentialisateur de l’activité antibiotique 

de l’imipenème par les extraits de fruits secs de Terminalia chebula  

 Les effets potentialisateurs des inhibiteurs de beta-lactamases de l’activité antibiotique 

sont souvent  étudiés pour vérifier  l’efficacité de ces inhibiteurs à l’échelle cellulaire 

bactérienne (Deepack et al., 2010). Les paramètres quantifiés dans ce type de test sont les 

diamètres des zones d’inhibitions (si le test est réalisé sur milieu solide) ou les CMI (si le test 

est réalisé sur milieu liquide) (Peyrou , 2001; Al Sahli et Abdulkhair, 2011). Dans le même sens, 

nous avons essayé dans notre cas d’étudier cet effet potentialisateur des extraits aqueux et 

méthanolique de fruits secs de T.chebula de l’activité antibactérienne de l’imipenème sur la 

croissance de A.baumannii sur milieu solide. Les zones d’inhibitions obtenues sont 8, 18, 19, 19 

et 23 mm, respectivement, avec l’imipenème seul, l’extrait aqueux seul, l’extrait méthanolique 

seul, l’imipinéme plus extraits aqueux et l’imipinéme plus extraits méthanolique. Lorsqu’on 

compare le diamètre d’inhibition dû à l’imipenème seul aux diamètres des zones d’inhibitions 

dû à l’extrait aqueux seul et à l’extrait aqueux plus imipinéme (diamètres de valeurs très 

proches), on constate qu’il n y a  aucun effet potentialisateur et que l’augmentation du diamètre 

de la zone d’inhibition dû à la combinaison IMP+EA  revient à une activité antibactérienne 

plutôt qu’a une activité anti-MBLs. Lorsqu’on fait cette même comparaison dans le cas de 

l’extrait méthanolique (diamètres de valeurs relativement differentes), on constate qu’il y a un 

faible effet potentialisateur et que l’augmentation du diamètre de la zone d’inhibition dû à la 



combinaison IMP+EM  revient en partie à une activité antibactérienne et en partie à une activité 

anti-MBL.  

 Toujours dans le même sens, Nous avons essayé d’étudier cet effet potentialisateur des 

mêmes extraits de l’activité antibactérienne du même antibiotique mais sur la croissance de 

P.aeruginosa toujours sur milieu solide. Les zones d’inhibitions obtenues sont 29, 23, 15, 25, 

23 mm, respectives, avec l’imipenème seul, l’extrait aqueux seul, l’extrait méthanolique seul, 

l’imipenème plus extraits aqueux et imipenème plus extraits méthanolique. Lorsqu’on fait le 

même recoupement on constate globalement un effet antagoniste des extraits plutôt qu’un effet 

potentialisateur sur l’activité antibactérienne de l’imipenème sur cette souche. Cet effet 

antagoniste ne peut être expliqué que par le phénomène d’induction de biosynthèse de 

carbapénémase, phénomène rapporté avec plusieurs antibiotiques y compris l’imipenème.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Perspectives 

 

 
 

 



PERSPECTIVES 

Les trois flavonoïdes de commerce ainsi que les extraits de fruits secs de Terminalia 

chebula inhibent les MBLs à des concentrations de l’ordre de microgrammes. Ces 

concentrations peuvent être plus faibles (à l’ordre de nano-grammes) si les extraits auraient été 

réalisés sur des MBLs purifiées  

Nous envisageons en conséquent :  

 la reproduction des mêmes tests avec des MBLs purifiés.   

 élargissement de la gamme de molécules testées à des molécules de synthèse chimique.  

 recherche d’effet potentialisateur de l’effet des antibiotiques sur la croissance de bactérie 

résistante (effet sur zone d’inhibition et sur CMI). 
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