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INHIBITION, IN VITRO ET IN SILICO, DE SOUCHES
BACTERIENNES D’ORIGINE HOSPITALIERES RESISTANTES AUX
ANTIBIOTIQUES

RESUME. L’objectif de notre étude est ’évaluation de I’inhibition, in vitro et in silico, de
souches bactériennes d’origine hospitalier résistantes aux antibiotiques qu’elle devient un
probléme major dans le monde entier. L’inhibition in vitro et in silico des mécanismes de
résistance de Escherichia coli, staphylocoque aureus et pseudomonas aerginosa a montré
I’efficacité de les inhibiteurs acide caféique et acide gallique contre Staphylocoque
aureus, Tetrahydropyridine contre Escherichia coli et Trihydrooxyflavone contre
Pseudomonas aerginosa. La base de donnés d’apreés la littérature de I’inhibition de résistance
in vitro se fait par les différents méthodes de I’antibiogramme pour la détermination de
concentration minimale inhibitrice (CMI).

L’inhibition in silico se fait par logiciel appelé AutoDock Tools consiste a déterminer
I’énergie de fixation entre un ligand d’un substance isolée et un récepteur d’une bactéries, la
plus faible énergie d’interaction entre ces deux dernier présente la meilleures résultats pour
chaque bacteéries .

MOTS-CLES. Antibiotique, Bactéries résistante, Inhibition in silico, Inhibition in vitro,
Inhibiteur.

IN VITRO AND IN SILICO, INHIBITION OF BACTERIAL STRAINS
OF HOSPITAL ORIGIN RESISTANT TO ANTIBIOTICS

ABSTRACT. The aim of our study is to assess the extent of inhibition of hospital bacteria
resistance in vitro and in silico that has become a major problem worldwide, as well as the
problem of its inhibition by antibiotics has exacerbated. In vitro and in silico studies to
inhibit the resistance of each of Escherichia coli, staphylocoque aureus and pseudomonas
aerginosa confirmed the efficacy of each of the following inhibitors: Tetrahydropyridine
against Escherichia coli, Caffeic and Gallic acid against staphylococcus aureus, as well as
Trihydroxyflavone against Pseudomonas aeruginosa. The database according to the sources
used of the resistance bacteria is inhibited in vitro by several techniques called
Antibiogramm, through which the minimum inhibitory concentration is calculated (MIC).
In silico inhibition that we did was done by a program called Autodock Tools that calculates
the inhibition energy between the legend of isolate substance and the protein of bacteria, the
lowest energy of interaction between these two latter presents the best results for each
bacterium.

KEY WORDS. Antibiotics, Resistant bacteria, In silico inhibition, In vitro inhibition,
Inhibitor.
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INTRODUCTION

es infections bactériennes ont augmenté dans le monde entier, étant responsables de
l'augmentation des taux de mortalité et les colts de santé publique, parmi ces
microorganismes (Sarkissian ,2016). Un groupe des bactéries plus étudies sont
origines hospitaliéres résistantes aux antibiotiques et qui représente la cause de la moitié
(50%) des infections hospitalieres. Les plus concerné distribué entre des bactéries a gram
positif ~ Staphylococcies aureus et des bactéries a gram négatif Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa. (Joycy ,2018)
Ces souches bactérienne I'un des plus difficiles microorganismes a traiter car ils ont une forte
capacité de colonie I'n6te, ainsi que les manifestation des infections nosocomiales et le
développement de résistances a une grande variété d’antibiotiques. (Joycy ,2018)
Les bactéries d’origine hospitaliers sont des bactéries qui se trouve dans ces milieux
différencies aux bactéries communautaires par leur résistances a plusieurs antibiotiques en
raison de leur utilisation massive et parfois inappropriée. Ces bactéries provoquent 90 % de
I’infection hospitaliére appelé aussi bactéries nosocomiale (CINIAPCS,2021) qui sont touchés
surtout les patients passe aux moin de trois jours dans 1’hopital.(Jerome et al., 2018).
De plus, les nombres des bactéries nosocomiales présentes dans les isolats cliniques tel
qu’antibiogramme résistants a plusieurs antibiotiques sont en constante augmentation par le
développement de différents mécanismes de résistance.
Les bactéries d’origine hospitaliers deviennent résistantes aux antibiotiques en obtenant des
efflux pompes, la formation de biofilm et par systeme de quorum sensing, conduisant a
I'émergence de mécanismes de résistance. (Bernard et al., 2004 ; Lima et al., 2005)
Ces mécanismes comprennent des changements au niveau des antibiotiques surtout des
modifications du site actif.
La découverte des antibiotiques a révolutionné les pratiques de médicales et on a laissé penser
que la guerre contre ces infections était gagnée, mais on a assisté par la suite a une émergence
des nouveaux mécanismes de résistance, entrainant la diffusion des bactéries pathogénes les

plus en plus difficiles a traiter (el abdani, 2016).
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Le développement de mécanismes de résistance conduit a 1’amélioration des antibiotiques
pour I’inhibition de ces mécanismes soit au niveau de laboratoire (in vitro) soit par
modélisation informatique (in silico).

De nombreuses études sont en cours afin de trouver des nouvelles substances certaine isolés
de plantes, ainsi que des extraits et des huiles, qui montré de bons résultats en ce qui
concerne l'inhibition de cette mécanisme (Mikulasova et al ., 2016 ;Limaverde et al., 2017),
peut-étre utilisées comme adjuvants aux antimicrobiens ou pour empécher l'acquisition d'un
autre mécanisme de résistance (Lomovskaya, 2001).

Donc les bactéries hospitalieres résistants aux antibiotiques constituent un veritable probléeme

de santé publique dans les milieux de soins, en particulier dans les hépitaux.

L’objectif de notre étude consiste a évalué I’inhibition in vitro et in silico des souches
bactérienne d’origine hospitaliers les plus fréquent Staphylococcies aureus, Escherichia coli
et Pseudomonas aeruginosa résistants aux antibiotiques.

L’étude in vitro comprend I'évaluation de 1’inhibition de ces souches bactériennes on a suivi
toutes les methodes et les résultats d’aprés la littérature. L’inhibition in silico se fait par
logiciel informatique appelé AutoDock Tools consiste a déterminer I’inhibition d’une protéine

bactérienne par des nouvelles substances isolées .

Notre étude sera presentée en trois chapitres :
e 1% partie, consacré a un rappel sur la littérature concernant ;
e 2me partie décrit le matériel et les méthodes utilisées pour 1’élaboration de ce travail ;
e 3Me partie, portera sur I’exposé des résultats obtenus et aux discussions et elle est

cléturée par une conclusion et perspectives.
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Chapitre 1. Synthese bibliographiques

CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUES

1.1 BACTERIES D’ORIGINES HOSPITALIERES

1.1.1 DEFINITION

Les hdpitaux sont des milieux qui réunissent de différentes maladies, et constituent un milieu
propice pour la propagation des bactéries résiste aux ATB, lorsque les conditions d’hygiéne et
environnementales ne sont pas favorables (Glenn et al., 2014).

Les bactéries d’origine hospitaliers sont des bactéries qui se trouve dans ces milieux
différencies aux bactéries communautaire par leur résistances a plusieurs ATB en raison de
leur utilisation massive et parfois inappropriée. Ces bactéries provoquent 90 % de I’infection
hospitaliere (infection nosocomiale) (inia, 2021) qui sont touche surtout les patients passe aux

mois de trois jours dans 1’hopital. (jérom etienne et al., 2016).

D’aprés I’OMS les IH provoque un grand probleme dans le monde, et environ 5 & 12% des

patients hospitalisés développent une IH. (Amazian et al., 2010)

En Algérie le taux de ces infection attente les 15% et que 50 a 60% des cas elles se
transmettent par les mains, 5% des bactéries qui circulent en milieux hospitaliers sont multi
résistes aux ATB (Glenn et al., 2014).

1.1.2 PRINCIPAUX BACTERIES D’ORIGINES HOSPITALIERES

Il y a plusieurs types des bactéries d’origines hospitaliéres, les principaux qui ont les plus
incrimines et responsables 50 % des cas des infections hospitaliers sont : E.coli, S. aureus et
P. arginosa (Aodhan,2016). Ces bactéries sont multi résistance, caractérisé par leur capacité
d’adaptation face a un environnement ubiquitaire ou hostile et méme en absence d’exigence

nutritionnelles et leur pouvoir pathogénes (Glenn et al., 2014).
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Fig.1. les 10 microorganismes les plus fréquemment (Aodhan,2016).

1.1.2.1 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli (E. coli) est une bactérie intestinale & Gram négatif inoffensive commensal,
mais ces derniéres années, certaines souches sont devenues pathogénes et ont causé nombre
d'infections graves.les souches multi résistantes (BMR) d'E.coli sont endémiques dans
établissements de soins de santé dans le monde et augmentent les risques de infections

nosocomiales acquises (Lie, 2002)

~'\N s, -, ~ \‘\
i ' ’ g - Q\ﬂi
o - B <
- » T - X’ \4
7 ’ -~ JF ~
-
¥ Pt S = a
- -
l_&""“?o_;‘ P
p Rl f { L
r ;’(’ ¥ <
-~ b\ v .\\ ’_ .
l‘ "
- o
- - e '
> '.’ . 10 pm
> ~ et &

Fig.2. Escherichia coli sous le microscope (Lie, 2002).

1.1.2.2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS
C’est une bactérie Gram-positive associée avec des infections de la peau, des plaies et des
tissus mous, en plus d'étre désigné comme la cause d'endocardite et d'infectionliées a des

implants de dispositifs, tels que valves et cathéters (Widad, 2016).
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Fig .3. Staphyloccocus aureus sous le microscope (Widad, 2016).

1.1.2.3 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Bacilles a Gram neégatif ne fermentant pas le glucose (BGNnF), largement présent dans
I’environnement (eau, sol, végétaux). Aprés Escherichia coli et Staphylocoques aureus, P.
aeruginosa est la troisiéme bactérie responsable d’infection nosocomiale.

Elle est tres mobile, asporulée et mesure de 0,5-0,8 x 1,5-3,0 um. La membrane externe
contient des porines dont le nombre et la taille, susceptibles de varier, conditionnent la
perméabilité aux antibiotiques. La structure du LPS (lipopolysaccharide) de cette membrane

est également tres hétérogene (Lie, 2002).
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Fig.4. .P. aerginosa sous le microscope (Lie, 2002).

1.1.2.4 AUTRES MICRO-ORGANISMES
Les virus et les champignons peuvent étres aussi la cause des infections hospitaliers comme
les virus grippaux et les candidas (Widad, 2016).

1.1.3 DIFFERENT TYPES DES INFECTION CAUSENT
Environ 80% de toutes les infections hospitalieres concernent quatre sites principaux.

(Infections nosocomiales | Inserm - La science pour la santé)
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1.1.3.1 INFECTION URINAIRE

Les IU sont les plus courantes dans les infections hospitaliers représentent 30% des cas,
définit par la multiplication au maximum deux especes bactériennes dans les voies urinaire,
ces bactéries proviennent de la flore intestinale du patient, normale (E.coli) ou acquise a

I’hopital (prévention des infections nosocomial livre).

1.1.3.2 INFECTION DES SITES OPERATOIRES
Les ISO représentent 13,5% des cas d’infections hospitaliers se manifestant dans les 30 jours
suivant I’intervention ou, s’il y a mise en place d’une prothése ou d’un implant, dans 1’année

qui suit I’intervient (Prévention des infections nosocomiales livre).

1.1.3.3 INFECTION DES SITES PULMONAIRE

lls existent dans 17% des cas d’infections hospitaliers se développe au moins 48 H aprés
I'nospitalisation. Les agents pathogenes les plus fréquents sont des bacilles G+ et S. aureus (
Sanjay, 2019).

1.1.3.4 INFECTIONS DES SEPTICEMIES / BACTERIENNES

Dans 10,1% des cas, les patients sont atteints de bactériémies/septicémies liées a
I’introduction des cathéters dans les voies sanguines, et possédent un taux de létalité élevé —
plus de 50 % pour certains micro-organismes. (Les principaux germes et infections

nosocomiales infonosocomiale.fr)

1.1.3.5 AUTRES INFECTION (représentent environ 13% des IN)

De tres nombreuses autres infections sont possibles, on peut citer des infections du systeme
nerveux central, de la peau, du tube digestif, des voies génitales apres instrumentations ou
interruption de grossesse, des régions buccale et périnéale. Toutes ces infections peuvent étre
a l'origine de bactériémies avec une fréquence variable selon le degré de I'immunosuppression

et la nature des germes en cause (Widad, 2016).
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Fig.5. Répartition des infections les plus fréquentes cause par bactéries d’origines

hospitalieres

1.1.4 FACTEURS DE RISQUE
Les facteurs qui favorisent le développement des bactéries d'origine hospitaliers dans un site

spécifique sont :

1.1.4.1 FACTEURS LIES A L’ENVIRONNEMENT
e Lessurfaces;
e Lesdéchets;
e Lairet I'eau (widad, 2016) .

1.1.4.2 FACTEURS LIES AU PATIENT
e Les patients ageés et les nouveau-nés ;
e Poids : il s’agit de 1’obésité et de I'insuffisance pondérale ;
e Terrain : dénutrition, immunodépression, diabéte, éthylisme, état de vigilance ;
e Traitements immunosuppresseurs, antibiotiques : durée, motif de prescription

(tambyah etal., 2014).

1.1.4.3 FACTEURS LIES A LA PRISE EN CHARGE DU PATIENT
Résistance au Antibiotiques a cause de mauvaise prescription :
o ['utilisation excessive des antibiotiques ;

e Les diagnostics incorrects suivis d’antibiothérapie ;
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e [’utilisation inappropriée d’antibiotiques par les patients eux-mémes. (Widad,
2016)

1.1.4.4 FACTEURS DE RISQUE LIES AUX SOINS ET AUX INTERVENTIONS
e Antécédent d’intervention chirurgicale.
e Exposition a un dispositif invasif (sondage urinaire ou cathéter vasculaire) (tambyah
etal., 2014)
e Intubation orotrachéale ou trachéotomie.

e Endoscopie (Schuman etal., 2010)

1.1.5 RESERVOIRS ET SOURCES

Le réservoir d’un agent infectieux est I’endroit ou il maintient sa présence en se multipliant.
Ce réservoir peut étre humain, animal, environnemental ou mix, tandis que la source est le
lieu de contact entre I’agent infectieux et 1’hote, les deux peuvent étre confondus ou distincts,

ce qui est important sur le plan épidémiologique et préventif. (SFAR, 2009)

1.1.5.1 RESERVOIR ENDOGENE
C’est a dire que le malade infecte par lui-méme, il se contamine par ses propres germes. Qui
conduisent & la colonisation des sites préférentiels chez le patient. (Prévention de la

transmission croisée en réanimation. 2002)

1.1.5.2 RESERVOIR EXOGENE

Soit infections croisées qui transmises d’un malade a 1’autre par les mains ou les instruments
de travail du personnel médical ou paramédical, ou un infections provoquées par les micro-
organismes portés par le personnel soignant ,soit un infections liées a la contamination de

I’environnement hospitalier (Prévention de la transmission croisée en réanimation. 2002).

1.1.6 MECANISME DE TRANSMISSION

Il existe quatre mécanismes de transmission :

1.1.6.1 AUTO-INFECTION

Le patient hospitaliers ils peuvent infecte par ses propres germes de sa flore originale ex :
E.col ou de sa flore remaniée. (Qassimi, 2010).

1.1.6.2 HETERO-INFECTION

C’est la contamination d’un malade par les bactéries d’un autre malade (Qassimi, 2010).
1.1.6.3 XENO-INFECTION

Est due a I’entrée dans la communauté hospitaliére de nouveaux malades, plus rarement de

personnel ou des visiteurs porteurs d’une maladie infectieuse.
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1.1.6.4 EXO-INFECTION

Est liée a des erreurs ou des insuffisances dans les techniques d’asepsie. (Qassimi, 2010).

1.1.7 MOYENS DE DEFENSE DE L’ORGANISME
L’organisme dispos d’une série de mécanismes de défense contre les infections.
Ces mécanismes peuvent étre altérés par de nombreux facteurs liés soit a 1’affection de base

présentée par le patient, soit a divers médicaments ou actes médicaux. (Gross, 2007)

1.1.8 TRAITEMENT MEDICAMENTEUX
Divers médicaments peuvent altérer les défenses de 1’organisme par exemple les antibiotiques
perturbent la flore normale et favorisent la colonisation et les infections par les germes

hospitaliers (koorner, 1997).
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1.2 RESISTANCE DES BACTERIES AUX ANTIBIOTIQUE

1.2.1 ANTIBIOTIQUE

Le terme d’antibiotique, vient du grec « bios » qui signifie la vie et « anti » qui signifie
contre. Le role d’un antibiotique vient de son nom : c’est donc littéralement « agir contre la
vie ». Un antibiotique est donc une substance naturelle, semi-synthétique ou synthétique qui
inhibe la croissance bactérienne. Dans le langage médical, un antibiotique est « une substance
chimique organique d’origine naturelle ou synthétique, inhibant ou tuant les bactéries

pathogenes a faible concentration et possédant une toxicité sélective. (Paul Battraud, 2017)

1.2.2 ANTIBIOTHERAPIE

L’antibiothérapie probabiliste vise a prévenir une infection non caractérisée sur le plan
microbiologique, mais est effectuée du fait d’un diagnostic clinique, ou en attente d’un
résultat bactériologique.

L’objectif usuel de I’antibiothérapie est de diminuer suffisamment le nombre de bactéries
présentes pour que le systéme immunitaire puisse eliminer les bactéries restantes. Cependant,
si le systeme immunitaire est altéré (exemples : maladies auto-immune, infection par le virus
du SIDA, immunodépression suite a une chimiothérapie...) ou si 'infection fait courir un
risque vital, il devient nécessaire que 1’antibiotique détruise toutes les bactéries. Il faut aussi
que dans les conditions d’administration qui permettent d’obtenir 1’effet antibactérien,
I’antibiotique n’induise pas ou peu d’effets indésirables inacceptables voire toxiques a

d’autres niveaux et dégrade les autres organes sains. ( Sophie, 2014)

1.2.3 CRITERES D’EFFICACITE D’UN ANTIBIOTIQUE
Pour que I’antibiotique choisi puisse €tre actif sur la ou les bactéries a 1’origine de ’infection,
il faut:

e qu’il posséde un mode d’action qui lui permette d’agir sur cette bactérie ;

e qu’il parvienne la ou est la bactérie et & des concentrations suffisamment élevées ;

e qu’il y reste le temps suffisant pour lui permettre soit de la détruire, c’est ce que 1’on

appelle la bactéricide soit d’en arréter la multiplication, c’est la Bactériostase. (Paul

Battraud, 2017)

1.2.4 EFFETS DES ANTIBIOTIQUES SUR LES BACTERIES

On différencie les antibiotiques a effet bactéricide, des antibiotiques a effet bactériostatique.
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1.2.4.1 BACTERIOSTASE

Consiste en un ralentissement de la croissance bactérienne pouvant aller jusqu’a une absence
de croissance. L’effet (ou activité) bactériostatique d’un ATB sur la population d’une souche
bactérienne est indiqué par la détermination de la mesure de la CMI qui est définie comme la
plus faible concentration d’un antibiotique donné capable d’interrompre, dans un milieu et a
des conditions parfaitement définis (apres 18 heures a 37 °C), toute croissance visible d’une

souche bactérienne donnée .(Soilleux M, 2008)

1.2.4.2 BACTERICIDE

Consiste en la destruction d’une partie de la souche bactérienne. L’effet (ou activité)
bactéricide d’'un ATB sur une souche bactérienne est indiqué par la détermination de la
mesure de la CMB qui est définie comme la plus faible concentration de cet ATB permettant
une réduction du nombre de survivants de la population de cette souche au moins égale a 10-4
bactéries/ml d’un inoculum de 10-6 bactéries apres 18h de culture a 37°C de cette souche en
présence de I’ATB (Soilleux M, 2008).

Un antibiotique est bactéricide si la CMI est égale a la CMB. Il sera bactériostatique dans le
cas ou la CMI est tres inférieure a la CMB. On parlera d’antibiotique tolérant pour un
antibiotique dont le rapport CMB / CMI donnera un résultat tres supérieur a 32 (Soilleux M,
2008).

1.2.5 MODE D’ACTION DES ANTIBIOTIQUES
La plupart des antibiotiques dérivent de substances naturelles végétales, ou produites par de
microorganismes pour tuer d’autres micro-organismes. Dans les cellules bactériennes,

plusieurs types de cibles se sont montrées particuliérement vulnérables a 1’action d’inhibition

des antibiotique (figure 6) (Nauciel, 2005 ;Karp, 2010).

o Action sur la paroi bactérienne

o Action sur la structure de la membrane
o Action sur la synthése protéique

o Action sur la synthése de ’ADN

o Action sur le métabolisme de I’acide folique (Meriem, 2018).
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Fig.6. Mode d’action des antibiotiques (Meriem, 2018).

1.2.6 ANTIBIO-RESISTANCE

Pour un traitement, quel qu’il soit, son efficacité a soigner une pathologie est fortement
menacée par 1’apparition potentielle d’une résistance. Pour un antibiotique, c’est son efficacité
a lutter contre un germe qui est concerné. En effet ce dernier peut développer une résistance
vis-a-vis de I’antibiotique. La résistance bactérienne est définie comme la capacité des
bactéries a résister aux effets des antibiotiques ou des biocides censés les contréler ou les tuer
(http://ansm.sante.fr/var/ansm_site/storage/original/application). Le phénomeéne d’antibio-
résistance n’est pas nouveau, mais le nombre de microorganismes résistants, et multi-
résistants, ainsi que les localisations géographiques affectées ne cessent de croitre dans des
proportions inquiétantes. Les traces d’antibio-résistance ont d’abord été détectées dans les

hopitaux, lieux ou les antibiotiques sont le plus utilisés. (Levy, 2004).
1.2.7 QUELQUE MECANISME DE RESISTANCE

1.2.7.1 EFFLUX ACTIF
Il s’agit d’un systéme actif reposant sur la présence de protéines particulieres jouant le role de
pompe permettant 1’expulsion des molécules nocives pour la bactérie, dont les antibiotiques,

dés qu’ils péneétrent dans la cellule bactérienne. Cela entraine une diminution de la quantité
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d’antibiotique atteignant la cible. (mammedi , 2008). De nombreux systémes de ce type ont
été identifiés chez les bactéries et rendus responsables de résistance a des antibiotiques trés
variés, ainsi qu’a des antiseptiques (Calgagno, 2011). Une des caractéristiques de ce
mécanisme est qu’il peut entrainer parfois la résistance simultanée a des antibiotiques non
reliés structurellement, et ainsi constituer de véritables systemes de multi-résistance. En
général, les systemes d’efflux spécifique sont acquis par la bactérie et n’apportent rien d’autre
qu’une résistance de haut-niveau vis-a-vis de I’antibiotique excrété. Les systémes d’efflux
multiples seront, eux, présents naturellement chez 1’espéce bactérienne. Leur fonction initiale
est d’excréter les molécules toxiques présentes dans 1’environnement de la bactérie. Ces
systémes peuvent €tre surexprimés en raison d’une mutation des génes régulateurs, ce qui
conduit a une résistance de bas-niveau a certains antibiotiques. Enfin, la résistance par efflux

est souvent associée a une imperméabilité par altération des porines. (Calgagno, 2011).

Fig.7. Représentation du phénomene d’efflux (Calgagno, 2011).

A. CHEZz E.coLl

Le systeme AcrAB-TolC présent dans Escherichia coli consiste en une protéine de transport
(AcrB) ancrée dans la membrane plasmique qui s'étend jusqu'au périplasme, une protéine
(TolC) qui forme un canal a travers la membrane externe et une protéine adaptatrice (AcrA)

située dans le périplasme.
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Les substrats de ces pompes présentent une diversité de structures chimiques ; cependant, ils

partagent tous une lipophile élevee significative. Certains antibiotiques et un certain nombre
d'inhibiteurs ont été cocristallisés avec la pompe AcrB et ont été utilisés pour étudier les

interactions de liaison au sein de la liaison du substrat site. (Heba Abdel-Halim et al., 2019)
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Fig.8.. Systéeme AcrAB-TolC chez E.coli (Heba Abdel-Halim et al., 2019).

B. CHEZ S. AUREUS

De plus, le nombre de souches de S. aureus présentes dans les isolats cliniques résistants a
médicaments multiples est en augmentation, L'efflux actif est causé par des protéines
transmembranaires capables de expulser ou échanger des composés toxiques hors de la cellule
bactérienne, permettant la survie du micro-organisme, parmi les pompes les plus étudiées sont
NorA La pompe NorA est responsable pour I'efflux de divers médicaments tels que les
fluoroquinolones, quinolones, vérapamil et oméprazole, ainsi que des colorants tels que
I'acridine et le bromure d'éthidium, appartenant a la superfamille des principaux facilitateurs.

(Dos Santos et al., 2017).
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Fig.9. Systeme efflux pump chez staphyloccocus aureus (Dos Santos et al., 2017).

1.2.7.2 RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES PAR DEVELOPPEMENT DE BIOFILM

De nombreux problémes sont associés au développement des biofilms en milieu médical, et
ont pour origine leur résistance extrémement élevée aux agents antibactériens que ce soit les
antibiotiques ou les désinfectants. Cette résistance accrue, multifactorielle, est liée aux
conditions de vie dans le biofilm (hétérogénéité, accés aux nutriments, oxygene etc.), elles
modifient les propriétés physiologiques des micro-organismes et induisent des mécanismes de
résistance spécifiques qui s’ajoutent aux mécanismes de résistance connus. La résistance
élevée des biofilms aux agents anti-bactériens pourrait également reposer sur la présence
d’une subpopulation de bactéries résistantes, capables de résister a de fortes concentrations
d’antibiotiques. Cette configuration d’agglomération de colonies favorise les transferts de
geénes de résistance entre bactéries. Ainsi, alors que les progrés de la médecine moderne
permettent de lutter efficacement contre de nombreuses maladies infectieuses, les résistances
bactériennes liées a la présence de biofilms échappent largement a ce type de traitements. Les
antibiotiques sont en effet treés peu efficaces dés lors qu’il existe un biofilm et les symptomes

peuvent réapparaitre une fois le traitement fini (Ploy, 2012)

A. CHEZ P. AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa est capable de vivre soit a 1’état planctonique une forme
planctonique qui permet a la bactérie de déplace de manier isole gréce a ¢a son flagelle mais
les bactéries vivent généralement en biofilm soit a 1’état sessile fixé a un support qui définit
comme une population bactérienne adhérente a une surface et enrobée d’une matrice

constituée de substances polymériques extracellulaires (EPS) (Ploy, 2012).

15
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B. ETAPES DE FORMATION DES BIOFILM

La premiére étape consiste en 1’attachement initial de la bactérie a la surface d’'une muqueuse
ou d’un matériel inorganique, Lors d’une deuxiéme étape elles synthétisent des polymeres
dont elles s’entourent pour se protéger, 1’adhésion devient alors irréversible et les micros
colonies se structurent. La distribution des cellules bactériennes devient hétérogéne au sein du
biofilm (maturation). Le biofilm se développe et adopte une structure en forme de champignon,
d’une épaisseur maximale de 100 pm. Les cellules se détachent de cette structure et se dispersent pour

reformer un nouveau biofilm (Ploy, 2012).
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Fig. 10. Etapes de formation les biofilm (Ploy, 2012).

La formation et le développement du biofilm dépend de signaux environnementaux et
bactériens dont ceux du quorum sensing, C’est un systéme de communication entre les
bactéries qui leur permet de coordonner leur comportement. Ces molécules de QS ont été
libérées lors de la production de I'accumulation bactérienne, ce type de signalisation était
également connu sous le nom d'auto inducteur (Al) (Ploy, 2012).

Il existe deux systémes de QS, nommés Las et Rhl, ont été identifiés chez P.aeruginosa,
chaque systéme se définit par un couple composé d’une protéine régulatrice et d’un enzyme
auto inductrice : LasR/Lasl pour le systéeme Las et RhIR/RhlI pour Rhl.

L’enzyme auto inductrice contribue a la synthése de petites molécules, les acylhnomosérine
lactone (AHL) qui diffusent facilement de bactéries a bactéries. Lorsque le taux d’AHL
atteint un seuil critique, les AHL se lient a la protéine régulatrice. Le complexe ainsi formé

active la transcription de plusieurs facteurs de virulence (Ploy, 2012).

16




Chapitre 1. Synthese bibliographiques

D LuxAan;(i] LuxEl I.uxGl

m”" o » Virulence gene expression
@« el
— B (Rl

Virulence gene expression 7 oL, 5T P b ) L 23 A ¥
H

~ . - = - kad *
4 3.0.C12-HSL W C4-HSL — Pyocyanin e +c Y
¢ Luxregulon @ Rul regulon T N \.—-/) -~

Ll Planktonic bacteria

Fig. 11. Mécanisme de quorum sensing de P.aerginosa (Ploy, 2012).

1.2.8 QUELQUE INHIBITEUR DE MECANISME DE RESISTANCE

De nombreuses études sont en cours pour trouver de nouvelles substances capables d'inverser
la résistance bactérienne ,Plusieurs composeés isolés de plantes, ainsi que des extraits et des
huiles essentielles, ont montré de bons résultats en ce qui concerne l'inhibition de ces
mécanisme ( Mikuldsova et al., 2017) Parmi ces substances, Les acides phénoliques peuvent
souvent étre identifié dans les aliments Les plus couramment trouvés Caffeic acide et L'acide
galliqgue aussi des nouveaux inhibiteurs Dérivés des Tetrahydropyridine néanmoins des
Composeés d'origine végétale obtenus a partir de les métabolites précisément la synthése du
secondaire métabolites ainsi que 7-Trihydroxyflavone (TF) ( Mikuldsova et al., 2017)

1.2.8.1 ACIDE CAFEIQUE

L’acide caféique (acide 3,4-dihydroxy-cinnamique) est un composé organique et un puissant
antioxydant. Il se trouve naturellement dans une large gamme de plantes.

L’acide caféique est un type de poly phénol, une classe d’oligo-éléments connus pour leurs
propriétés antioxydants. L’élément nutritif prétend avoir de nombreux avantages pour la
santé, y compris les capacités anti-inflammatoires, anti-cancer et antiviraux. Dans notre étude
I’acide caféique est utilise comme un inhibiteur aux efflux pumps staphyloccocus,

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
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Fig. 12. Structure 2D de I’acide caféique, (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

1.2.8.2 ACIDE GALLIQUE

Egalement appelé acide 3, 4,5-trihydroxybenzoique, I'acide gallique est un isomére de I'acide
trihydroxybenzoique. Ce composé organique aromatique est naturellement présent dans les
plantes et les arbres. Considéré comme un acide phénoligque, cet élément entre également dans
la catégorie des acides hydroxybenzoiques. Caractérisé par sa formule CsH2(OH)3COOH,
I'acide gallique produit des esters et des sels nommés gallates. En médecine, il est
particulierement employé pour ses propriétés anti oxydantes et pro-oxydantes, son activité
anti tumorale ainsi que pour ses caractéristiques antibactériennes,

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
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Fig. 13. Structure 2D de I’acide gallique, (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
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1.2.8.3 TETRAHYDROPYRIDINE

Tétrahydropyridine c’est un composant aromatique de formule moléculaire générale
CoH16N20s , tétrahydropyridines ont présenté des propriétés telles que la régulation du debit
des ions calcium, étant candidats comme inhibiteurs de I'efflux chez E.coli (Lande Silva et al.,
2017)
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Fig.14. Structure 2D de Tetrahydropyridine, (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

1.2.8.4 TRIHYDROXYFLAVONE (TF)

Est un 7-hydroxyflavonol avec des groupes hydroxy supplémentaires aux positions 3 et 5
respectivement, Il est considéré comme un composé organique qui caractérisé par la formule
CisH100s, 1l a un réle inhibée la croissance des cellules tumorales du sein et considéré
comme d'agent antimicrobien, qui a été extrait par un arbre tropical a feuilles persistantes
appelé Alstonia scholaris, originaire du sous-continent indien et de I'Asie du Sud-est
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Fig.15. Structure 2D de Trihydroxyflavone, (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

1.2.9 ACTIVITE DES ANTIBIOTIQUES
La détermination de la sensibilit¢é d’une bactérie a différents antibiotiques est réalisée par

I’antibiogramme qui évalue 1’inhibition de la croissance bactérienne.
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1.2.9.1ANTIBIOGRAMME

C’est la détermination des CMI d'un groupe d'antibiotiques vis-a-vis d'un germe isolé chez un
patient. Ce test a pour but de prédire la sensibilité d’un germe a un ou plusieurs antibiotiques
connus dans une optique essentiellement thérapeutique. Il sert également a la surveillance
épidémiologique de la résistance bactérienne et a I’identification bactérienne par la mise en

évidence de résistances naturelles ou acquises (Calgagno et al. .2011).

1.2.9.2 METHODES D’ANTIBIOGRAMME
La CMI est un bon prédicateur de I’efficacité d’un antibiotique sur une espece bactérienne par

réalisation d’un antibiogramme, et plusieurs méthodes de détermination de la CMI existent :

A. METHODE PAR DILUTION EN MILIEU SOLIDE

Consiste a I’incorporation d’'un ATB dans un milieu gélosé coulé en boites de Pétri. La
surface de la gélose est ensemencée avec un inoculum des souches a étudier. Apres incubation
pendant 24h a 37°C, la CMI de chaque souche est déterminée par I'inhibition de la croissance
sur le milieu contenant la plus faible concentration d'antibiotique. La méthode est réalisée
avec une gamme de concentrations en progression géométrique de raison 2 (Calgagno et al.
2011).

B. METHODE PAR DILUTION EN MILIEU LIQUIDE

Consiste a mesurer des (CMI) et a les comparer a des concentrations critiques. Elle est
réalisée soit en macro méthode, soit en micro méthode, Détermination de la concentration
minimale inhibitrice. Haut : par macro dilution en milieu liquide. La CMI correspond a la
concentration de I’antibiotique contenue dans le premier tube resté limpide aprés 24 h
d’incubation avec la bactérie. Cette méthode, de référence, ne permet de tester qu’un
antibiotique par gamme. Bas : par micro dilution en plaque. Chaque ligne de la plaque
correspond a un antibiotique. La CMI est donnée par la premiére cupule (rouge) dans laquelle

la croissance de la bactérie a été inhibée (Calgagno et al. .2011).

20
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Fig. 16 . Méthode de dilution en milieu liquide (Calgagno et al. .2011).

C. DIFFUSION EN MILIEU
Permet de mesurer des diameétres d’inhibition de la croissance d’une bactérie autour d’un
disque imprégné d’antibiotique et de les comparer a des diameétres critiques. Des bandelettes
imprégnées d’un gradient d’antibiotique sont déposées sur une gélose préalablement
ensemencée par une culture bactérienne. Aprés incubation la CMI peut étre lue sur la zone de

lecture directe de la CMI (Calgagno et al ., 2011.).

Fig. 17. Diffusion en milieu gélosé (Calgagno et al ., 2011.).

1.2.10 CRITERES DE CATEGORISATION DE L’ANTIBIOGRAMME
L’antibiogramme permet la classification en catégories cliniques de résistance d’une souche

bactérienne aux ATB. En effet, une souche bactérienne peut étre classée sensible (S),
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intermédiaire (1), ou résistante (R) pour un antibiotique donné selon les concentrations
critique

1.2.10.1 SENSIBLE

Si la CMI mesurée est en deca de la concentration critique basse.

1.2.10.2 RESISTANTE

Si elle est supérieure a la concentration critique haute, elle est décrétée résistante.

1.2.10.3 INTERMEDIAIRE

Si la CMI entre la CMI résistante et la CMI sensible. (Calgagno et al ., 2011.).

@ mesuré = D(CCinf) Sensible (S)
@ mesuré < d{(CCsup) Résistant (R)
d(CCsup) = @ mesuré < D(CCinf) Intermédiaire (I)

Mesurer le diamétre de la zone d'inhibition (& mesuré) et le comparer aux diamétres des concentrations critiques inférieure et supérieure
(d{CCsup) et D(CCinf))

Fig. 18. Critere de la lecture antibiogramme (Calgagno et al ., 2011.).

1.2.11 SYNERGIE DES ANTIBIOTIQUES

Outre le fait que certaines molécules inhibent ou au contraire exacerbent 1’effet des
antibiotiques (acide, sucre, thymine, etc.), les différents antibiotiques peuvent interagir entre
eux. Trois grands types d’interactions peuvent étre définis :

- LA SYNERGIE: chaque antibiotique voit son action augmentée par 1’autre.

- L’ANTAGONISME: les effets des deux antibiotiques se contrarient.

- L’INDIFFERENCE: que I’on utilise chaque antibiotique séparément ou en association, le

résultat est le méme. (https://pharmacomedicale.org/pharmacologie/risque-des-medicaments)
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1.3 INSILICO

1.3.1. BIOINFORMATIQUE

La recherche en biologies ne reste plus seulement in vivo (en vie ) ou in vitro (en éprouvette)
grace a le développement de la technologies et la création de I’informatique, les scientifiques
ont réussi d’ utilise ce dernier pour 1’analyse des séquence biologique et prédire la structure
et les fonction des molécules sous le termes « la bioinformatique » (yang, 2014).

La bioinformatique ou La biologie computationnelle (yang, 2014). Apparue dans les années
1960, elle étudie les séquences d’ADN et sur le repliement des protéines, donc travaille
surtout au niveau moléculaire (IMBS D, 2015,). Elle s’intéresse particuliérement au rapport
entre la structure, la dynamique des macromolécules et leur fonction biologique (yang, 2014 ),
qui recouvre I’ensemble des technologies et des méthodes permettant de collecter, de stocker,
d’analyser et d’interpréter les données biologiques (vert, 2013 ).

Comme le décrit tres bien Jean-Michel Claverie : "La bioinformatique est constituée par
I’ensemble des concepts et des techniques nécessaires a l’interprétation de I’information
génétique (séquences) et structurale (repliement 3-D). C’est le décryptage de la bio-
information, la bioinformatique est donc une branche théorique de la Biologie. Son but,
comme tout volet théorique d’une discipline, est d’effectuer la synthése des données
disponibles, d’énoncer des hypothéses généralisatrices, et de formuler des prédictions

("computational Biology" 2000)

1.3.2 INHIBITION INSILICO

In silico c’est un modéles biomathématiques utilisant des bases de données issues
d’expérimentation in Vvivo ou in vitro, permettant d’analyser, grice a des logiciels
informatiques, les propriétés recherchées ou indésirables d’une substance en fonction de sa
structure ou de sa réactivité, et de raccourcir les temps de recherche (gallezot g, 2002), alors
I’inhibition in silico c’est I’utilisation de ces logicielle pour arréte un action d’un protéine
grice a des molécules ont un structure 3D joue le role d’ antibiotiqgue ou un dérive de

I’antibiotique (gallezot g, 2002).
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1.3.3 CRIBLAGE VIRTUEL

Le criblage virtuel ¢’est un processus assimilé a un entonnoir qui permet de cribler un
ensemble des molécules généralement entre cent mille et dix millions sur une cible pour
I’obtenir , a l'aide d'un algorithme de criblage, un nombre gérable de petites molécules
organiques quelques dizaines a quelques milliers capable d’inhiber une macromolécule
comme cible spécifique (Tondiet et al., 1999), qui seront ensuite testés expérimentalement
dans le but d’¢limine les molécules indésirables ou inactif tout en priorisant les composés les
plus susceptibles d'étre actifs (Tanrikulu et al., 2013).

Le criblage virtuel est défini comme I'évaluation automatique de tres grandes banques de
composés a l'aide de programmes informatiques, il se référé a une série in-silico (parida et al.,
2013 ). Ce terme fait référence au silicium, matériel principal retrouve dans les puces
informatiques de tous les ordinateurs par I’utilisation des bases de données issues
d’expérimentation in vivo ou in vitro (gallezot, 2002) permettant d’analyser, grace a des
logiciels informatiques, les propriétés recherchées ou indésirables d’une substance en fonction
de sa structure ou de sa réactivité, et de raccourcir les temps de recherche (gallezot, 2002) Il
aide a la découverte de nouveaux médicaments et de déterminer de nouveaux composés les
plus susceptibles pour se lier a une molécule cible présentent d'une structure 3D connue
(parida et al., 2013).

Fig. 19. Criblage Virtuel in-silico (http: // serimedis. inserm. fr)

1.3.4 CRIBLAGE PAR DOCKING MOLECULAIRE

Le docking moléculaire (ancrage / I’amarrage/ arrimage) est une méthode informatique
(francois, 2012), le plus utilise in silico, apparus au début des années 1980 (journal of
molecular biology. 1982), qui permet de prédire les interactions probable entre ligand et les

acides amines d’une protéine (merzougue, 2012).

P |
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Le docking moléculaire permet de prédit la conformation entre «ligand-protéine» ou
«protéine-protéine» et la structure intermoléculaire entre les deux qui ont une structure
tridimensionnelle 3D, et prédit aussi les modes de liaison ou les conformations la plus
favorable d'un ligand a un récepteur avec d’évaluation des interactions énergétiques

potentielles entre le ligand et la protéine. (chikhi a, 2007)

Target Ligand Complex
R R =
+ ;lzg\fp docking

T

>

Fig .20. Représentation schématique du Docking de deux molécules. Protéine. Ligand.

Complexe moléculaire. (Laurent Hoffer, 2013)

1.3.5 OuTILS DE DOCKING

Il existe quelque outille pour le docking moléculaire :

1.3.5.1 PROGRAMMES

Plus de 30 programmes de Docking moléculaire (commerciaux ou non) sont disponibles
(Grosdidier, 2013), le conception d'un logiciel de docking est applications dans la recherche
de nouvelles molécules actives.( merzoug , 2012 ).

Les plus fréquemment des programmes sont cites respectivement :

e AutoDock (27 %) ;
e GOLD (15%);
o FlexX (11 %) (Sousa et al., 2006).
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Fig .21. Les programmes de docking les plus cités d’aprées (Sousa et al., 2006).

Le tableau suivant indique neuf programmes permet le docking moléculaire, ADT c’est le

programme gratuit le plus utilisable chez les rechercher scientifique et méme les étudiants.

Tableau 1.1 principaux programmes de Docking moléculaire.( Taylor et al., 2003)

Nom Editeur Site internet

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

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

FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX

Fred OpenEyse http://eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrédinger http://www.schrodinger.com/Products/glide.html

Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html/

LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html



http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
http://dock.compbio.ucsf.edu/
http://www.biosolveit.de/FlexX
http://eyesopen.com/products/applications/fred.html
http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
http://www.molsoft.com/products.html
http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
http://www.biopharmics.com/products.html
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A. AutoDock

AutoDock ou ADT c’est un programme de docking moléculaire dans le but analyse
I’interaction entre un ligand et une protéine cible dans le site spécifique ce site actif et permet
a prédire la conformation la plus favorable d’un ligand au sien de son récepteur. Ce logiciel
est distribué avec une suite d'outils graphiques pour préparer les expériences de criblage
virtuel, ainsi que plusieurs tutoriels, améliorant ainsi son accessibilité.

(lokesh ravi et al ., 2016)

AutoDock 4

Fig.22. Logo de logicielle ADT (lokesh ravi et al ., 2016)

ADT est consiste deux programme clé : Autogrid4 et AutoDock 4
e AUTOGRID4

Qui prépare une grille des acides amines présents dans la GridBox définie par I’utilisateur.



Chapitre 1. Synthese bibliographiques

&
Macro Name: |DESI{TOF'-DQUMF'JS macros
Host Mame: |DESKTOP—DQUMF’JS
Working Directory: CAUsers'client Browse
Program Pathname: |autugrid4 Browse
Parameter Filename: | Browse
Log Filename: | Browse
Mice Level: |[]

Cmd : |autogridd -p -| &

Launch Cancel ‘

Fig. 23. Capture d’écran programme AUTOGRIDE (lokesh ravi et al ., 2016)

e AutoDock4

Qui permet d’analyse I’interaction entre la protéine (récepteur) et le ligand.

| &
Macro Name: |DESI(FOF'-DQUMF'JS macros
Host Name: |DESI(FOF'-DQUMF'JS
Il Working Directory: CAUsers\client Browse
I Program Pathname: |autndock4 Browse
| Parameter Filename: | Browse
Log Filename: | Browse
Add Optional Flags? " Yes * No
Mice Level: |2[J

Cmd :|aL|tE||:ID|:I-‘:¢1 £ - &

Launch Cancel ‘

Fig. 24. Capture d’écran programme AUTODOCK4 (lokesh ravi et al ., 2016)

B. AuToDOCKTOOLS

AutoDockTools, ou ADT, c’est un logicielle et un interface graphique gratuite pour
AutoDock le plus utilise, il développée par un institue « the scripps reaserche institute », ce
logicielle permet de :

1. Prépares les fichiers de coordination « récepteur et ligand » ;

2. Calcules I’affinité des atomes avec AutoGrid ;

3. Docking le ligand avec AutoDock :
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4. ’analyse des résultats. (lokesh ravi et al ., 2016)

AutoDockTools
Version 1.5.6 Sep_17_14

Stefano Forli

(2] 1999-2011 Molecular Graphics Laboratory, The Scripps Research Institute
ALL RIGHTS RESERVED

INBCR N o

P st

’ Loading Modules... 40%

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

\FFEISEN;I Remind Me Later |

Fig. 25. Capture d’écran ADTtools

1.3.5.2 RECEPTEUR

Un récepteur est un organe, une cellule ou une molécule qui assure la réception
d'information. Dans le cas d'une molécule, le récepteur est une protéine spécialisée capable de
se lier spécifiquement et réversiblement a une autre molécule appelée ligand. Les structures

3D que nous utilisons proviennent de la PDB « Protein Data Bank » (Martin L,2006).

1.3.5.3 LIGAND

Ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule ciblée,
protéine nucléique, jouant en général un role fonctionnel : stabilisation structurale,
catalyse, modulation d’une activité enzymatique, transmission d’un signal. (Shibata,et al.,
2016)

En Docking moléculaire, le choix du ligand est une étape tres importante. Ce choix doit étre
pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester
inutilement des molécules. Monge A. Création et utilisation de chimio theques optimisées

pour la recherche « in silico » de nouveaux composés bioactifs. (Orléans,2006 )
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CHAPITRE 2. PRODUITS, MATERIELS & METHODES

2.1 ETUDE IN VITRO

Le nombre des souches bactériennes Présentent dans les isolats cliniques résistants a plusieurs
ATB sont en augmentation par des mécanismes de résistance comprennent des changements
dans la formation des biofilm, l'inactivation par des enzymes, des altérations de la cible et des

efflux.

Parmi les souches bactériennes la plus resistants E .coli, Staphylococcus aureus et
P.aeruginosa. D’autre part des nombreuses études est en cours pour trouver des nouvelles
substances capables d'inverser et inhibé la résistance de ces souches bactérienne par

I’inhibition de ses mécanismes de résistants. (joycy et al., 2018).

2.1.1 INHIBITION DE S. AUREUS RESISTANTS AUX ANTIBIOTIQUES

S.aureus a été signalé comme I'un des plus difficulté a traiter. Dans la recherche d’inhibiteurs
de sa résistance, des substances végétales isolées telles que les composés phénoliques ont
démontré leur capacité a inverser la résistance de S.aureus par efflux pompe. les composés
phénoliques acide caféique (acide 3,4-dihydroxycinnamique) et I'acide gallique tanin (acide
3,4,5-trinydroxybenzoique)  est les principaux inhibiteurs de efflux pompes de ce

bactérie(joycy et al., 2018).

2.1.2 INHIBITION D’E.COLI RESISTANTS AUX ANTIBIOTIQUES

Une multi résistance émerge dans plusieurs souches bactériennes cliniqguement importants,
efflux pompes est un mécanisme important de résistance aux ATB chez E. coli .son systeme
AcrAB-TolC présent dans E. coli se compose d'une protéine de transport (AcrB), d'une
protéine (TolC) qui forme et d'une protéine adaptatrice (AcrA).Des tétrahydropyridines
capables d'inhiber I'efflux pourraient étre utilisées comme adjuvants aux ATB ou pour
empécher I'acquisition d'un autre mécanisme de résistance (Lande Silva et al., 2017)

2.1.3 INHIBITION DE P.AERGINOSA RESISTANTS AUX ANTIBIOTIQUE
P. aeruginosa est capable de vivre soit a 1’état planctonique soit a 1’état sessile fixé a un
support ce mode de vie appelé biofilm. La population de biofilm se produit par le processus

d'interaction de cellule a cellule par la dispersion de molécules de signalisation sont
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communément appelées systeme de détection de quorum sensing ce mode de vie est considéré

comme mécanisme de résistance chez P. aeruginosa.

Trihydroxyflavone (TF) d'extrait de feuille d'A. Scholaris est consisté a I'inhibition de la

formation de biofilm et l'activité de détection du quorum sensing chez P. aeruginosa ses

effets est isolé sur la production de facteurs de virulence régulés par quorum sensing (OM et

al,. 2010)

2.2 MATERIALS

TABLEAUX 2.1. Matériels utiliser in vitro

Bacteries E-coli Staphyloccocus Pseudomonas
aureus Aeruginosa
Inhibiteur Tétrahydropyridine Acide caféique, acide | 3,5, 7-

gallique.

Trihydroxyflavone de
alstonia scholaris

Milieux de culture

Luria-Bertani (LB)

Heart Infusion Agar
(HIA), Brain Heart
Infusion (BHI),
gélose au sang.

Bouillon nutritif,
milieux sélectifs

Reactifs

Méthanol, I'eau
distillée

Résazurine :
indicateur coloré.
DMSO
(Diméthylsulfoxyde).
L’eau pour la
dilution.

Glycérol.

Méthanol, I'eau
distillée
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2.3 METHODES

Les méthodes de I’inhibition de chaque bactéries et d’apres la littérature

2.3.1 ESCHERICHIA coOLI

2.3.1.1 DETERMINATION DE LA CMI

Pour la diffusion de disque, on été utilisé maximum 12 disques sur une plaque de 150 mm et
pas plus de 6 disques sur une plaque de 100 mm; les disques doivent étre espacés d'au moins
24 mm, centre a centre. Chaque diamétre de zone doit étre clairement mesurable ; les zones
qui se chevauchent empéchent une mesure preécise.

Mesurer le diametre des zones d'inhibition complete (a I'eeil nu), y compris le diamétre du
disque. Tenez la plaque de Pétri a quelques centimétres au-dessus d'un fond noir éclairé par

une lumiere réfléchie.

Zone ol les bactéries Zone ol la croissance
se développent normalement des bactéries est inhibée

boite de Pétri ...

disque
d'antibiotique i
gélose avec @
culture bactérienne

Mesure du diamétre de la zone
d'inhibition de croissance des bactéries

FiG.2.1. Méthode de diffusion de disque

2.3.2 STAPHYLOCOQUE AUREUS

2.3.2.1 PREPARATION DES SUBSTANCES

L'acide caféique, I'acide gallique ont été préparés selon le CLSI (Clinical & Laboratory
Standards Institute) (Wayne , 2012.)

Les substances ont été diluées dans du DMSO (Diméthylsulfoxyde)avec 10 mg / mL et puis
dilué dans I'eau, en diminuant la concentration a 1024 pg / mL et pourEtBr a été dilué

uniquement dans I'eau. (Joycy et al ., 2018)

2.3.2.2 PREPARATION ET STANDARDISATION DE L’INOCULUM
Les bactéries ont été déja conservés sur gélose au sang puis transféré et maintenu en deux

stocks, un en glycérol a -80 ° C et l'autre en Heart Infusion Agar Inclinée (HIA) a 4 ° C.
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Ensuit a partir les stocks préparé qui cultivées les bactéries a nouveau sur de la gélose Heart
Infusion solide inclinée en utilisant la méthode standard et incubée a 37 ° C pendant 24h.
Dérivant de ce milieu solide, I’inoculum ont été réalisés en utilisant le test tubes contenant
une solution saline stérile qui ont été normalisés selon a I'échelle McFarland0,5 correspondant
a 106 UFC (Colonie Unité de formation). . (Joycy etal ., 2018)

2.3.2.3 TESTS DE CONCENTRATION MINIMALE INHIBITRICE (CMI)

D’apres le littérateur, les substances était prépare dans un eppendorfs, ont était utilise 900
uL de milieu de culture BHI avec 100 pL de I’inoculum puis transfert sur une plaque de micro
dilution & 96 puits, 100uL a chaque puis ont été micro dilués jusqu'a le derniers puits qui
permet de contrdle de croissance bactériennes.

La lecture a été réalisée apres 24 h par visualisation du changement de couleur du milieu par
l'ajout de 20 pL de résazurine (7-hydroxy3H-phénoxazine-3-one 10-oxyde). Le changement
de couleur du support de bleu a rouge indique la présence d'une croissance bactérienne, tandis

que la présence de la couleur bleue indique I'absence de croissance. (Joycy etal ., 2018)

2.3.2.4 TESTS D'INHIBITION DE LA POMPE A EFFLUX PAR REDUCTION DE LA CMI DU

BROMURE D'ETHIDIUM ET LA CMI DE L’ANTIBIOTIQUE

(Méme protocole de micro dilution)
La lecture était faite apres 24h, le changement de couleur bleu au rouge indique la présence
de croissance bactérienne

La couleuse bleue indique I’inexistence de croissance bactérienne.

La diminution de la CMI du bromure d'éthidium ou la présence d'ATB spécifiques dans les
souches porteuses d'une pompe a efflux est une caractéristique d'inhibition de la pompe
d'efflux (joycy et al., 2018).

2.3.3 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

2.3.3.1 EXTRACTION ET ISOLEMENT DU COMPOSE BIOACTIF DE LA FEUILLE D'A. SCHOLARIS
Apres recueillir les Feuilles fraiches d'Alstonia Schoris ont été lavé avec 1’eau distillée puis
ombre, séchée et finement poudrée pour plus Analyse. La poudre de feuilles a été extraite au
méthanol et séparé de la fraction flavonoide.

Cette fraction a éte purifiée, isolé le composé bioactif qui identifié par la méthode de

spectroscopie.
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Fig.2.2. Feuilles d’Alstonia Schoris (OM et al,. 2010)

2.3.3.2 PREPARATION DE P.AERUGINOSA
La souche bactérienne lyophilisée a été inoculée dans bouillon nutritif et milieux sélectifs
pour la croissance et incubés pendant 48 h a 37 °C. Le stock de glycérine a été maintenu et

stocké a 4°C.

2.3.3.3 INHIBITION DE LA FORMATION DE BIOFILM /QS

L'effet du TF isolé d’A. Scholaris est sur la formation de biofilm.

La quantification de la densité de la biomasse du biofilm a été observée sous lecteur de plaque
de croitre a 595 nm et le pourcentage d'inhibition du biofilm a été calculé (OM et al,. 2010).

Suivant la loi :

% d'inhibition = controle de croissance OD Echantillon OD / contréle

de croissance OD 100.

2.3.3. 4 DETERMINATION DE L'INHIBITION DE LA FORMATION DE BIOFILM AU
MICROSCOPE OPTIQUE

Visualiser I'effet du composé TF isolé pourrait inhiber les bactéries formant un biofilm par
microscopie optique.

La lamelle de verre stérile a été immergée dans 5 ml de bouillon LB avec ou sans
concentration sous MIC (100 uL/mg) dans des plaques a 6 puits.

Par la suite, ajouter 10ul d'une culture d'une nuit de P.aeruginosa et incuber pendant 48 h a
28° C pour la formation de biofilm sur des lames de verre. Aprés 48 h d'incubation, les
lamelles ont été retirées et lavées deux fois avec de l'eau distillée stérile pour éliminer les
bactéries planctoniques libres. Les cellules de biofilm adhérentes ont été immergées dans du
méthanol pendant 15 min, puis les lamelles ont été colorées avec une solution de cristal violet
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a 2% pendant 5 min. Finalement, les lamelles ont été lavées avec de I'eau distillée stérile pour
éliminer les taches en exces et séchées pendant 30 min a 30 °C. Plus tard, les lamelles ont été
visualisées au microscope optique (OM et al,. 2010).
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24 ETUDE IN SILICO

Nous avons utilisé des logiciels et des site web pour realise se travail.

2.5 MATERIELS

2.5.1 PROGRAMMES

Nous avons travaillé avec le programme AutoDock Tools dans la version la plus récente 4.2
http://autodock.scripps.edu/resources/adt, et installé aussi Avogadro pour transformer les
forme téléchargé en PDB .

2.5.2 BANQUES DE DONNEES ET LES SITES INTERNET
2.5.2.1 PDB (PROTEINE DATA BANK)

La banque de données protéiques (Protein Data Bank) [http://www.rcsb.org] est la principale

source de données de biologie structurale et permet en particulier d’accéder a des structures

3D des protéines, des acides nucléiques et d'autres macromolécules. (sussman jl, et al., 1998)

c @ © & hitpsy//www.resb.org e @ | | Q Rechercher o e® =

RCSB PDB  Deposit v Search » Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Learn ~ More ~ Documentation v

m 177219 Biological
Macromolecular Structures
Enabling Breakthroughs in

Research and Education Advanced Search | Browse Annotations Help &

Celebrating m YEARS OF

n —— C Z

Bhesne lﬁ]um&“ 5 e O Bk 4 wany) Protein Data Bank [FY*2> To)
_—

A Structural View of Biology May Molecule of the Month

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about
the 3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and researchers understand all aspects of biomedicine and
agriculture, from protein synthesis to health and disease.

#™ Deposit

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data

Q Search
The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for

research and education in molecular biology, structural biology, computational
Ll Visualize biology, and beyond

= ZASBMB!
22 Analyze CoVID-19 ) PDB50:

CORONAVIRUS A special symposium
# Download Resources May 4-5, 2021
Register by Mdy 1

W Leam

VIRTUAL EVENT. PR’ § ]

Fig.2.3. Capture d’écran de I’interface de Protein Data Bank (http://www.rcsb.org)

2.5.2.2 PUBCHEM

C’est une banque de données américaine de molécules chimiques gérée par le National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), qui englobe
plusieurs millions de composés mis en ligne, gratuitement, pour chaque substance une grande
quantité de données de divers ordres chimique, biochimique, Pharmacologique, production,
toxicologie.

(chabbi et al., 2017)


http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
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&« c © & hitpsi//pubchem.ncbinim.nih.gov e ©@ Y| | Q Rechercher N @ ® =

Pub@ hem About  Blog  Submit  Contact

Explore Chemlstry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Try covid-19  aspiin EGFR  C9H804 57-27-2 Cl=CC=C(C=C1)C=0 InChI=1S/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3

[ Use Entrez

w2

Draw Structure Upload ID List Browse Data Periodic Table

Fig. 2.4. Interface de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Donc a partir PubChem nous avons téléchargée les ligands que nous avons utilisé sous le
format Pdb, mais dans cette site il exige le format mol2 ou le format sdf, Alors nous

convertissons au format Pdb a 1’aide logiciel Avogadro.

2.5.2.3 RECEPTEURS (LES PROTEINES)

Dans notre travail, nous avons utilisé les protéines sous le format Pdb, elle est téléchargée a
partir de la “’Protein Data Bank’’ (PDB) en introduisant son code (PDB: 2GFP, 2BR6, 1RO5,
1KZF, 2UVO, 4DX5) .

La protéine 2GFP utilisé pour S.aureus : 2BR6, 1R05, 1KZF, 2UVO pour Pseudomonas

aeruginosa et 4DX5 pour Escherichia coli.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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TABLEAU.2.2. Représente la structure pdb des protéines utilise dans notre travailles

Structure 3D

Bactéries Pdb
S. Aureus 2GFP
P.Auruginosa 2BR6

1RO5
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1KZF

2UVO

E. coli

4DX5

2.5.2.4 INHIBITEURS UTILISE

Nous avons utilisé différent inhibiteur sous forme PDB pour chaque bactérie, Ils sont indiqués

dans le tableau suivant :
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TABLEAU.2.3. Structure des inhibiteurs utilisés contre les bactéries étudie

Structure réalisée par AutoDockTools

Bactéries Inhibiteurs utilisés

E. coli Tétrahydropyridine

S. aureus Acide Cafeique
Acide Gallique

P. 3,5,7-

aeruginosa | Trihydroxyflavone de
Alstonia Scholaris

2.5.2.5 PROTEINE PLUS

ProteinsPlus c'est un outil informatique disponible sur le web : https://proteins.plus/qui aider

les scientifiques a travailler avec les structures protéiques par concentre sur les interactions


https://proteins.plus/
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protéine-ligand. Parmi ses fonctions Visualisez des structures et créez des représentations de

pose 2D. https://proteins.plus/pages/about
L oIn @

v Q Rechercher

G =@ O ﬁ https://proteins.plus
ZBH - Center for Bioinformatics

UH
i
L2l Universitit Hamburg

DER FORSCHUNG | DER LEHRE | DER BILDUNG

PDB-Code or search term:

@ Upload Protein (PDE format): | Parcourir... | Aucun fichier sélectionné.
@ upload Ligand  (SDF format): | Parcourir_. | Aucun fichier sélectionné

sences semch [l

F1G.2.5. Interface de ProteinsPlus (https://proteins.plus/)


https://proteins.plus/
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2.6 METHODES

Les structure 3D des protéines utilise dans notre travaille pour les 3 bactéries (E.coli,
P.aeruginosa et S. aureus) est télécharge a partir ‘Protéine Data Bank’ et les ligands
PubChem. Aprés avoir extraire ou télécharger les fichiers en pdb, on va lancer I'outil
AutoDock Tools (ADT) et suivait les étapes suivant, pour d’avoir meilleur résultat et inhibée
les bactéries a partir de obtenir les meilleures interactions et les meilleures positions des
inhibiteurs dans les protéines pour trouver un site actif pour une protéine cible, afin d’avoir
les conformation avec 1’énergie de liaison libre, qui aide a décider quel ligand candidat

interagit le mieux avec un récepteur protéine cible.

2.6.1 PREPARATION DE LA PROTEINE

1. File — Read Molécule, sélectionner la protéine sous forme pdb qui deja téléchargée et
cliquer sur Open.

2. Certaine les protéines contient plusieurs chaine, donc nous avons choisir la meilleur chaine
pour la fixation, et supprimé les chaines qui ne besoin pas par : Edit — Delete — Delete

Selected Atoms — Continue.

[ ebeciastl] a =l

File 3D Graphics  Edit Select Display Color Compute  Hydrogen Bonds  Grid3D Help

LR EERELEET

ADT4 2 Ligand  Flexible Residues  Grid  Docking Run  Analyze
I
o

==
B

¥
DashBoard | AniMol | Tools
Sel.- r|cvp x|
U FHZz  [SLEEBNLE
¥ All Molecules %% N BB vy
Current Selection Bh%%h YV
- ¥2gh OO0 OvVY
(A O80000OVY
b #'s L8000V Y
| o

F1G.2.6. Exemple de sélectionné chaine de protéine

3. Retirer 1’eau si elle est présente dans la molécule [Edit—Delete water] et ajouter

I’Hydrogéne a la protéine [Edit—hydrogénes —Add]

42
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Choisir ajouter Polar Only et en utilisant la méthode No Bond Order, et cliquez sur yes pour

renumeéroter, ensuit OK pour ajouter hydrogenes polaires.

& Add Hydrogens: —i—

" All Hydrogens

" Palar Only

Method

+ noBondOrder (for pdb files...)

" withBondOrder (if you trust the bond order info)

Renumber atoms to include new hydrogens
* yes

" no

oK Cancel

F1G.2.7. Interface pour ajout Hydrogéne

F1G.2.8. Exemple d’ajout hydrogéne sur la protéine

4. Ensuite sauvegarder les changements effectués [File — Save — Write PDB] et choisir
Sort Nodes et cliquer sur OK.

2.6.2 PREPARATION D'UN FICHIER LIGAND POUR AuTODOCK

1. Ligand— Input —open (AD3), choisir ligand utilisé sous format PDB files (*pdb)

2. Ensuit enregistrée le ligand en forme PDBQT [Ligand— Output — Save en
PDBQT(AD3)].

2.6.3 PREPARATION DE MACROMOLECULE

1. Grid — Macromolécule — Choose —Select Molecule et enregistrée en pdbqt.
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2.6.4 PREPARATION DU FICHIER DE PARAMETRES DE GRID

1. choisir le ligand (Grid—Set MaP Types — Choose ligand — Select ligand).

2. Grid—Grid Box.

Il dispose de 3 widgets de molette qui vous permettent de modifier le nombre de points dans
les dimensions x, y et z, pour cela, nous avons changé les paramétres de plan de la grille pour
que le plan de la grille soit au centre prés de site de liaison, et il doit étre assez grand pour
contenir tous les résidus qui interagissent avec le ligand et suffisamment grand pour permettre
au ligand d'avoir une rotation compléte.

3. File — Close Saving Current.

B4 i Options -— (s T — A Sr— )
= 5 v " Compute  Hydrogen Bonds  Grid3D  Help
ile enter iew elp
Current Total Grid Pts per map: 224785 == O ‘- a‘ J
number of points in x-dimension: o
MISSTIH | —
number of points in y-dimension:
WS4 HH]I
number of points in z-dimension:
[T 50 TTIM]
Spacing (angstrom): [T 1-C00 TN |
Center Grid Box: <offset>
x center: [4.221
y center: [-15.935 AL LT |
z center: [27.731 | RARURNA
|
nd - [Nan Time- 0 0 lected nin off 1 | FR- 111\J)|

F1G.2.9. capture d’écran représente plan de grill

3. Enregistrée macromolécule en forme gpf [Grid— Output —Save GPF (par exemple :

2gfp.gpf)].

2.6.5 PREPARATION DU FICHIER DE PARAMETRES DE DOCKING (L’AMARRAGE)
1. Docking — Macromolecule — Set Rigid Filename et ensuit téléchargée Macromolecule
qui déja enregistrée en forme PDBQT.

2 . Docking — Ligand — choose ligand — select ligand.

3. Docking — Search Parameters — Genetic Algorithme.

4. Docking — Output Lamarckian GA (4,2), Enregistrée en DPF (ligand.dpf).

2.6.6 DEMARRAGE D’AUTO GRID

1. Run — Run AutoGrid.
2. Program Pathname :Cliquez sur Browse et choisir AutoGrid 4 .
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3. Parametre Filename : click sur Browser et entrée de fichier gpf, qui a la suit chargera
automatiquement le fichier glg dans Log Filename .
4. Et cliquez Launch.

ot st T W ) S
Macro Name: W macros

Host Name: W
Working Directory: CUsers\client Browse
Program Pathname: |C:./ngram Files/The Scripps Research Institute/Autodock/4.2 6/autogridd .exe Browse
Parameter Filename: |C:.FUsers/:hemeesHapFngp.gpf Browse
Log Filename: |C:.FUsers/:hemeesHapFngp.g\g Browse

Nice Level: [U—

Cmd :|C:megram FilesThe Scripps Research Institute/Autodock/4.2.6/autogridd. exe -p C:/Users/client/Desktop/2g

Launch ‘ Cancel ‘

b A Oeco00vY
b % gallicacid O8C0O0OVY

Mad [Nona— Time-[1001 Selected: [IERRIST N T EA— Spinof i |FR-[270 [EBCH

F1G.2.10. Démarrage d’ AutoGrid

2.6.7 DEMARRAGE D’AuTto Dock

1. Run — Run AutoDock.

2. Program Pathname : cliquez sur Browser et choisir AutoDock 4 .

3. Parametre Filename : cliquez sur Browse et entrée de fichier dpf, qui a la suit chargera
automatiquement le fichier dlg dans Log Filename .

4. Etcliquez Launch .

2.6.8 ANALYSE ET LECTURE DES RESULTATS D’AuTODOCK

1. Analyse — Dockings — Open.

Cette commande ouvre un fichier navigateur qui vous permet de choisir un fichier que nous
voulons analyser avec sous forme dlg.

2 .La construction de liaisons hydrogéne nécessite que la molécule réceptrice soit présente
dans le spectateur et que vous l'avez choisi soit en utilisant:

Analyse —Macromolécule — Open .

3. Analyse — conformation — Play.
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Cela ouvre un Conformation Player (CP) que vous pouvez utiliser pour examinez les
conformations ancrées, Le CP a une liste courante de conformations (sa séquence) et un
courant liste d'identifiants.

La liste de séquences comprend tous les conformations, triées par exécution. La liste
d'identifiants est [0, 1, 2,3... 10].

F1G.2.11. interface de mode de lecture

4, &;— Build H-bonds/show info.
Le bouton Esperluette (&) ouvre le widget Définir les options de lecture (Set Play Options).

74 Set Play Options 2
v Show Info v Build H-bonds
Colorby[atom | I~ Show Conf List
Make clust RMS ref | Choose mal for RMS ref
Play Mode | Play Parameters
Build Current Build All
Write Current Write All
Close Write Complex

F1G.2.12. Capture d’écran pour les options de lecture

Build H-bonds: allume et éteint le batiment et affiche I'nydrogene liaisons entre la

macromolécule et le ligand dans son courant conformation.
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& Hydrogen Bonds: lé

2 Atoms in hbonds:

2gfp- A ARG127-HE =
2gfp-ASARG127-HH22

| | » | "rl
v Show All [+ Show Distances
— Show theta — Show phi
(don-h-=acc) (h-=acc-acch)

[ Show Energy

Select All Dismiss

F1G.2.13. Interface de Build H-bonds
Show info: ouvre et ferme un panneau séparé Conformation # Info qui affiche des

informations supplémentaires sur la conformation actuelle.

%4 Conformation 1 Info 23—

binding_energy=-3.96
ligand_efficiency=-0.3
inhib_constant=1.24
inhib_constant_units=mM
intermol_energy=-5_46
vdw_hb_desolv_energy=-4.28
electrostatic_energy=-1.17
total_internal=-1.2
torsional_energy=1.49
unbound_energy=-1.2
filename=caffeicacid2gfp.dig
cIRMS=1.36
refRMS=52.12
rseed1=None
rseed2=None
2 hydrogen bonds formed:
20fprACARGH2T-HE - caffeicacid: :LIG1:0
2gfp:ACARGI2T-HH22 - caffeicacid: :LIG1:0

F1G.2.14. Interface de Show info

5. Cliquez sur la fleche blanche vers I'avant qui permet démarrent la lecture I'analyse des
résultats du docking.
6. Apres avoir terminé avec succes la procedure de docking, les résultats sont enregistré dans

un fichier sous forme dlg.

47
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Ficherl.pdb Ficher2.pdb

[ Autodock tools }
proteine.pdbqt ligand.pdbqt

[ Autodock tools } 5 File grid.gpf

AutoGrid4

FileDock.dpf l

AutoDok4

Qicher_Docking.dlD

F1G.2.15 Les étapes de docking moléculaire par AutoDock

2.6.9 AFFICHER LES INTERACTIONS

1. Pour afficher les interactions 3D de protéine avec ligand en cliquant sur : Analyse —

Docking — show interaction.
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F1G.2.16. Exemple de I’interaction 3D de protéine-ligand réalisé par AutoDock

2. Pour montre les interactions 2D, Nous préparons d'abord un ficher de complexe (protéine-
ligand) par cliquant sur \WWrite Complex que lI'on trouve dans une fenétre de les options de

lecture et enregistre sous forme pdbqt.

& Set Play Options M
V¥ Show Info ¥ Build H-bonds
Color by W ¥| T Show Conf List
Make clust RMS ref | Choose mol for RMS ref
Play Mode [ Play Parameters
Build Current Build All
Write Current Write All
Close Write Complex

F1G.2.17. Interface des options de lecture

Ce fichier doit étre converti de format pdbqt en format pdb par Avogadro et enregistré pour
utiliser sur ProteinsPlus.

Ensuite, nous avons téléchargé le ficher de complexe qui déja enregistré sous forme pdb dans
le site de ProteinsPlus et cliquent sur GO.
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1. Enter PDB code

’A—///o_r
e upload PDB file

Choose File | No file choser

Choose File

m

2. Press "Go" button

F1G. 2.18. Préparation le ficher de complexe dans ProteinsPlus

Parmi les fonctions de ProteinsPlus nous avons choisi PoseView 2D interaction diagrams

pour visualisez les structures et créez des représentations de pose 2D (PoseView).

[.D ProteinsPlus - Structure-Based Modeling Support Server

Ligands Pockets Protoss Hydrogen prediction

Ligands

uc_ 19

DoGSiteScorer Binding site detection

PoseView i inferaction diagrams

e o chemical drawing conventions.! rotein and ligand are
a ¢ '\te\anmgprmem resiues '\dthshgar\ are visualize:
ture diagrams. Hydrophobic contacts are represented more indirectly by means of spline sections
highlighting the hydrophobic parts of the ligand and the label of the contacting amino acid. The

generation of structure diagrams and their layout modifications are based on the library 2Ddraw
% Interactions between the mated by a builtin interaction model that is based

create pocket

rain o
PoseView

SIENA Structure ensemble assembly

HyPPI Protein—protein interactions classification

EDIA Structural quality elucidation

METALizer Metal complex geometry prediction

F1G.2.19. Interface les fonctions de ProteinsPlus

Puis choisi le ligand et sélectionné sur Calculat .
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Ligands Pockets

Ligands

uc_ 19

create pocket 4

PoseView

PoseView automatically creates two-dimensional diagrams of complexes with known 3D structure ac-
cording te chemical drawing conventions. '@

Settings

Ligands ﬁ: ILIG_'I
Set your Ligand by clicking on the left Tab or by entering its Na-

me
Calculate

F1G.2.20. Préparation de ligand

Finalement nous avons obtenir les interactions 2D de protéine — ligand

Ligands Pockets

Ligands

uc_ 10

create pocket

PoseView

PoseView automatically creates two-dimensional diagrams of complexes with known 3D structure ac-
cording to chemical drawing conventions."@

Result

Hd R H-N"®

Arg127A

FiG. 2.21. Exemple de I’interaction 2D réalisé par ProteinsPlus
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CHAPITRE 3. RESULTATS & DISCUSSION

3.1 L’INHIBITION IN VITRO/IN SILICO DE MECANISME DE
L’EFFLUX CHEZ E.COLI PAR LES DERIVIES DE
TETRAHYDROPYRIDINE

3.1.1INVITRO

Gréce a des études littéraires, ils ont obtenu que les dérives Tétrahydropyridine présente
meilleurs activité d’inhibition de mécanisme I’efflux de I’E.coli similaire a CPZ, c’est dérive
ne sont pas toxique pour les cellules eucaryote.

3.1.2 INSILICO

Lorsqu’on a utilisé une structure PDB, on a remarqué que certaines structures des protéines
contiennent plusieurs chaines comme ce cas d’E.coli.

Donc nous avons étudie 1’interaction entre les trois chaines (4DX5-A, 4DX5-B et 4DX5-C)de
la structure E.coli (PDB ID 4DX5) et Tétrahydropyridine qui présent meilleur candidat
pour inhibée le mécanisme de I’efflux chez E.coli par utilisation de AutoDockTools.

n

7% tetra ez

e — S S — — — bgen Bonds  Grid3D Help
Ll =
————— %% Hydrogen Bonds: P === = -

[ADT4.2  Ligand ¢ Set Play Options 3
1 Atoms in hbonds
DashBoard ‘ AniMi . v Show Info v Build H-bonds
Mdx5A-AILE729:HN 2 Color by |atom v [~ Show Conf List
Sel v _J‘
T Make clust RMS ref | Choose mol for RMS ref
R &£ 1 Z
& Al Molecules Play Mode I~ Play Parameters
Current Selec Build Current Build All
4 M v
P tetra K =
D %4adxsA ¥ ShowAll ¥ Show Distances Write Current Wiite All
[ Show theta r Show phi Close Write Complex
(don-h->acc) (h->acc-accN)
== ™ Show Energy
V3
— Select All | Dismiss |

Tigand_ V=0T
inhib_constant=16.77
inhib_constant_units=mM
intermol_energy=-4.21
vdw_hb_desolv_energy=-3.72
electrostatic_energy=-0.49
total_internal=-3.04
torsional_energy=1.79
unbound_energy=-3.04
filename=tetraA.dig
clRMS=0.0
refRMS=59.88
rseed1=None
rseed2=None
1 hydrogen bonds formed

4dx5A-ALILET29:HN tetra:A: U1:04*

Mod.: [None

Spin off_— |FR:[312 @@

F1G.3.1. Résultat de docking de Tétrahydropyridine avec chaine A.

ot

W
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¢ tetrad ——— = F“ | - A E— A L )
[| Hydrogen Bonds Grid3D Help
‘ - «Iq]ﬂwoﬂ‘bl»i»‘ &;lael
J

1:.“—.=If7.s Hydrogen Bonds: { Zvl, E—.—-—y:kL QEJ

=
= e

ADT4 2 | Lig)| R Do % Set Play Options B3
: | % Show Info ¥ Build H-bonds
DashBoard | =
ashBoard]| || etraB:A UTHA =l cotor by[atom | I Show ConfList
sel-[ || fretraB:A- UT:H3
R 27 Make clust RMS ref ‘ Choose mol for RMS ref
E3
- A Play Mode I~ Play Parameters
& All Mole|
cunentil] 91 | Build Current Build Al
g Wte ¥ ShowAll ¥ Show Distances Write Current Write Al
W4
— Showtheta . Show phi Close Write Complex
(don-h->acc) h N)
"A|| ™ show Energy
Select All Dismiss
TganT_ y=uTT

inhib_constant=46.15
inhib_constant_units=mM
intermol_energy=-3.61
vdw_hb_desolv_energy=-3 52
electrostatic_energy=-0.09
total_internal=-2 46
torsional_energy=1.79
unbound_energy=-2.46
filename=tetraB.dig
CcIRMS=0.0
refRMS=78.99
rseed1=None
rseed2=None
2 hydrogen bonds formed
tetraB-A- U1-H4 4dx58:B.LYS29:0
tetraB:A: U1:H3* 4dx58:B:SER170:0G

Mod.: |Non®

Spinofft — |FR[312 [D@

F1G.3.2. Résultat de docking de Tétrahydropyridine avec chaine B.

7% tetraC T — el
Hydrogen Bonds ~ Grid3D  Help

o «|<ﬂwﬁ‘|>|»|m|&;las[ iy
— Il = a
=== 7% Hydrogen Bonds: = =
74 Set Play Options
Aorez 1y 1 Atoms in hbonds

¥ Show Info ¥ Build H-bonds
Colorby[atom  w| I~ Show ConfList
Make clust RMS ref | Choose mol for RMS ref |
Play Mode
Build Current

ftetraC-A- UT:H2" =]

I~ Play Parameters

Build All

Currg ([ 4] I |

~ Show All ¥ Show Distances

Write Current Write All

Close Write Complex

[~ Showtheta  _  Show phi
(don-h->acc) (h->acc-accN)

4 || ™ Show Energy

Select All Dismiss

ligand_eficiency=-0_11
inhib_constant=42.26
inhib_constant_units=mM
intermol_energy=-3.66
vdw_hb_desolv_energy=-3.6
electrostatic_energy=-0.06
total_internal=-2 57
torsional_energy=1.79
unbound_energy=-2.57
filename=tetraC dig
cIRMS=0.0
refRMS=94 94
rseed1=None
rseed2=None
1 hydrogen bonds formed
tetraC:A: U1:H2* 4dx5C:C:MET781:0

Mod.- [None Time:|0.045  Selected

Spinoff — [FR:[ 294 [@&D
F1G.3.3.Résultat de docking de Tétrahydropyridine avec chaine C.
3.1.2.1 CONFORMATION

Le résultat de docking est présenté dans les 3 figures ci-dessous, qui montre 10 conformations
de I’énergie de liaison minimale de chaque chaine avec Tétrahydropyridine.
Donc I’extension 1_1 ¢’est le meilleur résultat de chaque chaine avec Tétrahydropyridine qui

représente 1’énergie de liaison plus fiable.
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74 tetrah Conformation Chooser ﬂ 4 tetraB Conformation Chooser ﬂ
Rank: 1_1 (=] Rank: 1_1 =
Binding Energy: -3.13 Binding Energy: -2.56
Kl - 5.12mM kl: 13.39mM
Intermolecular Energy ©  -4.91 Intermolecular Energy :  -4.35
Internal Energy - -2.81 Internal Energy : -2.55
Torsional Energy 1.79 Torsional Energy : 1.79
Unbound Extended Energy: -2.81 Unbound Extended Energy: -2.55
Cluster RMS: 0.0 — Cluster RMS: 0.0 e
Ref RMS: 49.86 j Ref RMS: 701 j

select from 10 dockings: select from 10 dockings:

(double click to update coords) (double click to update coords)
(Rank_SubRank docked energy) (Rank_SubRank docked energy)
Eetra input = =

tetra 2 1 -2.66 249

tetra 3_1 242 o

tetra 4 1 24 _;;:

tetra § 1 -2.29 2'15

tetra 6_1 -2.16 o

tetra 7_1 -1.96 182

totra 8_1 188 - -1.78

tetra 8_2 1.34 E - _

-1.72 j

Write Ci t Coord )
fite urrent --oores Write Current Coords

Dismiss Dismiss
7#& tetraC Conformation Chooser u
Rank: 1_1 =

Binding Energy: -2.31

kl - 20 26mM

Intermolecular Energy - 4.1

Internal Energy : -2.95

Torsional Energy - 1.79

Unbound Extended Energy: -2.95

Cluster RMS: 0.0

Ref RMS: 89.73 ;l

select from 10 dockings:
(double click to update coords)

(Rank_SubRank docked energy)
etraC 2_1 -2.14
etraC 3_1 -1.97
etraC 4_1 -1.87
etraC 5_1 -1.81
etraC 6_1 -1.58
etraC 7_1 -1.54
etraC 8_1 -1.42 s
etraC 9_1 -1.12 ;l

Write Current Coords

Dismiss

F1G.3.4. Meilleur conformation de Tétrahydropyridine pour la chaine A, B et C.
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3.1.2.2 INTERACTION ENTRE 4DX5 ET TETRAHYDROPYRIDINE
A. POSITIONS POSSIBLE POUR FIXATION TETRAHYDROPYRIDINE DANS LES CHAINES 4DX5
(4DX5-A, 4DX5-B ET 4DX5-C)

On a observe 10 positions candidats de Tetrahydropyridine qui interagie avec les sites de
protéines 4DX5 sur chaque chaines (A, B et C).

TABLEAU 3.1 Représente les positions possibles pour interaction de Tetrahydropyridine avec

4DX5.
4DX5 Positions possible pour fixation Tétrahydropyridine
4DX5-A
4DX5-B

4DX5-C
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3.1.2.3 MEILLEUR POSITION ENTRE 4D X5 ET TETRAHYDROPYRIDINE

Comme on a dit précédemment 1’extension 1 1 c’est le meilleur résultat qui représente
I’énergie de liaison plus fiable, donc les figures dessous représentent meilleur position de

I’interaction de chaque chaine avec Tétrahydropyridine

FIG .3.5. Meilleur position « 1_1 » de I’interaction entre 4DX5-A et
TETRAHYDROPYRIDINE.

F1G.3.6. Meilleur position « 1_1 » de I’interaction entre 4DX5-B et
TETRAHYDROPYRIDINE.
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F1G.3.7. Meilleur position « 1_1 » de I’interaction entre 4DX5-C et
TETRAHYDROPYRIDINE.

Les résultats de conformation de chaque chaines avec ligand candidat en fonction de I’énergie
se présent dessous par des figures, nous remarquons que la technique de docking a
sélectionnée les conformations candidates pour Tétrahydropyridine qui sont interagissent
mieux avec les sites de 4DX5-A, 4DX5-B et 4DX5-C.

Comme on a dit précédemment que les conformations avec I'énergie minimale présentent le
meilleur résultat pour le docking, donc I’énergie minimale la plus faible pour
Tétrahydropyridine avec 4DX5-A c’est : -3.13 Kcal/mol, avec 4DX5-B : -2.56 Kcal/mol et
avec 4DX5-C : -2.31 Kcal/mol.
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& tetrarms = 2.0 clustering SRS 4 tetraB: rms = 2.0 clustering SNACEL X
File  Edit tetra|| File Edit tetraB
B tetra:2.0 rms - tetraB:2.0 rms
# 1 # 2
C C
0 0
N ST N SN
F Meilleur F Meilleur
0 Résultat / 0 Résultat /
R )~ R )~
L - L I 1
A A
T T
[ [
0 0
N N
S )
QL 35 30 25 -20 15 1.0 -3.0-28-26-24-2.2-20-1.8-16-1.4-1.2
L{ BINDING ENERGY - BINDING ENERGY
4 MY 4
74 tetraC:rms = 2.0 clustering l AR X
File  Edit tetraC
- tetraC:2.0 rms
#
a 3
O -
N ./'d_. _-x“\
F Meilleur ™\
0 Résultat Y,
R *,;;'?//““_ —
w1
A
T
[
o]
N
)
30 25 20 15 10 05 0.0
= BINDING ENERGY
4 3

F1G. 3.8. Histogramme de résultat de conformation pour Tétrahydropyridine avec (1) 4DX5-
A, (2) 4ADX5-B et(3) 4DX5-C.

Le résultat de docking est enregistré dans un fichier avec I'extension pdbqt, qui présente

meilleur résultat de ligand candidat qui évalue par I'énergie minimale.
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j DockeTetrachained_vs résultat final de docking - Bloc-notes

Fichier Edition Fermat Affichage

USER  ADVS_result> 2021-6-10 16:52:13

USER  AD_rec> 4dx5A

USER  AD_runs,rmstol,tot_clusters> 10,2.00,9

USER  AD_dlg_list> tetraddx5-aA.dlg

USER  AD_results> 2

USER  AD_histogram= -3.130:1:%%,-2.660:1,-2.420:1,-2.400:1,-2.290:1,-2.160:1,-1.960:1,-1.880:2:%,-1.850:1

MODEL 1

USER  AD_label> Absolute lowest energy

USER  # energy, leff, c_size, c_pc

USER  AD_LE> -3.130, -0.184, 1, 10.00

USER AD_LE_hba> A:Ul:05%—A:LYS5509:HZ3

USER AD_LE_hb_d} AIUL:HI—AIPHE3S8:0, A1 UL H4—AASNSLY :0DL A UL i H3*—AASP504:0
F1G.3.9. Résultat final de docking pour 4DX5-A.

j DockcTetrachaineB_vs résultat final de docking - Bloc-notes E

Fichier Edition Format Affichage 7

JUSER  ADVS_result> 2021-6-10 12:2:14

USER  AD_rec> 4dx5B

USER  AD_runs,rmstol,tot_clusters> 10,2.00,10

USER  AD_dlg_list> tetraddx5-B.dlg

USER  AD_results> 1

USER AD_histograms= -2.560:1:%+%,-2,490:1,-2.290:1,-2.280:1,-2.150:1,-1.820:1,-1.780:1,-1.770:1,-1.720:1,-1.420:1

MODEL 1

USER  AD_label> Absolute Towest energy

USER  # energy, Tleff, c_size, c_pc

USER  AD_LE> -2.560, -0.151, 1, 10.00

USER  AD_LE_hba> A:UL1:05%-~B:GLY296:HN,A:UL:02%-B:SER389:HG

USER AD_LE_hb_d> AiUL:H3~B:GLY3EY:0,A:ULl:H4~—B:PHE3BE:0,A: UL :H2¥*~-B:TYR35:0,A:UL:H3%*-—B:TYR35:0
F1G.3.10. Résultat final de docking pour 4DX5-B.

j DaockcTetrachaineC_vs résultat final de docking - Bloc-notes l ==

Fichier Edition Format Affichage 7

JSER  ADVS_result> 2021-6-10 12:5:51

USER  AD_rec> 4dx5C

USER  AD_runs,rmstol,tot_clusters> 10,2.00,10

USER  aD_dlg_l1ist> tetraddx5-C.dlg

USER  AD_results= 1

USER  AD_histograms= -2.210:1:%%,-2.140:1,-1.970:1,-1.870:1,-1.810:1,-1.580:1,-1.540:1,-1.420:1,-1.120:1,-0.810:1

MODEL 1

USER  AD_label> absolute lowest energy

USER # energy, eff, c_size, c_pc

USER  AD_LE> -2.310, -0.136, 1, 10.00

USER  AD_LE_hba> A:UL:02%~C:LYS778:HN,A:UL:03%~~C:LYS778:HZ2

USER  AD_LE_hbd> A:Ul:H4—C:GLU269:0E2,A:ULH2¥—C:GLUT76:0EL, AT UL IH3*—C1GLU77E:0EL

F1G.3.11. Résultat final de docking pour 4DX5-C.

Apreés la comparaison entre 1’énergie de fixation de chaque chaine de protéine E. coli (4DX5)

avec Tétrahydropyridine on a observe que les ancrages a la structure 4DX5-A indiquent que

Tétrahydropyridine a énergie de liaison libre plus faible par rapport les autres chaines, donc

le meilleur résultat de I’inhibition de structure E.coli par Tétrahydropyridine in silico, c’est la

chaine A.
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3.2 INHIBITION IN VITRO/IN SILICO EFFLUX PUMP DES
STAPHYLOCCOCUS AEUREUS PAR ACIDE CAFEIQUE ET L’ACIDE
GALLIQUE

3.2.1INVITRO

L’acide gallique nécessite une plus grand quantité d’antibiotique pour obtenir 1’effet tandis
que I'acide caféique caractérise par un action synergique, les deux acide provoque une
inversion du phénotype de résistance, mais le meilleur inhibiteur entre eux c’est I'acide
caféique qui constitue un inhibiteur efficace de la pompes NorA efflux de S.aureus.

3.2.2 INsiLIcO

Cette fois nous avons étudies I’interaction entre les 2 acides caféique et gallique et la protéine
efflux pumps de Staphyloccocus aureus(2GFP) et I’estimation de 1’énergie de fixation de ces

deux acide réalise par ’AUTODOCK et on comparée entre les résultats.

[ Show Info | S S L e ——
Color by [atom w| T Show ConfList | | -‘ ﬂ|E|:J
Make clust RMS ref | Choose mol for RMS ref | E =
Play Mode ™ Play Parameters £
Build Current j Build Al
Write Current j Write All i
Close | write Complex [l

binding_energy=-4 52
ligand_efficiency=-0.35
inhib_constant=487 86

inhib_constant_units=uM
intermol_energy=-6 01
vdw_hb_desolv_energy=-4 85
electrostatic_energy=-1.16
total_internal=-1.2
torsional_energy=1.49
unbound_energy=-1.2
filename=caffeicacid dig
clRMS=0.0
refRMS=35.38
rseed1=None
rseed2=None
3 hydrogen bonds formed

caffeicacid:- “UNL1H 2gfp-A-GLN24 OE1
2gfp:A’ARG118:HH21 caffeicacid: ‘UNL1:0
caffeicacid: ‘UNL1:H 2gfpAGLN24:0E1 | [ Spinoff —i |FR:[ 233 |WDid

F1G.3.12. Résultats de docking de 1’ Acide caféique.

Z

e Hydrogen Bonds Grid3D Help
o ‘tl 2 Atoms in hbonds

[Conformer3D_CID_370- -UNL1-H 5]
Conformer3D_CID_370: ‘UNL1:H

.«I«IQI<]|1 >J‘r:J»J»||Q;|a«—,,
4 == |*,h|sg::

£
=

F ¥ Show Info ¥ Build H-bonds

ing Run

d Color by |atom v/ I~ Show Conf List
Make clust RMS ref | Choose mol for RMS ref |

I Play Mode I~ Play Parameters »~l
| Build Current Build All Show All ¥ Show Distances
Write Current Write All Show theta I Show phi
(don-h->acc) (h->acc-accN)
Close Write Complex

I~ Show Energy
inhib_constant_units=mM
intermol_energy=-4.2
vdw_hb_desolv_energy=-3.22
electrostatic_energy=-0.99
total_internal=-0.98
torsional_energy=1.49
unbound_energy=-0.98
filename=gallic dig

Select All Dismiss

cIRMS=0.0
refRMS=35 09
rseed1=None
rseed2=None
2 hydrogen bonds formed
Conformer3D_CID_370: “UNL1:H 2gfp:A"GLN24:0OE1
|| Conformer3D_CID_370: -UNL1:H 2gfp:A GLN24:OE1

Spin off —i | FR:[ 17.9 [P

F1G.3.13.Résultat de docking Acide gallique.
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3.2.2.1 CONFORMATION

Les 2 figures ci-dessous présentes les 10 conformations avec I'énergie de liaison pour 1’acide
caféique et I’acide gallique.

L’énergie de fixation pour I’ Acide caféique :-4 ,52 Kcal/mol.

L’énergie de fixation pour 1’Acide gallique :-3 ,22 Kcal/mol.

74 caffeicacid Conformation Chooser s

74 gallic Conformation Chooser X
Binding Energy: 4.52 ﬂ Rank. 1 1 -
k- 487.86uM Binding Energy: 322
Intermolecular Energy - -6.01 Kl - 4.37mM
Internal Energy : -12 Intermolecular Energy - -4.71
Torsional Energy : 1.49 Internal Energy - -0.77
Unbound Extended Energy: -1.2 Torsional Energy : 1.49
Cluster RMS: 0.0 Unbound Extended Energy: -0.77
Ref RMS- 35.38 Cluster RMS: 0.0 —
=1 Ref RMS: 45 65
=] =l
select from 10 dockings: select from 10 dockings:

(double click to update coords) (double click to update coords)
(Rank_SubRank docked energy) (Rank_SubRank docked energy)
affeicacid input o IConforrnerSD_CID_3?D input =

caffeicacid 1_1 -4 52 °’”‘er-- -

feicacid 1 44 onformer3D_CID_. _
jcafeicacid 1.2 > Conformer3D_CID_370 3_1
caffeicacid 2_1 4.11

faicacid 22 408 Conformer3D_CID_370 4_1
calieicacic 2_. : Conformer3D_CID_370 5_1
caffeicacid 2_3 407 Conformer3D_CID_370 6_1
caffeicacid 2_4 -3.97 Conformer3D_CID_370 7_1
caffeicacid 3_1 -3.98 Conformer3D_CID_370 8_1 s
caffeicacid 4_1 -394 ~—| | |Conformer3D_CID_370 8_2 |
caffeicacid 5_1 -348 |

. Write Current Coords
Wirite Current Coords
Dismiss Dismiss

F1G.3.14. Conformation de L’Acide caféique/ I’acide gallique.

Les figure suivant représente la meilleure position de 1’ Acide caféique /gallique avec le

protéine :
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F1G.3.15. Meilleur position « 1_1 » de I’interaction entre NorA efflux pumps et I’Acide

cafeique.

F1G.3.16. Meilleur position « 1_1 » de I’interaction entre NorA efflux pumps et I’acide

galligue.

3.2.2.2 INTERACTION

Les inhibiteurs Acide caféique et Acide gallique former des liaisons hydrogénes avec les

acides aminés de la chaine latérale de chaque protéine dans la position 1_1.

3.2.2.3 INTERATION D’ACIDE CAFEIQUE ET 2GFP
L’ inhibiteur Acide caféique former des liaisons hydrogénes avec les acides aminés de la
chaine latérale de protéines 2gpf :ARG127A.
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HO

HO

Arg127A
F1G.3.17. Interaction entre acide caféique et 2GFP, (A) structure 3D et (B) 2D.
3.2.2.4 INTERACTION D’ACIDE GALLIQUE ET 2GFP

Acide gallique est fixe par des liaisons hydrogene avec acide amine suivant : ALA313A,
LEU124, PHE309A.
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Phegﬂgﬁ.
R z R
R H -
Il

Argl2za

F1G.3.18. Interaction entre acide gallique et 2GFP, (A) structure 3D et (B) 2D.

Les captures ci-dessous présentes les résultats de conformations des ligands candidats en
fonction de I'énergie. On peut constater que le ligand avec I'énergie minimale présente un bon

résultat de conformation.

o

File  Edit caffeicacid  File  Edit Conformer3D_CID_370
2 caffeicacid:2.0 rms 4] Conformer3D_CID_370:2.0 rms

4

# =

C C

0 0

N3 N

F F

0 0

R R

M2 Ml

A A

T T

| |

o' 0

N N

S S

%.0—4.8—4.6—4.4—4.2—4.0—3.8—3. -3.4-3.2 0 32 30 -28 -26 -24
# BINDING ENERGY | BINDING ENERGY

F1G.3.19. Histogramme de résultat de conformation
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On peut veérifies les résultats a partir d’un ficher qui enregistres automatique par I’AutoDock
ce fichier avec I'extension pdbqt « résultat de docking » .
Dans ce fichier on remarque le meilleur ligand candidat, celui avec une énergie minimale par

rapport aux autres ligands.

Fichier Edition Format Affichage Aide

USER ADVS result> 2021-4-12 19:35:59

USER  AD_rec> 2gfp

USER  AD runs,rmstol,tot clusters> 10,2.00,7

USER  AD dlg list> caffeicacid.dlg

USER  AD results> 2

USER AD _histogram> -4.520:2:%%,-4,110:3:%,-3.980:1,-3.970:1,-3.940:1,-3.480:1,-3.210:1
MODEL 1

USER  AD label> Absolute lowest energy

USER # energy, leff, ¢ size, c pc

USER AD LE> -4.520, -0.348, 2, 20.00

USER AD _LE hba> :UNL1:0~~A:ARG118:1HH2, :UNLL:O~~AIARG118: 1HHL, tUNLL : O~~A i GLN24: 1HE2
USER AD _LE_hbd> :UNL1:H~~A:GLN24:0E1,:UNL1:H~~A:GLN24:0E1

F1G.3.20.Dockcaffiec_vs résultat final de docking.

Fichier Edition Format Affichage Aide

USER  ADVS result> 2021-4-12 19:36:44

USER  AD rec» 2gfp

USER  AD runs,rmstol,tot clusters» 10,2.00,10
USER  AD dlg list>» Conformer3D CID 37@.dlg
USER  AD results» 1

USER  AD_histogram> -3.220:1:%*,-3,070:1,-2.790:1,-2.770:1,-2.748:1,-2.710:1,-2.610:1,-2.570:1,-2.470:1,-2.37@:1
MODEL 1

USER  AD label> Absolute lowest energy

USER # energy, leff, c_size, c_pc
USER  AD_LE> -3.,220, -0.268, 1, 10.00
USER  AD LE hba> :UNL1:0~~A:ARG269:1HH1

F1G.3.21.Dockgallic_vs résultat final de docking.

Apres la comparaison entre I’énergie de fixation de deux acide avec la méme protéine, 1’étude
est montre que 1’acide caféique constituent un meilleur inhibiteur de Nora efflux pump de

S.aureus.
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TABLEAU 3.2 Représente I’énergie de fixation d’acide caféique et acide gallique avec 2gfp.

Inhibiteurs Formes moléculaire | Energie de liaison | Les acides amines

Acide caféique | CoHgO4 -4.520Kcal/mol ARG127A

Acide galliqgue | C7HsOs -3.22kcal/mol ALA313A, LEU124, PHE309A



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H8O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O5
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33 INHIBITTION LA FORMATION DES BIOFILM DE
PSEUDOMONAS AERGINOSAIN  SILICO PAR 3, 5, 7-
TRIHYDROXYFLAVONE DE ALSTONIA SCHOLARIS

3.3.1 INVITRO

D’aprés littérature les différentes concentrations (25, 50 et 100 ug / mL) de TF peuvent
inhiber la formation de biofilm de P.aeruginosa avec une efficacité 85%. De plus TF peut
inhiber la croissance des bactéries planctoniques et egalement ont la capacité de réduire les

exo polysaccharides.

3.3.2 INSILICO

Le 3, 5,7-Trihydroxyflavone TF a été amarrés avec différentes protéines de QS telles que
(Las I et RhI I, Las R, AHLase).

On utilise AutoDockTools pour calcule 1’énergie d’interaction le ligand et tous les protéines
de QS. L’énergie d’interaction de protéine ligand montre, si le QS est inhibé par ce ligand
TF.

Le TF est lié efficacement aux sites particuliers dans la protéine QS (Lasl, LasR, rhIR, et
AHLase) de P.aeruginosa (tableau).

Le docking moléculaire de Lasl, LasR, rhll et AHLase révéle que la 3,5,7 Trihydroxyflavone
se lie de maniére compacte au récepteur et forme un complexe.

3.3.2.1 CONFORMATION

Chague protéine présente 10 conformation dont « la conformation 1_1 » représente toujours

la meilleur résultat.

6
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& tfh Conformation Chooser

select from 10 dockings:
(double click to update coords)
(Rank_SubRank docked energy)

nput

-8.15
-5.95
-5.25
-5.24
-5.23
-5.74
5.7
5T
-5.69

[ ST FUI SV T L TR N N R N )
[ S R ] R Y U % Ry

Write Current Coords

select from 10 dockings:
(double click to update coords)
(Rank_SubRank docked energy)

N N % QN N AV % |
1
[Aa}
w
]

F]
4
4
2
2
3
A4
5
15

Write Current Coords

M |

= F& tf Conformation Chooser >
Rank 1 1 -l | [rank: 1_1 =1
i i B . E Binding Energy: -6.71
E'?dmg Energy: :?[']1855 M Kl - 11.97ul
- -oou Intermolecular Energy - -7.91
Intermolecular Energy :  -7.35 Internal Energy - 158
Internal Energy : 124 Torsional Energy - 1.19
Torsional Energy - 1.19 Unbound Extended Energy: -1.58
Unbound Extended Energy: -1.22 Cluster RMS: 0.0
) Ref RMS: 28.32
Cluster RMS: 0.0 ]
Ref RMS: 4987 ;I

Dismiss

Dismiss

F1G.3.22.Conformation de TF avec 2UVO0 et 2BR6.

74 tH1KZF Conformation Chooser X % H1ROS Conformation Chooser =
Rank: 1_1 - Rank: 1_1 =
Binding Energy: -7.93 Binding Energy- -7.83
kl - 1.55ulM kl - 1.83ulM
Intermolecular Energy - -9.12 Intermolecular Energy :  -9.02
Internal Energy - -1.52 Internal Energy - -1.62
Torsional Energy - 1.19 Torsional Energy - 1.19
Unbound Extended Energy: -1.52 Unbound Extended Energy: -1.62
Cluster RMS- 0.0 Cluster RMS: 0.0
Ref RMS- 35 02 Ref RMS: 4878

select from 10 dockings: select from 10 dockings:
(double click to update coords) (double click to update coords)
(Rank_SubRank docked energy) (Rank_SubRank docked energy)
ROS input -
KZF 1_2 -7.91
KZF 1 3 -7.88 ROS 1_2 -7.82
KZF 1_4 -7.88 RO5 1_3 -7.82
KZF 1_5 -7.87 ROS5 1_4 782
KZF 2_1 768 RO5 1.5 -r.81
ROS5 1_6 -r.a1
KZF 2_2 -7.63 —
. ROS 1_7 -7.81
KZF 2_3 -7.63
- ROS 1_38 -7.81
KZF 2_4 -T.57 ROS 19 a1
KZF 2_5& 739 = — - (=]
Write Current Coords Write Current Coords
Dismiss Dismiss

Fi1G. 3.23.Conformation de TF avec 1KZF et 1RO5.

Un clique sur ’extention 1 1 donne la meilleur position de la ligand dans la protéine.

Les figure suivant représente meilleur position de la ligand dans chaque protéine .
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F1G.3.25. Meilleur position « 1_1 » de I’interaction entre 1kzf et TF.
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F1G.3.27. Meilleur position « 1_1 » de I’interaction entre 2UVO0 et TF.

3.3.2.2 INTERACTION

L’inhibiteur Tf formé des liaisons hydrogenes avec les acides aminés de la chaine latérale de
chaque protéine dans la position 1_1.
3.3.2.3 INTERACTION 2BR6ET TF

L’énergie minimal de fixation est :-6.2 Kcal/mol, la ligand est fixe par des liaison hydrogéne
avec les acide amine suivant ARG13A .GLY12A. PRO34A. PRO10A.
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Lys764
.||||'NH
0-H-—-mmmmmm e o=
Thr7BA
o-H"="" -
- H'-J-'--- R el =4
Arg13A
Giy12A
AspB1A \\) H !

Frol0A

F1G3.28. Interaction entre 2BR6 et TF A 3D et B 2D
3.3.2.4 INTERACTION 1RO5ETTF

La fixation est se fait par énergie libre -7,2Kcal /mol dont la ligand est se fixe avec les acide
amine suivant : THR144, THR145.
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F1G. 3.29 Interaction 1ro5 et TF(A) 3D ET (B) 2D.
3.3.2.5 INTERACTION 2UVOET TF

La fixation est se fait entre 1’hydrogéne de la ligand et 2 acide amine de récepteur : ARG61
et GLY54 avec énergie de fixation égale -8.15 KCAL/MOL.

L)
r' "l
. ‘_,r.}——---————-—-..H_ +

.
. [
leS2E \1
Lys16E
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W /1/
H "I GlyS4E

F1G.3.30 interaction entre 2UVO et TF, (A) 3D ET (B) 2D.
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3.3.2.6 INTERACTION ENTRE 1KZFET TF

L’énergie minimale de fixation est égale -7.95 Kcal /mol et se fait par des liaisons hydrogéne
du ligand et les acides amines suivant : ARG100 et ASP48.

Aarg 100,

_____________ ={\

Cyws3848,

eI 7 A
Lewul 248

F1G.3.31. Interaction 1KZF ET TF, (A) 3D et (B) 2D.

Avec chaque résultat de conformation on obtenu des histogrammes qui contiens des candidats

susceptibles qui interagissent.

Les captures ci-dessous présentes les résultats de conformations des ligands candidats en
fonction de I'énergie de chaque interaction. On peut constater que le ligand avec I'énergie
minimale présente un bon résultat de conformation ,le ligand avec I'énergie minimale

présente un bon résultat de conformation .
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F1G.3.32. Histogramme de résultat de conformation de TF avec (1) 2UVO et (2) 2BR6 .

T IR rms = 20 Clustering - | X T RO% ms= 20 dustering - ] X
Fle  Edit WIKZF File  Edit 1IRO5

: tHKZF:2.0 rms . tfIR0O5:2.0 rms

# # '
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E Meilleur g Meilleur

0 Résultat 0 Résultat
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80-7.95-7.9-785-7.8-7.75-7.7-1.65-7.6 42 -80 78 -T6 -74

= BINDING ENERGY . BINDING ENERGY
1 T

F1G.3.33. Histogramme de résultat de conformation de TF avec (1) 1KZF et (2) 1RO5.

Les résultats du criblage virtuel est enregistrés dans un fichier avec I'extension pdbqt
«_VS .pdbgt». Dans ce fichier on remarque le meilleur ligand candidat, celui avec une

énergie minimale par rapport aux autres ligands.
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] 2UV0_VS - Bloc-notes - ] >

Fichier Edition Format Affichage 7

LUSER  ADVS_result> 2821-6-18 28:7:5

USER  AD_rec> 2uwvd

USER  AD_runs,rmstol,tot_clusters> 8§,2.08,3

USER  AD_dlg_list> tf2uv@.dlg

USER  AD results» 1

USER  AD_histogram: -8.15@:6:%%,-5.270:1,-4.870:1
MODEL 1

USER AD label>» Absolute lowest energy

USER # energy, leff, c_size, ¢_pc

USER  AD_LE> -8.158, -8.297, 6, 75.00

F1G3.34. Résultat final de docking pour 2UV0.

| 1ROS5_VS - Bloc-notes — (]
Fichier Edition Format Affichage 7

USER ADVS_result> 2821-6-18 28:28:37

USER AD_rec» 1lroS

USER AD runs,rmstol,tot_clusters>» 19,2.008,1
USER  AD_dlg_list:> tf1ROS.dlg

USER AD results> 1

USER AD histogram:> -7.830:18:%*

MODEL 1

USER AD_label> Absolute lowest emergy

USER # energy, leff, c_size, c_pc
USER AD_LE> -7.838, -©.195, 18, 100. 68

F1G.3.35. Résultat final de docking pour 1RO5.

| 1KZF_VS - Bloc-notes — O >
Fichier Edition Format Affichage 7

DSER ADVS_result:> 2021-6-10 20:14:26

USER AD rec» lkzf

USER AD _runs,rmstol,tot_clusters> 19,2.88,2
USER  AD_dlg list> tF1KIF.dlg

USER  AD results> 1

USER AD _histogram> -7.93@:5:%%,-7.688:5

MODEL 1

USER AD_label» Absolute lowest energy

USER  # energy, leff, c_size, ¢_pc
USER AD_LE»> -7.938, -8.396, 5, Sa.ee

F1G.3.36. Résultat final de docking pour 1KZF.
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2brb_vs - Bloc-notes - O x

Fichier Edition Format Affichage

USER  ADVS_result> 2821-5-22 9:9:55

USER  AD_rec> 2bré6

USER  AD_runs,rmstol,tot_clusters> 10,2.00,6

USER  AD_dlg_list> tf.dlg

USER  AD_results> 1

USER AD_histogram> -6.710:4:%*%,-.5.960:2,-5.820:1,-5.650:1,-5.570:1,-5.490:1
MODEL 1

USER  AD_label> Absolute lowest energy

USER Bl energy, leff, c_size, c_pc

USER AD_LE> -6.710, -0.336, 4, 40.00

FiG. 3.37. Résultat final de docking pour 2BR6.

TABLEAU 3.3 comparaison de 1’énergie de fixation entre les résultats de notre étude et étude

littératures.
Protéine pdb code énergie de fixation énergie d’apres les
(kcal mol™) littératures (kcal mol-1)
AHL 2BR6 - 6.7 —6.06
Las | 1RO5 -7,83 -7.92
LasR | 2UV0 -8.15 —8.03
Rhl i 1KZF -7.93 —-7.87

Apres la comparaison entre 1’énergie de fixation de chaque protéine on observe que:

L'interaction d'amarrage entre le TF isolé avec le complexe LasR avait une affinité de liaison

plus forte de -8,15 Kcal / mol.

Par conséquent, le TF réduit considérablement les autres protéines de QS comme Lasl, LasR

et AHLase qui produit les facteurs de virulence chez P.aeruginosa.

Sur la base des études d'amarrage moléculaire le 3, 5, 7-La Trihydroxyflavone peuvent agir

comme un agent de détection anti-quorum contre P.aeruginosa et contréler la formation de

bactéries du biofilm.
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3.4 COMPARAISON
A travers notre étude et les résultats que on a atteints et comparés aux résultats de littérature,

on remarque les résultats ne sont pas précis, malgré que nous avons obtenir le méme principe.

Le docking moléculaire est une technologie difficile a mettre en ceuvre car elle doit étre
appliquée et constamment adaptée en fonction du contexte dans lequel le projet se place. 1l est
néanmoins possible de fournir des guides en fonction du type de protéine, site actif et
ligand(s) & ancrer. (merzoug, 2012.)

Il existe plusieurs causes erreurs les principales sont :

e Sectionnement faut de site actif par le logiciel.

e Flexibilité de la protéine.

e Influence de I’eau sur la protéine et le ligand utilisé.

e Imprécision des fonctions d’évaluations.

e Interactions non usuelles entre le récepteur et le ligand.
e Flexibilité du ligand.

e Pseudosymeétrie du ligand.

e Mauvais jeux de coordonnees (protéine).

e Mauvais types atomiques soit pour le ligand ou la protéine. (rognan , 2015)
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Conclusion

CONCLUSION

apres nos recherches sur la littérature, nous avons constaté que les bactéries
d'origine hospitaliers provoquent des infections, appelées les infections
nosocomiales, qui apparait au moins 48 heures apres l'entrée dans I'hopital, et
désigne une infection associée aux soins, cette infection liés a plusieurs facteurs, cela
augmente le risque de contamination par les bactéries.
Ces bactéries sont caractérisées par leur mécanisme de la résistance aux antibiotiques, ca
aboutit a des problémes majeur de santé publique.
Les principaux bactéries, qui ont les plus fréquent et présente la moitié des infections
hospitalieres sont : E.coli, S.aureus et P.aeruginosa.
Plusieurs études sont évaluées l'inhibition de ces bactéries par I’utilisation des nouvelles
substances comme les composés de végétal isolé, des extraits et des huiles.
Parmi ces substance acide caféique et gallique qui utilisent comme des inhibiteurs aux efflux
pumps de S.aureus, Tétrahydropyridine étant candidats comme inhibiteur de I'efflux chez
E.col et TF qui considérée comme inhibiteur de la formation de biofilm chez P.aerginosa.
L’évaluation de I’inhibition de mécanisme de résistance de ces bactéries in vitro se fait selon
les recherches littérature et I’inhibition in silico se fait par logiciel appelé AutoDock Tools
consiste a déterminer 1’énergie de fixation entre un ligand d’une substance isolée et un
récepteur d’une bactérie, la plus faible énergie d’interaction entre ces deux dernier présente
la meilleures résultats pour chaque bactéries
Nous avons obtenu le méme principe qui a été précédemment étudié par les chercheurs, mais
les résultats ne sont pas preécis.
En termes de perspectives d’avenir, ce travail pourra étre amélioré par
e Evalué ’analyse par d’autres logiciels ;
e FEtude la fiabilité les programmes par comparative entre les résultats obtenus par

AutoDock et d’autres logiciels.
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INHIBITION IN SILICO ET IN VITRO DE SOUCHES BACTERIENNES D’ORIGINE
HOSPITALIERES RESISTANTES AUX ANTIBIOTIQUES

RESUME. L’objectif de notre étude est I’évaluation de 1’inhibition, in vitro et in silico, de souches bactériennes d’origine
hospitalier résistantes aux antibiotiques qu’elle devient un probléme major dans le monde entier. L’inhibition in vitro et in
silico des mécanismes de résistance de Escherichia coli, staphylocoque aureus et pseudomonas aerginosa a montré I’efficacité
de les inhibiteurs acide caféique et acide gallique contre Staphylocoque aureus, Tetrahydropyridine contre Escherichia coli
et Trihydrooxyflavone contre Pseudomonas aerginosa. La base de données d’aprés la littérature de I’inhibition de résistance
in vitro se fait par les différentes méthodes de 1’antibiogramme pour la détermination de concentration minimale inhibitrice
(CMI).

L’inhibition in silico se fait par logiciel appelé AutoDock Tools consiste a déterminer 1’énergie de fixation entre un ligand
d’une substance isolée et un récepteur d’une bactérie, la plus faible énergie d’interaction entre ces deux derniers présente le
meilleur résultat pour chaque bactérie.

MoTs-cLES. Antibiotique, Bactéries résistantes, Inhibition in silico, Inhibition in vitro, Inhibiteur.

IN SILICO AND IN VITRO INHIBITION OF BACTERIAL STRAINS OF HOSPITAL ORIGIN
RESISTANT TO ANTIBIOTICS

ABSTACT. The aim of our study is to assess the extent of inhibition of hospital bacteria resistance in vitro and in silico that
has become a major problem worldwide, as well as the problem of its inhibition by antibiotics has exacerbated. In vitro and
in silico studies to inhibit the resistance of each of Escherichia coli, staphylocoque aureus and pseudomonas aerginosa
confirmed the efficacy of each of the following inhibitors: Tetrahydropyridine against Escherichia coli, Caffeic and Gallic
acid against staphylococcus aureus, as well as Trihydroxyflavone against Pseudomonas aeruginosa.The database according
to the sources used of the resistance bacteria is inhibited in vitro by several techniques called Antibiogramm, through which
the minimum inhibitory concentration is calculated (MIC). In silico inhibition that we did was done by a program called
Autodock Tools that calculates the inhibition energy between the legend of isolate substance and the protein of bacteria ,the
lowest energy of interaction between these two latter presents the best results for each bacteria.

INDEX ENTRIES. Antibiotics, Resistant bacteria, In silico inhibition, In vitro inhibition, Inhibitor.
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