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RÉSUMÉ 

La production d’enzymes β-lactamases par les bactéries à Gram-négatif représente un 

des plus importants mécanismes de résistance aux antibiotiques. Ces enzymes ont la capacité 

de dégrader le noyau des antibiotiques de type β-lactamines, i.e. pénicillines, céphalosporines, 

carbapénèmes et monobactames. Les β-lactamases de classe D hydrolysant les carbapénèmes 

(LDHC) sont des enzymes de type oxacilinases qui sont actives contre ces antibiotiques de 

dernier recours. La majorité des oxacilinases ont été identifiées chez Acinetobacter baumannii, 

un pathogène causant des infections nosocomiales. Parmi les LDHCs, OXA-143 partage avec 

les autres oxacilinases un motif catalytique STFK strictement conservé et la boucle β5-β6, qui 

influence la spécificité de reconnaissance des substrats. Des études récentes ont identifié qu’un 

mutant P227S dans la boucle β5-β6 semble être associé à une activité enzymatique supérieure 

à l’enzyme native. En revanche, les mécanismes moléculaires et évolutifs qui sous-tendent 

l’apparition de cette mutation et son effet fonctionnel demeurent inconnus. L'hypothèse formulée 

est que la réorganisation structurale et/ou dynamique du site actif de OXA-143 pourrait permettre 

une plus grande efficacité catalytique et/ou une meilleure affinité des substrats chez P227S. 

L'optimisation de l'expression et de la purification de OXA-143 native et du mutant P227S a été 

entreprise dans le but de réaliser des études cinétiques et des analyses bactériennes des 

concentrations minimales inhibitrices (CMI) en présence de pénicillines, de céphalosporines, de 

carbapénèmes et de monobactames. Les résultats mettent en lumière l'effet cellulaire et cinétique 

de cette mutation dans la résistance chez des pathogènes opportunistes comme A. baumannii. 

 

Mots-clés : β-lactamases, OXA-143, LDHC, Acinetobacter baumannii, carbapenemases, 

chromatographie d'affinité sur ions métalliques immobilisés (IMAC), cinétique enzymatique, 

concentrations minimales inhibitrices (CMI).
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ABSTRACT 

The production of β-lactamase enzymes by Gram-negative bacteria is the most important 

antibiotic resistance mechanism. These enzymes can break down the β-lactam ring of β-lactam 

antibiotics, i.e., penicillin, cephalosporins, carbapenems and monobactams. Class D β-

lactamases hydrolysing carbapenems (CHDL) are oxacilinase enzymes that are active against 

these last resort antibiotics. The majority of oxacilinases have been identified in Acinetobacter 

baumannii, a pathogen causing nosocomial infections. Among LDHCs, OXA-143 shares with 

other oxacilinases a strictly preserved STFK catalytic motif and the β5-β6 loop, which influence 

the specificity of substrate recognition. Recent studies have identified that a P227S mutant in the 

β5-β6 loop appears to be associated with higher enzyme activity than the native enzyme. 

However, the molecular and evolutionary mechanisms underlying this mutation and its functional 

effect remain unknown. We hypothesized that a structural and/or dynamic reorganization of the 

active site of OXA-143 could allow for greater catalytic efficiency and/or better substrate affinity 

in P227S. Optimization of expression and purification of native OXA-143 and mutant P227S was 

undertaken to perform kinetic studies and minimum inhibitory concentrations (MIC) assays in the 

presence of penicillin, cephalosporins, carbapenems and monobactams. Our results highlight the 

cellular and kinetic effect of this mutation in resistance in opportunistic bacteria such as 

Acinetobacter baumannii. 

 

Keywords : β-lactamases, OXA-143, LDHC, Acinetobacter baumannii, carbapenemases, 

immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC), enzyme kinetics, minimum inhibitory 

concentrations (MIC) 
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1 INTRODUCTION 

1.1 La problématique des résistances bactériennes aux antibiotiques  

Les bactéries sont des organismes procaryotes, dont certaines peuvent être 

avantageuses ou néfastes pour l’humain. Les antibiotiques sont les armes utilisées pour lutter 

contre les bactéries. Parmi les antibiotiques, il existe ceux qui possèdent un large spectre 

d’activité et ceux qui sont spécifiques à certaines bactéries (Williamson et Gutmann, 1987; 

Cavallo et al., 2004a; Sridhar Rao, 2012). 

Depuis quelques années, le monde assiste à l’aggravation d’un phénomène particulier 

appelé la résistance aux antibiotiques. Ce phénomène a été observé par la communauté 

scientifique à la suite de la mise en circulation d'antibiotiques en milieu clinique, se manifestant 

par des signes de résistance comme la perte d'efficacité observée lors de traitements avec des 

doses supérieures à celles recommandées, ce qui pose de graves problèmes de santé publique 

au niveau mondial (Christensen, 2021). Or, comment peut-on expliquer ce phénomène de 

résistance aux antibiotiques ?  

Les organismes procaryotes comme les bactéries se reproduisent par division cellulaire. 

Cependant, lors de la réplication de l’ADN, des mutations peuvent être engendrées, ce qui cause 

l'apparition de cellules génétiquement modifiées capables de posséder des traits physiologiques 

potentiellement avantageux. Par conséquent, lorsqu'un antibiotique agit sur cette population 

bactérienne, la pression sélective, dérivée du principe connu de la sélection naturelle, causera 

l'élimination des représentants qui ne résistent pas, par exemple ceux qui ne contiennent pas la 

mutation bénéfique. À partir de ce moment, ces traits génétiques seront transmis à la prochaine 

génération et ce cycle se répètera plusieurs fois jusqu'au moment où l'antibiotique n'aura plus 

aucun effet sur cette population (Fernandes, Amador et Prudêncio, 2012; Christensen, 2021). 

Ainsi donc, l'usage des antibiotiques peut conduire à l'avènement des souches 

bactériennes résistantes aux antibiotiques, ce qui mène à l'accroissement des infections chez 

l'être humain. À titre d'exemple, les infections nosocomiales acquises dans des secteurs de soins 

peuvent notamment être causées par ces bactéries : Clostridioides difficile, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, entre 

autres (Kyriakidis et al. 2021; Girija, Priyadharsini, et Paramasivam, 2020). 
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1.1.1 La bactérie Acinetobacter baumannii  

La bactérie Acinetobacter baumannii est un coccobacille à Gram-négatif, non fermentaire, 

aérobie. Elle peut coloniser la peau et peut être isolée des sécrétions oropharyngées de 

personnes infectées. Elle cause diverses infections nosocomiales, notamment des pneumonies, 

des septicémies, et des méningites (Howard et al., 2012). Ce pathogène opportuniste a une 

incidence élevée chez les personnes immunosupprimées, en particulier celles qui font un séjour 

prolongé à l’hôpital, ainsi que chez les gens âgés (Howard et al., 2012; AlAmri et al., 2019). 

Ces dernières années, cette bactérie a été désignée comme un agent pathogène en « 

alerte rouge » par l’OMS, générant de l’inquiétude chez la communauté médicale. Ceci découle 

en grande partie du niveau en croissance de sa résistance aux antibiotiques, principalement, en 

ce qui concerne les β-lactamines de type carbapénèmes (Dijkshoorn, Nemec et Seifert, 2007; 

Kyriakidis et al., 2021). 

Les carbapénèmes continuent à être les agents principaux choisis pour le traitement 

contre A. baumannii, malgré qu’une croissance constante de bactéries résistantes aux 

carbapénèmes (CRAB) aient été observées ces dernières années. Les trois mécanismes 

principaux de résistances aux β-lactames observés chez cette bactérie sont les suivants 

(Kyriakidis et al., 2021) :  

1) Augmentation de l’activité des pompes à efflux ou réduction de la perméabilité de la 

membrane  

2) Modification des protéines de liaisons des pénicillines (Penicilin Binding Proteins, 

PBPs) ou réduction de la pénétration des antibiotiques à travers des porines  

3) Inactivation de l’antibiotique par l’action des β-lactamases 

La bactérie A. baumannii possède comme arme principale une importante plasticité génétique, 

une capacité intrinsèque de promouvoir avec facilité des nombreuses mutations dans ses 

éléments géniques, ainsi que la capacité d’acquérir des gènes de résistance codant pour des β-

lactamases (Lemos et al., 2014; Kyriakidis et al., 2021). 
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1.2 Brève histoire des β-lactamines 

Les β-lactamines sont un groupe d’antibiotiques qui se définit par la présence d’un noyau 

β-lactame. Cette classe d’antibiotiques est de grande importance en raison de son excellente 

efficacité thérapeutique et de sa faible toxicité (Scheffers et Pinho, 2005). En 1928, la pénicilline 

G (ou benzylpénicilline, Figure 1.1) a été découverte par Alexander Fleming, se présentant 

comme la plus grande arme bactériologique jamais découverte pour le traitement des maladies 

infectieuses (Bush et Bradford, 2016).  

 

 

Figure 1.1: Structure de la Pénicilline G. 

Référence : PubChem, 2004. 

   

Après cette découverte, de nombreuses molécules d’antibiotiques appartenant à d’autres 

familles chimiques ont été découvertes, comme la streptomycine (1944) provenant des colonies 

de Streptomyces griseus, le chloramphénicol (1947) extrait des colonies de Streptomyces 

venezuelae, la vancomycine (1956) et la gentamycine (1963), entre autres. Cependant, le 

développement de nouvelles molécules a été rendu possible grâce à l’évolution des techniques 

de synthèse chimique et des procédés de fermentation (Cavallo et al., 2004). 

L’acquisition de résistance à ces molécules par les bactéries a stimulé la recherche de 

nouvelles β-lactamines dans le domaine pharmaceutique, conduisant à l’apparition de 

céphalosporines de troisième génération (céfotaxime en 1981), de carbapénèmes (imipénem en 

1985) et de monobactames (aztréonam en 1986) (Cavallo et al., 2004a; Fernandes, Amador et 

Prudêncio, 2012; Bush et Bradford, 2016). 
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En même temps, de nouvelles pénicillines ont été produites (notamment les 

uréidopénicillines), alors que la médecine a commencé à utiliser les associations d’antibiotiques 

β-lactamines avec des inhibiteurs de bêta-lactamases, tels que les combinaisons de l’amoxicilline 

avec l’acide clavulanique (1984) et l’ampicilline avec le sulbactam (1985) (Cavallo et al., 2004; 

Aminov, 2010). 

1.2.1 Le mécanisme d’action des β-lactamines 

Les antibiotiques β-lactamines inhibent la synthèse de la paroi cellulaire bactérienne, qui 

est principalement composée de polymères de peptidoglycanes. Ce polymère est constitué de 

sucres alternés de N-acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuramique (NAM) (Bush, 

2018b). La synthèse se déroule en trois phases (Figure 1.2). La première phase se produit dans 

le cytoplasme, où se forment des précurseurs essentiels à la formation du peptidoglycane : la 

synthèse de l’uridine diphosphate acide N-acétylmuramique (UDP-NAM) et de l’uridine 

diphosphate N-acétylglucosamine (UDP-NAG) (Poole, 2004; Tooke et al., 2019).  

Dans la deuxième phase, ces précurseurs sont transportés vers la membrane 

cytoplasmique. Les nucléotides d’uridine sont libérés et le NAG est lié au NAM (Bush, 2018a). 

Pendant la troisième phase se produit l’arrêt de la formation du polymère de peptidoglycane. 

Chaque NAM est lié à un petit peptide, qui diffère entre les espèces bactériennes. Ce peptide se 

lie à un autre peptide par un « pont » d’acides aminés, cette réaction étant catalysée par la 

transpeptidase PBP. Pour la formation du peptidoglycane, les activités des carboxypeptidases et 

transpeptidases des PBPs sont nécessaires, étant donné qu’elles présentent comme substrat la 

D-alanyl-D-alanine (D-Ala-D-Ala) (Bush, 2018). Le noyau β-lactame présente une affinité élevée 

pour les PBP et forme une liaison covalente, ne permettant pas la liaison avec le substrat D-Ala-

D-Ala. Par conséquent, cette inhibition des PBP ne permet plus la formation du peptidoglycane 

et mène à la mort cellulaire (Bush, 2018; Tooke et al., 2019). 
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Figure 1.2: Le mécanisme d’action des β-lactamines à partir de la synthèse du peptidoglycane présent à la 
paroi des bactéries à Gram négatif, comme A. baumanii.  

Figure construite à l’aide de BioRender. 

 

Le noyau β-lactame détermine le mécanisme d’action de l’inhibition de la synthèse du 

peptidoglycane (Figure 1.2). Les molécules de ce groupe se lient aux PBPs, qui sont des enzymes 

impliquées dans la synthèse et le remodelage de la paroi cellulaire peptidoglycane de bactéries 

(Suárez et Gudiol, 2009). Dès que ce lien est établi, un blocage se produit de façon permanente 

sur la réticulation des monomères peptidoglycanes dans la paroi cellulaire bactérienne, entraînant 

la mort cellulaire. Par conséquent, pour survivre, les bactéries ont évolué des mécanismes pour 

se défendre contre les β-lactamines (Vollmer, Blanot, et De Pedro, 2008). Le noyau β-lactame 

est constitué de 3 atomes de carbone et un d’azote pouvant contenir plusieurs radicaux 

substituants qui le rendent actif. 
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La famille des composés β-lactames n’est pas homogène. Autrement dit, sa chimie n’est 

pas la même et peut contenir différents types de chaînes, différenciant ainsi leurs 

caractéristiques, leurs spectres d’action et la résistance conférée par les β-lactamases. Ainsi, la 

famille des β-lactamines est formée de carbapénèmes, de pénicillines, de céphalosporines et de 

monobactames (Williamson et Gutmann, 1987; Suárez et Gudiol, 2009). 

1.2.2 Pénicillines 

La pénicilline a été le premier vrai antibiotique à être mis au point et utilisé en clinique 

(Figure 1.3). Les premières pénicillines utilisées dans la pratique médicale ont été isolées du 

champignon du genre Penicillium et sont appelées pénicilline G cristalline, pénicilline G procaïne 

et pénicilline G benzidine. Ces pénicillines sont également appelées benzylpénicillines. 

Appartenant également à ce groupe, la pénicilline V est utilisée par voie orale en raison de sa 

résistance à l’action de l’acide gastrique (Ratnaningsih et Achmad, 2008). 

Les autres pénicillines sont inactivées par la sécrétion gastrique et sont donc d’utilisation 

parentérale (Rollinson, 1998). De la structure de base des pénicillines naturelles, de nouveaux 

antibiotiques ont été synthétisés, constituant les pénicillines semi-synthétiques ou synthétiques. 

Cette évolution est née du besoin d’antibiotiques résistant à l’action enzymatique des β-

lactamases bactériennes, des enzymes qui clivent aisément le noyau β-lactame des pénicillines, 

en plus du besoin grandissant de spectre d’action contre les bactéries à Gram négatif (Bush et 

Bradford, 2016; Christensen, 2021).  

 

Figure 1.3 : Structure générale de la famille des pénicillines. 

Référence : PubChem, 2004. 
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1.2.3 Céphalosporines  

Le groupe des céphalosporines est vaste et est divisé en cinq générations, en fonction du 

spectre d’activité qu’elles présentent (Figure 1.4). Les céphalosporines à large spectre sont 

utilisées en cas d’infections graves aux bactéries à Gram-négatif. Lorsque les bactéries sont 

résistantes à ceux-ci, la sous-classe des carbapénèmes est la seule option de traitement parmi 

la classe des β-lactamines (CDC, 2013). Les céphalosporines ressemblent chimiquement aux 

pénicillines, présentant l’acide 7-aminocéphalo-acétique (7-ACA) comme noyau central. Cette 

substance est constituée de deux noyaux, l’un étant le noyau β-lactame et l’autre la 

dihydrothiazine. Toutes les céphalosporines en usage clinique sont des dérivées semi-

synthétiques du 7-ACA, qui a été initialement obtenu à partir d’un antibiotique naturel, la 

céphalosporine C, issue de l’espèce de champignon Cephalosporium acremonium (aujourd’hui 

Acremonium chrysogenum) (Antunez et al., 2006). 

En fonction des groupes chimiques ajoutés et du spectre d’action qu’ils possèdent, les 

céphalosporines peuvent être regroupées en 5 groupes, appelés 1re, 2ème, 3ème, 4ème et 5ème 

génération (Antunez et al., 2006). 

 

 

Figure 1.4 : Structure générale des céphalosporines. 

Référence : PubChem, 2004. 

 

 

 

 

 



- 8 - 

 

1.2.4 Carbapénèmes  

Les carbapénèmes sont considérés comme la thérapie de dernière ligne contre de 

nombreuses infections causées par des bactéries à Gram négatif (Figure 1.5). Les deux 

antibiotiques de type carbapénèmes imipénem et méropénem ont un large spectre d’action in 

vitro, avec une activité contre les bactéries à Gram positif, à Gram négatif et anaérobies, à 

l’exception de Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus aureus résistante à la méthicilline 

(SARM, de l’anglais « Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ») et Enterococcus faecium 

(Mohr, 2008). Quant à l’ertapénème, ce médicament possède un spectre d’action plus limité, ne 

pouvant pas agir contre les bacilles à Gram négatif non-fermenteurs (Fernandes, Amador et 

Prudêncio, 2012). 

Finalement, le doripénèm est le plus récent des antibiotiques de type carbapénème, 

combinant les spectres d’action de l’imipénem et du méropénem et possédant une activité plus 

puissante contre Pseudomonas aeruginosa (Song et al. 2019). 

Les antibiotiques du groupe des carbapénèmes ont été considérés comme une thérapie 

de choix en raison de leur large spectre d’action, de leur stabilité et du fait qu’ils sont des 

médicaments bien tolérés par les patients avec peu d’effets secondaires. Cependant, au cours 

des dernières années, les indices de résistance contre ces composés ont considérablement 

augmenté, notamment en ce qui a trait à la réponse adaptative des bactéries via l’émergence de 

carbapénémases causée par l’utilisation indiscriminée de ces antibiotiques (Frippiat et al., 2013). 

 

Figure 1.5 : Structure générale des carbapénèmes. 

Référence : Cavallo et al, 2004. 
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1.2.5 Monobactames 

Le terme « monobactame » est utilisé pour décrire les antibiotiques qui possèdent un 

noyau β-lactame monocyclique par opposition aux structures à deux noyaux des pénicillines, des 

céphalosporines et des carbapénèmes (Sykes et Bonner, 1985) (Figure 1.6). Les monobactames 

naturels n’ont pas une activité antibactérienne élevée et n’ont aucune activité contre les 

microorganismes Gram-positifs ou anaérobies stricts. Parmi les quelques composés de ce 

groupe, le seul commercialisé est l’aztréonam. L’aztréonam est un monobactame entièrement 

synthétique qui combine certaines des caractéristiques utiles des autres antibiotiques β-

lactamines. Par exemple, l’une des chaînes latérales de l’aztréonam intègre le groupe 

aminotazole, qui améliore considérablement la couverture contre les bactéries aérobies à Gram-

négatif comme à celle des céphalosporines de troisième génération (e.g. la ceftazidime) (Sykes 

et Bonner, 1985). 

 

 

 

 

Figure 1.6 : Structure générale des monobactames. 

Référence : Cavallo et al, 2004. 

1.3   Brève histoire des β-lactamases  

Les β-lactamines sont le groupe d’antibiotiques les plus utilisés au monde comme 

traitement des infections causées par les bactéries (Bush, 2018b). En raison de l’exposition 

continue aux β-lactamines, les souches bactériennes ont provoqué une augmentation dans la 

production et l’apparition des différentes β-lactamases, enzymes capables de dégrader les β-

lactamines. La majorité des β-lactamases capables d’hydrolyser des β-lactamines de dernière 
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génération sont codées sur des éléments mobiles plutôt que directement sur les génomes, ce qui 

est l’une des raisons pour lesquelles la résistance aux antibiotiques peut se propager rapidement 

d’une souche bactérienne à l’autre. Comme par exemple, la famille des β-lactamases SHV de 

Klebsiella pneumoniae et AmpC de Pseudomonas aeruginosa (Yoon et Jeong, 2021a). 

Parmi les bacilles à Gram négatif, notamment chez la bactérie A. baumannii, la résistance 

aux β-lactamines conférée par la production de β-lactamases est l’un des plus grands problèmes 

de santé au niveau mondial (Zander et al., 2014). À partir de la classification d’Ambler, ces 

enzymes sont classées en 4 groupes selon leurs similarités de séquence d’acides aminés. Les 

groupes A, C et D sont les β-lactamases qui utilisent un résidu sérine au site actif pour l’hydrolyse 

du noyau β-lactame des β-lactamines, tandis que le groupe B rassemble toutes les métallo β-

lactamases (Hall et Barlow, 2005). 

1.3.1 Le mécanisme général d’action des sérine – β – lactamases  

Les sérine β-lactamases (SBLs) ont des séquences très hétérogènes, mais un 

mécanisme catalytique similaire pour l’hydrolyse des β-lactamines. Premièrement, se produit 

l’étape d’acylation où a lieu une attaque nucléophilique au carbone carbonyle à partir du résidu 

sérine (nucléophile). Cette attaque engendre la formation d’une liaison covalente entre la sérine 

et le substrat, un intermédiaire appelé acyl-enzyme. Ensuite, se déroule l’étape de désacylation 

qui consiste à hydrolyser l’intermédiaire stable acyl-enzyme à partir de la rupture du lien ester. 

Survient alors le relâchement du substrat hydrolysé (biologiquement inactif) et la régénération de 

l’enzyme libre (Drawz et Bonomo, 2010; De Luca et al., 2011; Tooke et al., 2019). 

Les étapes d’acylation et de désacylation sont seulement rendues possibles grâce à la 

présence d’une base générale. L’objectif de la base générale vise à déprotoner la sérine 

catalytique pour qu’elle puisse agir comme résidu nucléophile apte à attaquer le carbonyle et 

ouvrir le noyau β-lactame (Tooke et al., 2019b). La principale différence parmi les classes de 

SBLs réside en la nature de l’acide aminé que constitue cette base générale. Pour les SBLs de 

classe A, l’acide glutamique agit typiquement comme la base générale activant la sérine 

catalytique, comme par exemple Glu166 dans le mécanisme catalytique de la β-lactamase TEM-

1 (Brown et al. 2009; Vandavasi et al., 2017). Pour les SBLs de classe C, le résidu Tyr150 chez 

AmpC est un des exemples de base générale jouant ce rôle (Chen et al., 2006). 
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1.3.2 β-lactamases de Classe D 

Les SBLs de classe D ont une catalyse très similaire aux sérine protéases, toutes deux 

étant considérées des hydrolases utilisant la sérine comme résidu catalytique. Ces enzymes 

partagent des motifs conservés (Figure 1.7) (Drawz et Bonomo, 2010; Leonard, Bonomo et 

Powers, 2013; Yoon et Jeong, 2021). 

Le premier motif conservé en commun avec les classes A et C est le site actif : Ser70 – X 

– X – Lys73 (He et al. 2020; Lamotte-Brasseur et al. 1994). Ce motif a toujours comme premier 

élément la sérine catalytique, ensuite deux résidus variables et enfin un résidu lysine invariable. 

Ensuite, les motifs Phe/Tyr144-Gly145-Asn146 et Lys216-Thr/Ser217-Gly218 se perpétuent 

comme des séquences de motifs hautement conservés entre toutes les SBLs. Parmi les SBLs de 

classe D, d’autres motifs sont considérés importants, comme Ser118-X-Val/Ile120, lié au 

relâchement du produit (Lamotte-Brasseur et al., 1994; Queenan et Bush, 2007; Jeon et al., 

2015). 

D’autres éléments structuraux demeurent également importants chez les β-lactamases de 

classe D, comme la boucle β5-β6. Cet élément structurel est utilisé comme évidence 

expérimentale pour justifier l’apparition des β-lactamases de classe D hydrolysant les 

carbapénèmes (LDHC). En effet, cette boucle est associée avec l’évolution de l’activité 

catalytique contre les carbapénèmes en raison de la relation entre ses résidus et la modulation 

de la spécificité par laquelle le substrat est reconnu (De Luca et al., 2011; Kaitany et al., 2013). 

Le dernier élément qui doit être noté par rapport la structure d’une β-lactamase de classe 

D est le fait exceptionnel de la lysine carboxylée, qui agit comme une base générale lors de la 

réaction catalytique (Che et al., 2014; Stojanoski et al., 2016). 

Il est pertinent d’évaluer les distinctions qui permettent de catégoriser les SBLs de classe 

D. Dans un premier temps, la classe D a été identifiée comme des « oxacilinases » grâce à leur 

capacité d’hydrolyser l’oxacilline plus rapidement que la benzylpénicilline. Actuellement, il existe 

plus de 250 enzymes de classe D déjà décrites, qui proviennent en majorité de bactéries à Gram-

négatif, comme P. aeruginosa (ex. : OXA-10), Escherichia coli, Proteus mirabilis, et Acinetobacter 

spp. (ex. : OXA-23, OXA-24/40, OXA-51, OXA -58) (Leonard, Bonomo, et Powers, 2013). Cette 

classe de SBLs possède un profil catalytique divers, reconnaissant les pénicillines (ex. : 
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ampicilline), céphalosporines (ex. : céfotaxime, ceftazidime et céfépime) et carbapénèmes 

(Tooke et al., 2019). 

 

Figure 1.7 : Superposition des structures des OXA--lactamases. 

 

OXA-143 (vert), OXA-23 (rose) et OXA-24-40 (orange). La zone rouge correspond au motif 1 : Pro-Ser-Thr-
Phe-Lys (PASTFK). La zone bleue correspond au motif 2 : Ser-Ala-Val. La zone blanche correspond au motif 
5 : Phe-Gly-Asn. La boucle β5-β6 est représentée en jaune. 

 

Parmi le groupe D, un nouveau sous-groupe d’enzymes a été découvert : les β-

lactamases de classe D hydrolysant des carbapénèmes (LDHC). Ces enzymes sont des 

oxacillines qui ont élargi leur spectre de reconnaissance des substrats pour y inclure les 

carbapénèmes (N. T. Antunes et Fisher, 2014). Après la découverte de ce groupe avec la β-

lactamase OXA-23, toute une gamme d’enzymes variantes ont été observées : OXA-24/40, OXA-

48, OXA-51, OXA-58, OXA-143 et OXA-235 (Smith et al., 2013; Rodríguez, Nastro et Famiglietti, 

2018). 

Les gènes de l’expression des β-lactamases OXA-23 et OXA-24/40 ont été identifiés 

comme ceux principalement liés à la résistance aux carbapénèmes chez A. baumannii. Cette 

observation provient principalement de la découverte d’une interaction hydrophobe observée lors 

de la résolution de la structure cristallographique de l’OXA-24/40 en 2007 (Santillana et al., 2007). 

Ce phénomène structurel est créé par la tyrosine 112 et la méthionine 223, qui font du site actif 

un domaine plus accessible et plus hydrophobe pour l’interaction avec les carbapénèmes. 

Cependant, cette interaction n’est pas présente chez toutes les LDHC, comme chez OXA-48, qui 
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se lie moins fortement à ces substrats en raison de l’absence de cette interaction hydrophobe 

(Queenan et Bush, 2007; Docquier et al., 2009; Evans et Amyes, 2014). 

En ce qui concerne l’OXA-143, cette β-lactamase présente 88% d’homologie avec l’OXA-

24/40. Dans des études expérimentales avec des isolats cliniques, il a été observé que la 

suppression du gène blaoxa-24/40 rendait la bactérie plus sensible aux carbapénèmes, pénicillines 

et céphalosporines. Ceci expliquerait l’augmentation de la résistance aux carbapénèmes chez 

toutes les variantes de l’OXA-24/40 (Queenan et Bush, 2007; Gionco et al., 2012; Périchon et al., 

2014; Rodríguez, Nastro et Famiglietti, 2018; Yoon et Jeong, 2021). 

 Une autre étude chez l’OXA-24/40, l’OXA-23 et son mutant OXA-146 a démontré 

l’importance de la boucle β5-β6 en déterminant la spécificité par laquelle le substrat est reconnu. 

L’OXA-146 se différencie de l’OXA-23 seulement par la duplication de l’alanine 220, placée entre 

les brins β5-β6. Cette mutation a permis l’acquisition d’une meilleure affinité pour les substrats 

ceftazidime et aztreonam grâce au déplacement de la méthionine positionnée où se situe le pont 

hydrophobe. Ce fait permet d’élargir encore plus le spectre d’activité des enzymes OXA, 

suggérant que les carbapenemases pourraient représenter un point d’attention dans l’avenir 

(Kaitany et al., 2013). 

      

1.3.3 Le mécanisme d’action des β-lactamase de classe D  

Les substrats β-lactamines sont reconnus par les oxacilinases dans l’espace 

périplasmique des bactéries (Figure 1.8). Dans la phase d’acylation, la sérine (Ser) catalytique 

est activée par une molécule d’eau, permettant l’attaque nucléophilique de ce résidu vers le noyau 

β-lactame et la formation d’un intermédiaire acyl-enzyme (AE) (Toth et al., 2017). 

Dans l’étape suivante, la lysine carboxylée présente seulement chez les β-lactamases de 

classe D permet (Toth et al. 2017; Golemi et al. 2001) :  

1. Au carboxylate de déprotoner une molécule d’eau  

2. Cette molécule d’eau (l’eau de la désacylation) attaque ensuite la liaison acyle 

entre la sérine et le noyau β-lactamine 

3. Pour finalement libérer le produit inactivé  

Ainsi, le fait d’avoir une lysine carboxylée dans le site active des OXA-β-lactamases est 

obligatoire au bon fonctionnement de ces enzymes. Il faut souligner qu’après le premier cycle de 

réaction, la lysine est décarboxylée, un mécanisme réversible qui peut être contrôlé par la 
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quantité de CO2 disponible en solution. la quantité de CO2 présente dans la solution a un impact 

significatif sur l'activité enzymatique. Une fois que, des variations dans la concentration de CO2 

peut influencer la vitesse et l'efficacité de la réaction enzymatique, ce qui souligne l'importance 

de maintenir des conditions appropriées pour garantir l'activité optimale de ces enzymes. (Golemi 

et al., 2001; Verma et al., 2011).  

 

Carboxylation de la lysine ↔  La récupération d’activité enzymatique 

 

De plus, l’environnement autour de cette lysine a pu se développer, au cours de 

l’évolution, pour favoriser ce résidu dans sa forme carboxylée (Laurent et al. 2000; Smith et al. 

2013; Santillana et al. 2007; Che et al. 2012), ce qui permet :  

1. La présence du pont d’hydrogène formé avec le résidu Trp167 présent dans la 

boucle Ω est essentiel pour le processus de catalyse, une fois que ce résidu 

stabilise la lysine en promouvant la configuration optimale du site actif, afin de 

soutenir l’orientation favorable de clivage du substrat. 

2. Un voisinage hydrophobe construit à partir des résidus : valine, phénylalanine et 

tryptophane qui composent l’ambiance autour du site actif et favorise, également, 

la stabilisation de la lysine carboxylée. 
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Figure 1.8: Représentation schématique du mécanisme catalytique de l’OXA-143 envers le substrat 
pénicilline G.  

Figure construite à l’aide de BioRender. 

 

1.4   OXA-143  

L’OXA-143 (Figure 1.9) a d’abord été isolée au Brésil en 2004, puis décrite comme une 

LDHC en 2009 (Higgins et al. 2009; V. U. Antunes et al. 2019). Depuis ce temps, le nombre de 

souches bactériennes contenant le gène codant pour cette β-lactamase a augmenté, formant la 

famille d’enzymes OXA-143. À ce jour, cinq variantes de cette enzyme ont été caractérisées : 

OXA-143, OXA-182, OXA-231, OXA-253 et OXA-255 (V. U. Antunes et al. 2019; Sarikhani, 

Nazari, et Nateghi Rostami 2017). 

Les enzymes OXA partagent des séquences de motifs hautement conservés près du site 

actif, comme la séquence STFK, en plus d’éléments structuraux comme la boucle β5-β6 et Ω. 

Dans l’OXA-143, le motif Ser81-Thr82-Phe83-Lys84 contient la sérine catalytique et la base 

générale lysine participant à la stabilisation du substrat lors de la réaction catalytique et la 

désacylation (Toth et al. 2017; V. U. Antunes et al. 2019).  
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Se maintiennent d’autres motifs aussi importants à la composition des SBLs et des 

enzymes de classe D, comme Ser128-Ala129-Val130 (SAV), Lys217-Ser218-Gly219 (KSG) et 

Phe152-Gly153-An154 (FGN) (Yoon et al, 2021). Le premier participe au relâchement du produit 

à la fin de la réaction catalytique (Evans and Amyes, 2014; Antunes et al., 2019), alors que les 

deuxième et troisième sont des motifs hautement conservés parmi toutes les sérines β-

lactamases. Toutefois, des substitutions sont observées dans le deuxième motif, où la Ser218 

substitue la thréonine, alors que la Phe152 substitue la tyrosine dans le troisième motif (Higgins 

et al., 2009; Sarikhani, Nazari et Nateghi Rostami, 2017). 

Des éléments structuraux particuliers sont aussi présents. Par exemple, la boucle β5-β6 

(résidus 221-230) est située à proximité du site actif et contient la méthionine 223, qui forme une 

interaction hydrophobe avec la tyrosine 112. La boucle Ω contient les résidus Trp167-Leu168, 

qui stabilisent la lysine 84 et contribuent à la modulation de l’hydrolyse des carbapénèmes (Evans 

et Amyes, 2014; Mitchell et al., 2015). 

Les enzymes de la famille OXA-143 sont liés à des hauts niveaux de résistance à des 

carbapénèmes quand exprimés en isolation et en combinaison avec d’autres mécanismes de 

résistance à des antibiotiques. Jusqu’à maintenant les bactéries hôtes connues sont A. baumannii 

et Acinetobacter pittii, isolées du Brésil, de la Corée du sud et de l’Iran (Evans et Amyes 2014; 

Yoon et Jeong, 2021a; Sarikhani, Nazari, et Nateghi Rostami, 2017; Higgins et al. 2009; Kim et 

al. 2010)  

 

 

Figure 1.9: Structure de l'OXA-143. 
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La zone limitée en jaune correspond aux résidus acides aminés de la boucle β5-β6 (résidus 221-230). La zone 
en rouge correspond au motif 1, composé des résidus extrêmement conservés parmi les β-lactamases : P80-
S81-T82-F83-K84. La zone en bleu correspond à la boucle Ω, incluant notamment les résidus W167 et L168. 
La zone en rose correspond au motif 2, composé des résidus S127-A128-V130. Toutes ces composantes, en 
plus des motifs 4 et 5 (K217-S218-G219 et F152-G153-N154, qui ne sont pas présentés dans la figure), 
constituent le site actif de l’OXA-143. 

 

1.4.1  Les variantes de l’OXA-143 

Comme précédemment mentionné, cinq variantes de l’OXA-143 ont été observées à ce 

jour : OXA-143, OXA-182, OXA-231, OXA-253 et OXA-255 (Evans et Amyes, 2014). La première 

variante (OXA-231) a été isolée en 2007 de prélèvements cliniques de A. baumannii, en 

provenance d’un hôpital universitaire du sud du Brésil. Cette variante possède la mutation 

Asp230Ala (D230A), qui se situe à côté du motif conservé Lys217-Ser218-Gly219 (KSG) et près 

de la boucle β5-β6. De plus, cette mutation est aussi adjacente au résidu méthionine 223, qui 

forme une interaction hydrophobe avec la tyrosine 112. (Gionco et al., 2012). 

La deuxième variante (OXA-182) a été rapportée en 2007 après une éclosion d’infections 

multirésistantes de A. baumannii en Corée du Sud (Kim et al. 2010). La troisième variante, l’OXA-

255, a également été rapportée en 2007, après l’apparition de souches A. baumannii et A. pittii 

multirésistantes en Indiana, aux États-Unis. La comparaison des séquences de ces trois variantes 

permet de constater que l’OXA-231 possède seulement la substitution D230A, l’OXA-182 

présente 19 substitutions (93% d’homologie avec l’enzyme native) et l’OXA-255 possède 21 

substitutions (92% d’homologie) (ZanDer et al., 2014; N. T. Antunes et al., 2014). 

D’autre part, l’OXA-253 possède 94% de similarité avec l’OXA-143, possédant un total de 

17 substitutions. Cette variante a été rapportée en 2014 à partir d’isolats cliniques de A. 

baumannii prélevés à l’hôpital de Minas Gerais, au Brésil. Aucune substitution n’a été observée 

près d’un motif conservé du site actif, ou encore entraînant des changements conformationnels 

importants (Girlich et al., 2014). 

1.5 Le mutant P227S de l’OXA-143 

Deux autres variantes ont été étudiées par Mitchell et al. : OXA-160 et OXA-225 (Mitchell 

et al, 2015). La première est une variante de l’OXA-24/40 présente dans des souches de A. 

baumannii recouvrée d’un poumon transplanté. La deuxième est une variante de l’OXA-23. Ces 

deux variantes possèdent des mutations à des positions homologues, acquises par substitution 

d’un résidu proline par un résidu sérine. Elles possèdent une activité catalytique contre les 
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pénicillines, carbapénèmes, céphalosporines et aztreonam, en plus de démontrer une 

augmentation d’affinité pour la majorité des non-carbapénèmes, sans perdre leurs capacités 

contre les carbapénèmes (Mitchell et al., 2015; Tian et al., 2011). 

Le gain d’activité catalytique chez les variantes OXA-160 et OXA-225 est principalement 

causé par une mutation par substitution d’un aminoacide proline pour un aminoacide sérine à la 

proximité de la boucle β5-β6. En 2014, June et al. ont démontré qu’en raison du maintien de la 

fonction de carbapénémase chez l’OXA-24/40, cette enzyme sacrifie sa fonction d’oxacilinase 

(June et al., 2014). Dès que l’interaction hydrophobe formée par la tyrosine et la méthionine doit 

être déplacé hors du site actif afin d’accueillir le substrat oxacilline, un changement significatif est 

observé dans la boucle β5-β6, une des causes principales de la catalyse de carbapénèmes chez 

les LDHC. Ceci démontre à nouveau l’importance de la boucle β5-β6 dans la reconnaissance des 

substrats chez ces enzymes (Mitchell et al., 2015; June et al., 2014). 

D’autre part, une étude a démontré l’existence d’un motif conservé présent chez toutes 

les LDHC : PXXG (De Luca et al., 2011). Ce motif est observé en C-terminal de la boucle β5-β6 

(Figure 1.11). Mitchell et al. ont également observé que la mutation de la proline de ce motif mène 

à une réorganisation structurelle de la boucle, rendant la protéine plus flexible et capable de 

constituer nouveaux ponts hydrogène, changeant ainsi l’interaction de la boucle avec les résidus 

avoisinants (De Luca et al., 2011; Mitchell et al., 2015). 

 

Figure 1.10: Représentation structurelle de la substitution d'une proline par une sérine à la position 
227 chez l'OXA-143. 

C’est précisément dans cette région chez OXA-143 que se trouve la mutation P227S 

(Figure 1.10). Comme déjà mentionné, cette mutation semble être associée à une flexibilité 

accrue de la protéine et à une activité enzymatique supérieure par rapport aux substrats β-

lactamines (V. U. Antunes et al., 2019). 
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Figure 1.11: Structure du mutant P227S de l’OXA-143. 

 

 La zone limitée en jaune correspond à la boucle β5-β6 (résidus 221-230), alors que la zone coloriée en vert 
correspond au site de la mutation P227S. La zone en rouge correspond au motif 1 : P80-S81-T82-F83-K84. La 
zone en bleu correspond à la boucle Ω : W167-L168. La zone en rose correspond au motif 2 : S127-A128-
V130. Toutes ces composantes, en plus des motifs 4 et 5 (K217-S218-G219 et F152-G153-N154, qui ne sont 
pas présentés dans la figure), constituent le site actif. 

 

1.6 Hypothèse  

À ce jour, l’effet de la mutation P227S de l’OXA-143 demeure inconnue dans un contexte 

de survie cellulaire en présence de toutes les β-lactamines. En plus de contenir le résidu P227, 

la boucle β5-β6 est située près du site actif de l’OXA-143. Tel que précédemment suggéré par 

les études structurales, cette boucle semble étroitement liée à la spécificité de reconnaissance 

du substrat chez OXA-23, OXA-24/40, OXA-48 et OXA-160. L'hypothèse formulée est que la 

mutation P227S conférera une plus haute résistance aux antibiotiques β-lactamines sélectionnés 

(aztréonam, méropénem, ceftazidime et ampicilline), en raison d'une activité enzymatique plus 

élevée et d'une plus grande flexibilité associée à la mutation dans la boucle β5-β6. 
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1.7 Objectifs du projet de recherche  

1.7.1 Objectif Général  

Cette étude a pour objectif général d’évaluer qualitativement le profil d’activité la β-

lactamase OXA-143 et de son mutant P227S envers les β-lactamines de différents types et 

générations, notamment l’aztréonam, le méropénem, la ceftazidime et l’ampicilline. 

1.7.2 Objectifs Spécifiques  

Dans le but de supporter cet objectif général, trois objectifs spécifiques ont été planifiés :  

1. Optimiser l’expression recombinante et la purification de l’OXA-143 et de son mutant 

P227S. 

2. Caractériser la cinétique enzymatique de l’OXA-143 et de son mutant P227S en 

présence de pénicilline G dans le but de confirmer l’intégrité fonctionnelle et l’activité de ces 

enzymes. 

3. Vérifier l’effet de la mutation P227S in vivo en effectuant des essais de concentration 

minimale inhibitrice chez E. coli pour chaque substrat choisi.
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2 Matériel et Méthodes  

2.1 Expression et purification des protéines  

Le plasmide pET28a(+) (Figure 2.1) encodant la séquence du gène de la β-lactamase 

OXA-143 (WT ou P227S) a été transformé chez Escherichia coli BL21 (DE3). 

 

 

Figure 2.1: Cartographie du vecteur d’expression pET28a utilisé pour la production des deux bêta-
lactamases d'intérêt.  

Les deux vecteurs d’expression (OXA-143 et P227S) ont été fournies par la Professeure 

Denize Favaro, de l’Université Fédéral de Campinas. Selon l’article d’Antunes et al., 2019 utilisé 

comme base pour cette étude, premièrement l'ADN plasmidique issu d'une souche d'A. 

baumannii Ab804 a été extrait en utilisant le kit Thermo Scientific. Les segments d'ADN (ID 

D0UHC8 sur UniProt) pour l’OXA-143 ont été amplifiés à l'aide d'amorces spécifiques : l'amorce 

avant (5'-AAAATCATGACTAAATTTGAAGACACT-3') et l'amorce arrière (5'-

TATACTCGAGCCTAAATTCTCTAATGA-3'). Par la suite, l'amplicon obtenu a été soumis à une 



22 

 

digestion enzymatique avec les enzymes de restriction BspHI et XhoI, puis cloné dans le vecteur 

d'expression pET28a. Pour la création de la variante P227S, le kit de mutagénèse dirigée par site 

QuickChange d’Agilent (n° de catalogue 200518) a été employé. Le produit de la réaction en 

chaîne de la polymérase a été soumis à une digestion avec l'enzyme DpnI avant d'être transféré 

dans des cellules super compétentes XL1-Blue. La conformité de la formation et de la mutation 

a été confirmée par séquençage de l'ADN par la méthode de Sanger (V. U. Antunes et al. 2019). 

2.1.1 Cellules compétentes (CaCl2) 

Dans un protocole standard, une culture initiale de 250 ml permet généralement d'obtenir 

entre soixante et soixante-dix tubes de 200 µl de cellules compétentes. 

Au premier jour, une préculture des cellules dans un milieu LB de 2 à 5 ml a été faite et 

incubée pendant la nuit. Parallèlement, une solution de 150 mL de CaCl2 à 0,1 M a été préparée 

et autoclavée, et conservée à 4°C pendant la nuit.  

Au deuxième jour, la culture initiale a été préparée dans 250 mL de milieu LB et cultivée 

jusqu'à ce que les cellules atteignent un OD600 d'environ 0,4. Après centrifugation et égouttage, 

le culot a été resuspendu dans 125 ml de CaCl2 à 0,1 M. Ensuite, les cellules ont été incubées 

pendant 30 minutes sur de la glace, centrifugées et égouttées. À nouveau, le culot a été 

resuspendu dans 12,5 mL de CaCl2 à 0,1 M et laissé reposer toute la nuit à 4° C. 

Au troisième et dernier jour, du glycérol à 15 % a été ajouté (environ 2 ml), mélangé 

doucement par pipetage tout en maintenant une température basse. Le mélange a été conservé 

à 4° C pendant 15 minutes. Ensuite, des aliquotes de 200 µL ont été faites et congelées 

rapidement à -80° C en utilisant un bain d'éthanol/de glace sèche pour garantir la préservation. 

2.1.2 Protocole d’extraction plasmidique  

Le kit d’extraction plasmidique utilisé (Figure 2.2) a été fourni par la compagnie « Bio-

Basic Inc. » (Joshua et Lucate, 2018). Une culture de bactéries de 3 ml de milieu Lysogeny Broth 

(LB) avec 30 mg/L de kanamycine provenant d’une solution stock de concentration égale à 30 

mg/ml. La culture a été incubée à 37°C pendant la nuit. Le lendemain, les cultures ont été 

centrifugées à une vitesse de 13871 x g pendant 2 minutes (Thermo Scientific, modèle Sorvall 

Legend Micro21R Microcentrifuge) et le surnageant a été jeté pour en conserver le culot.  

Au culot ont été ajoutés 100 µl de solution 1, mélangée au vortex et laissée en repos à 

température ambiante pendant 1 minute, à la suite de quoi 1 µl de solution « VisualLyse » fut 
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ajouté. La solution 2 fut ensuite ajoutée en quantité égale au volume de solution (200 µl) et 

doucement mélangée à la main en inversant le microtube 4-6 fois. Enfin, le mélange fut laissé au 

repos à température ambiante pendant 1 minute. À ce moment, si l’étape d’ajout de la solution 

« VisualLyse » a été faite correctement, le mélange devient bleu.  

Ultérieurement, 350 µl de solution 3 a été ajouté et mélangé doucement à la main. À 

nouveau, le mélange a été laissé au repos à température ambiante pendant 1 minute. À cette 

étape, un nouveau changement de couleur est produit par la solution « VisualLyse » 

antérieurement ajoutée, après quoi le mélange devient incolore avec des petits traits bleus qui 

doivent être bien mélangés pour disparaître.  

Par la suite, le mélange est centrifugé à une vitesse de 13871 x g pendant 5 minutes. 

Alors, le surnageant est transféré vers la colonne EZ-10 et le culot jeté. La colonne contenant le 

surnageant est centrifugée à une vitesse de 9633 x g pendant 2 minutes. Le « flow-through » 

(FT) est jeté et 750 µl de solution de lavage est ajouté, centrifugé à une vitesse de 9633 x g 

pendant 2 minutes. La dernière étape se répète jusqu’à ce qu’aucun vestige de solution de lavage 

soit présent.  

Enfin, ce qui reste dans la colonne est transféré dans un nouveau microtube de 1,5 ml, et 

50 µl de tampon d’élution est ajouté. Alors, le microtube est mis en repos à 37 °C pour 2 minutes. 

Le mélange est ensuite centrifugé à une vitesse de 9633 x g pendant 2 minutes. La colonne EZ-

10 est jetée et le FT est conservé à -20°C. La quantité d’ADN est ensuite calculée avec l’aide 

d’un NanoDrop (Thermo Fisher). 

 

2.1.3 Transformation bactérienne par choc thermique 

Initialement, 3 µl (19,5 ng/ µl) de plasmide est mélangé avec 1.5 ml de cellule compétentes 

de E. coli BL21 (DE3) dans un microtube (1,5 ml) et le mélange est incubé sur glace pendant 30 

minutes. Pendant ce temps d'incubation, un bain d’eau thermique est préparé à 42°C.  

Après incubation, le mélange est soumis à un choc thermique à 42°C pendant 1,5 minute 

pour permettre la transformation des cellules. Immédiatement, le mélange est remis sur glace 

pendant plus de 15 minutes. Par la suite, le mélange est ajouté à des tubes d’essais (3 ml) 

contenant 1 ml de milieu LB et incubé à 37°C pendant 1 heure à 250 rpm.  

Enfin, le mélange est étalé sur des géloses de milieu LB Agar et 30 mg/L de kanamycine. 

Finalement, les géloses sont incubées à 37°C en position inversée pendant toute la nuit.  
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2.1.4 Optimisation de l’expression recombinante des oxacilinases d’intérêt   

La préculture a été préparée dans deux flacons de type Erlenmeyers (125 ml) stériles, 

auxquels ont été ajoutés 25 ml de milieu LB stérile, 30 mg/L de kanamycine et une colonie 

transformée provenant de la gélose. Ces derniers ont été incubés à 37°C à pendant la nuit à 250 

rpm.  

Dans des flacons de type Erlenmeyers de deux litres contenant 1 L de milieu LB stérile, 

30 mg/L de kanamycine ont été ajoutés avec 25 mL de préculture. Ensuite, les cultures ont été 

incubées à 37°C (250 rpm) jusqu’à l’obtention d’une densité optique (D.O) à 600 nm de 0.6. À ce 

moment, l’expression du promoteur T7 a été induite avec 1 mM d’isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG). Cet ajout se fait sur glace, pour que la température des cultures 

abaisse graduellement. Une fois l’IPTG ajouté, les cultures ont été incubées à 16°C pour 16-18 

heures à 250 rpm.  

Ultérieurement, les cultures ont été centrifugées à une vitesse de 5171 x g à 4 °C pendant 

30 minutes (Beckman, modèle AVANTI J-E series, rotor JLA 9.1000). Le culot est ensuite stocké 

dans un tube (50 ml) à -20°C et le milieu est jeté. Par la suite, le culot est resuspendu dans 30 ml 

de tampon de lyse (50 mM NaH2PO4, 25 mM NaHCO3, 10% de sucrose, pH 7,5). Les cellules 

sont lysées par sonication (Branson Sonifier 450) pendant 4 cycles de 2 minutes (ON et OFF) à 

puissance maximale de 8 et « duty cycle » de 50%. Le tout est centrifugé à nouveau à une vitesse 

de 27,167 x g à 4°C pendant 1 heure (Beckman, modèle AVANTI J-E series, rotor JA-20). Après 

cette étape, la protéine se trouvera dans le surnageant, dans la partie soluble du mélange.  

2.1.5 Purification par chromatographie d'affinité sur ions métalliques immobilisés (IMAC) 
de type Nickel-NTA 

Les constructions géniques contenant une étiquette polyhistidine en C-terminal, la 

purification des oxacilinases peut être effectuée par affinité (IMAC). Un FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography) AKTA Pure (GE Healthcare) a été utilisé pour la chromatographie d’affinité 

avec une colonne HisTrapTM HP de 5 ml (GE Healthcare). Il faut souligner que toute solution 

utilisée a été filtrée sur 0,45 microns et dégazée au préalable. Le tampon A est constitué de 50 

mM NaH2PO4, 20 mM imidazole à pH = 7.5 et 25 mM (OXA-143) ou 100 mM (P227S) NaHCO3. 

Le tampon B est constitué de 50 mM NaH2PO4, 500 mM d’imidazole à pH = 7.5 et 25 mM (OXA-

143) ou 100 mM (P227S) NaHCO3. 
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Tout d’abord, la colonne a été nettoyée avec 5 volumes de colonne (CV) d’eau milli-Q, à 

la suite de quoi elle a été équilibrée avec 5 CV du tampon A à une vitesse de 5 ml/min. Le 

surnageant (lysat cellulaire) a été injecté à la colonne à une vitesse 2 ml/min. Subséquemment, 

l’élution a été faite avec le tampon B (3 CV) à une vitesse 3 ml/min pendant 60 minutes avec un 

fractionnement de 3 ml. Le chromatogramme fut analysé et la pureté des fractions positives fut 

vérifiée sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE. Finalement, la colonne fut nettoyée avec 5 CV d’eau 

milli-Q et 20% d’éthanol, puis conservée au réfrigérateur.  

2.1.6 Dichroïsme Circulaire (CD) – Essai de dénaturation thermique 

Un essai de dénaturation thermique des enzymes a été effectué à l’aide d’un spectromètre 

CD Jasco J-720, en utilisant différentes concentrations de NaHCO3 pour en étudier l’effet sur la 

stabilité des enzymes. L’enzyme P227S a été diluée à une concentration de 6,5 µM dans des 

tampons différents : 50 mM NaH2PO4 + 25, 100, 200 ou 500 mM de NaHCO3. Un total de 300 µl 

de solution furent ajoutés à une cuvette de quartz et le spectre CD a été enregistré à 222 nm 

entre les températures de 10 à 70 °C.  

2.1.7 Électrophorèse par SDS-PAGE 

La technique d’électrophorèse SDS-PAGE (électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 

présence de dodécylsulfate de sodium, SDS) permet la migration des protéines en les séparant 

en fonction de leur poids moléculaire, car le détergent SDS peut dénaturer les protéines et 

masquer leur charge par sa propre charge négative. Des gels et kit Mini PROTEAN TGX Stain 

Free Gels avec gradient de 4-20% de polyacrylamide ont été utilisés. Tous les échantillons ont 

été dénaturés dans le tampon de chargement Laemmli (250 mM Tris-Cl, 5% SDS, 50% glycérol, 

5% β-mercaptoéthanol et 0.1% bleu de bromophénol, pH 6.8). Puisque le tampon est concentré 

5X, 10 µl de tampon et 40 µl d’échantillon furent ajoutés à chaque microtube (1,5 ml). Ce mélange 

a ensuite été chauffé à 95°C pendant 15 minutes. Par la suite, 14 µl de chaque échantillon fut 

déposé dans un puits avec 4 µl de tampon « Precision Plus Protein All Blue standards » et du 

tampon « Precision Plus Protein Unstained standards », selon les recommandations du 

manufacturier. Ces deux tampons contiennent les bandes de protéines utilisées comme référence 

à 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 et 250 kDa solubilisées dans une solution qui contient 30 

% (p/v) glycérol, 2% SDS, 62,5 mM Tris, 50 mM DTT, 5 mM EDTA, 0,02% NaN2, 0.01% bleu de 

bromophénol, pH 6.8. La migration fut effectuée à 150 volts pendant 60 minutes. Par la suite, des 

images des gels ont été prises en utilisant le ChemiDoc XRS+ System de Bio-Rad.  
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2.2 Essais de cinétique enzymatique  

Les essais cinétiques Michaelis-Menten ont été effectués selon le protocole publié dans 

l’article de Antunes et al. (2019), avec l’objectif de tester l’intégrité des enzymes produites.  

La réaction de catalyse a été évaluée avec l’utilisation d’un spectromètre UV-vis 300 Cary 

Bio à 25°C. Dans une cuvette de quartz (parcours optique de 10 mm, volume de 1 ml) ont été 

mélangés 40 nM d’enzyme (OXA-143 ou P227S), des concentrations de pénicilline G entre 50 et 

500 µM et du tampon de cinétique contenant 50 mM NaH2PO4 à pH 7,5 et 25 mM (OXA-143) ou 

100 mM (P227S) NaHCO3. Les paramètres cinétiques Km et kcat ont été déterminés par régression 

non-linéaire de la vitesse (taux) par rapport à la concentration du substrat en utilisant l’équation 

de Michaelis-Menten dans le logiciel GraphPad Prism. La valeur de kcat fut calculée à l’aide de 

l’équation kcat = Vmax / [E]. 

  Chaque courbe fut acquise pendant 5 minutes et les valeurs d’absorbance (235 nm) ont 

été enregistrées à chaque 0,1 seconde. Le coefficient d’extinction molaire de la pénicilline G 

utilisé est de ∆ε235=1,879 cm-1. Pour chacune des concentrations (50, 100, 120, 150, 200 et 500 

µM), le protocole a été répété cinq fois de manière indépendante. Les données ont ensuite été 

analysées sur GraphPad Prism dans le but d’en extraire les paramètres cinétiques provenant des 

analyses Michaelis-Menten de chaque enzyme.  

2.3 Tests de susceptibilité aux antibiotiques  

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) furent testées sur des souches 

bactériennes d’intérêt, en suivant le protocole officiel de microdilution du Clinical Laboratory 

Standards Unit (CLSI - document : M07 Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for 

Bacteria That Grow Aerobically – Eleventh Edition ; Approved Standard 2018) (CLSI, 2011).  

Cette méthode vise à choisir une gamme de concentrations d’antibiotiques à tester en 

présence de la même quantité de bactéries dans une plaque de 96 puits. Les β-lactamines 

choisies étaient les suivantes et correspondaient à des types et des générations différentes : 

aztréonam, méropénem, ceftazidime et ampicilline. La gamme de concentrations pour chacun de 

ces composés a été établie à partir de données déjà publiées dans la littérature (Tableau 2.1 – 

colonnes OXA-143 et CLSI). Ainsi comme, les valeurs de CMI pour l’OXA-24/40 et OXA-160 ont 

été prises en considération avec l’objectif de faire des comparaisons entre l’OXA-24/40 et l’OXA-

143, et entre l’OXA-160 et P227S. Une fois que, l’OXA-143 et l’OXA-24/40 partagent 86,2%-

99,6% d’identité en aminoacides. Et en ce qui concerne l’OXA-160 et l’enzyme P227S, les deux 
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ont les mêmes substitutions et ont une activité hydrolytique accrue contre l’aztréonam, le 

ceftazidime, le méropénem et l’ampicilline par rapport aux espèces natives. Étant l’OXA-160 le 

mutant P→S pour l’OXA-24/40. 

Tableau 2.1: Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en μg/mL, publiées pour E. coli 
BL21 (DE3) et E. coli DH10B portant des β-lactamases :  OXA-143, OXA-24/40 et OXA-160. 

Substrats OXA-143 OXA-24/40 OXA-160 CLSI Gamme 

AZT 0,062 0,12-0,25 0,125 ------- 0,002-1 

MER 1 0,125-0,5 0,016 16 0,008-4 

CTZ 0,25 0,25-0,5 ---------------- 16 0,008-4 

AMP 128-1024 128 16 128 0,25-128 

(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011; Toth et al., 2017; Tian et al., 2011) AZT – aztréonam; 
MER – méropénem; CTZ – ceftazidime; AMP – ampicilline; CLSI – Clinical and Laboratory Standards 
Institute. 

En premier lieu, 3 ml d’une préculture bactérienne de chaque construction génique a été 

préparée avec 30 mg/L de kanamycine et incubée à 37°C pour 24h. Des stocks à 5 mg/mL ont 

été préparés pour chaque antibiotique, dans 10 mL d’eau milli-Q. Les dilutions nécessaires pour 

chaque substrat antimicrobien ont été effectuées dans des microtubes de 1,5 mL stériles. Des 

plaques de 96 puits ont été identifiées et 200 µL de chaque antibiotique ont été déposés dans la 

colonne 10 (Figure 2.3). Un volume de 100 µL de milieu Mueller Hinton Broth (MHB) a été déposé 

dans les colonnes 1 à 9. Subséquemment, des dilutions en série de 100 µL de chaque 

antibiotique ont été effectuées dans chaque puits.  

 

Figure 2.2: Exemple de plaque de 96 puits utilisé pour effectuer les tests de susceptibilité aux 
antibiotiques. 
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Les puits A-B correspondent à l’aztréonam, C-D au méropénem, E-F à la ceftazidime et G-H à l’ampicilline. Les 
colonnes 11 et 12 ont été utilisées comme contrôles de culture bactérienne et stérilité du milieu MHB. La flèche 
noire indique la direction de lecture de la valeur de CMI, de la concentration la plus faible à la plus élevée. 
Figure construite à l’aide de BioRender. 

 

Par la suite, 10 ml de suspension bactérienne ont été préparés à une densité optique 

(DO600) égale à 0,006, puis 100 µL de suspension bactérienne ont été distribués dans chaque 

puits pour que la DO finale soit égale à 0,003. Finalement, les plaques ont été incubées à 37°C 

pour 24h, sans agitation. La lecture visuelle des plaques a été effectuée en détectant l’activité 

bactérienne grâce à la résazurine (Elshikh et al, 2016). Pour ce faire, 50 µL d’un stock de 0,1 

mg/mL de résazurine (préparé en milieu MHB) fut ajouté à chacun des puits et la plaque fut 

incubée à 37°C pour 1h avant d’effectuer la lecture. Chaque essai de CMI a été effectué en 

quadruple dans des essais indépendants. 

2.4 Interprétation des résultats en utilisant la résazurine  

Dans la présente étude, les tests de susceptibilité aux antibiotiques ont été analysés et 

interprétés visuellement par le changement de couleur de la résazurine, ou Alamar Blue (Figure 

2.4). La résazurine est un indicateur déjà très utilisé dans l’industrie, notamment pour monitorer 

la contamination du lait. Dans les essais in vitro, ce composé permet une mesure directe, visuelle, 

rapide et sensible de l’activité métabolique des bactéries. Dans les dernières 50 années, ce 

colorant a été beaucoup utilisé dans les essais de viabilité cellulaire et en cytotoxicité (Elshikh et 

al., 2016; Costa et al., 2021; Crane et al., 2021; Abd Algaffar et al., 2022). 
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Figure 2.3: Réaction de redox de la résazurine de couleur bleu se transformant en résorufine de 
couleur rose (fluorescente) en présence de bactéries métaboliquement actives. 

Figure construite à l’aide de BioRender. 

 

 

À la suite de la réduction en résorufine, cette molécule peut être subséquemment réduite 

en dihydrorésorufine, qui est invisible. Dans la réaction de réduction de la résazurine en 

résorufine, l’enzyme NADH déshydrogénase agit comme un donneur d’électrons en faisant le 

transfert de H+ vers la résazurine. Cette réaction peut être mesurée par fluorométrie ou par 

fluorescence, en analysant la résorufine (Costa et al., 2021). La méthode de détermination des 

concentrations minimales inhibitrices (CMI) est ainsi grandement simplifiée et permet 

l’établissement de ces valeurs avec précision (Sarker, Nahar et Kumarasamy, 2007). 

 

2.4.1 Analyse sur Image J  

Pour l’analyse des gels SDS-PAGE, le logiciel « ImageJ.JS (imjoy.io) » a été utilisé 

comme outil pour calculer da pureté des deux protéines obtenues. Premièrement, les images 

sont importées dans le logiciel et chaque bande est sélectionnée. Après le traitement des 

données, chaque bande est représenté par un pic de densité, en utilisant l’outil, la zone de chacun 

https://ij.imjoy.io/


30 

 

de ses pics est sélectionnée et calculée. Puis, ces valeurs sont transférées sur Excel et la pureté 

est calculé en pourcentage.  

  



31 

 

3 Résultats  

3.1 Optimisation de l’expression et purification des β-lactamases d’intérêt  

3.1.1 Optimisation des tampons utilisés dans la purification par dichroïsme circulaire  

Selon des études expérimentales de la structure cristallographique et du mécanisme 

catalytique qui régit les principales β-lactamases de classe D tel que OXA-1, OXA-10, OXA-23, 

OXA-24/40, OXA-51, OXA-48 et OXA-58, la lysine carboxylée est la clé de la désacylation et de 

l’activité catalytique optimale de l’enzyme (Héritier et al., 2005; Santillana et al., 2007; Docquier 

et al., 2009; De Luca et al., 2011; Verma et al., 2011; Che et al., 2014; Sarikhani, Nazari et Nateghi 

Rostami, 2017; Taylor et al., 2021). 

Cette carboxylation se fait grâce à la réaction du groupe amine non-protoné de la lysine 

avec le dioxyde de carbone (CO2). La lysine revient à son état décarboxylé après le premier cycle 

de réaction (acylation-désacylation), avec carboxylation réversible de la lysine (Golemi et al., 

2001; Che et al., 2014). Cependant, l’excès de CO2 dans le tampon peut inhiber cette 

décarboxylation et permettre une re-carboxylation immédiate. Par conséquent, la concentration 

de CO2 dans le milieu influence la quantité de lysine carboxylée et indirectement l’efficacité 

enzymatique (Verma et al., 2011).  

Afin d’augmenter cette concentration, du bicarbonate de sodium (NaHCO3) a été ajouté 

aux tampons de purification. Cet ajout permet à toutes les enzymes en solution d’avoir une lysine 

carboxylée, sans décarboxylation pendant la catalyse. Pour analyser la meilleure concentration 

de NaHCO3 à employer, l’essai de dénaturation thermique par dichroïsme circulaire (DC) a été 

utilisé.  

Cette technique spectroscopique peut servir : 

1)  À évaluer les taux de structures secondaires : hélice α, feuillet β et régions non-

structurées.  

2) Caractériser la stabilité thermique d’une protéine (par dénaturation). 

Ainsi, le DC a été la technique employée pour suivre la dénaturation de la structure de la 

protéine en fonction de la température du milieu (20-70°C) et en présence de différentes 

concentrations de NaHCO3 (25 à 500 mM) (Figure 3.1). 
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Figure 3.1: Essai de dénaturation thermique par dichroïsme circulaire (DC) du mutant P227S. 

L'axe des ordonnées correspond à la quantité de protéine repliée en solution. L’axe des abscisses 
correspond à la température (20-70°C). 

 

Le bicarbonate de sodium favorise non seulement la formation et le maintien de la lysine 

carboxylée, mais il améliore aussi la stabilité thermique de l’enzyme lorsque la concentration de 

NaHCO3 est ajoutée au tampon (25 à 100 mM). La valeur de la constante de température de 

fusion (Tm) passe ainsi de 37,85 °C (0 mM) (Antunes et al, 2019) à 51 °C (100 mM). Cependant, 

les solutions plus concentrées (200 à 500 mM) n’offrent pas d’avantage supplémentaire, une fois 

que la Tm se maintient à 51 °C. Par conséquent, les nouveaux tampons ont été optimisés (A et 

B) en utilisant 100 mM de NaHCO3 durant la purification du variant P227S.  

Bien que des variations de stabilité thermique aient été observées avec le mutant P227S, 

aucun problème n'a été rencontré lors de la purification de l'enzyme native OXA-143. Par 

conséquent, la même concentration de 25 mM de NaHCO3, précédemment optimisée dans le 

protocole de l'enzyme native par Antunes et al. (2019), a été utilisée. 
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3.1.2 Purification par chromatographie IMAC et vérification sur gels SDS-PAGE 4-20% 

Après avoir optimisé les tampons du mutant P227S en modifiant la concentration NaHCO3 

et avoir adopté comme nouvelle concentration 100 mM, a été effectuée une chromatographie 

d’affinité sur ions métalliques immobilisés (IMAC) de type Nickel-NTA (Figure 3.2).  

 

 

 

Figure 3.2: Colonne His-TrapTM HP de 5 ml utilisée pour toutes les purifications de l’OXA-143 et de son 
mutant P227S. 

 

Une fois le vecteur acquis du laboratoire de la Prof. Denize Favaro (Université Fédérale 

de Campinas, São Paulo, Brésil), OXA-143 et son mutant P227S ont été exprimées et purifiées 

selon le protocole publié dans l’article de Antunes et al. (2019). La purification de ces β-

lactamases est rendue possible grâce à l’ajout d’une étiquette d’hexahistidine (6 x His-Tag) à la 

protéine recombinante après la transcription. Le 6 x His-Tag possède une grande affinité pour le 

Ni+2 immobilisé dans la matrice Ni-NTA de la colonne. L’imidazole présent dans le tampon A et B 

agit comme un compétiteur pour se lier à la matrice (IBA Solutions for Life Sciences, 2021). La 

concentration de cet additif augmente entre les tampons dans deux buts : 

1) Tampon A : possède une concentration de 20 mM afin d’inhiber des liaisons non-

spécifiques d’autres protéines 

2) Tampon B : possède une concentration de 500 mM afin de permettre le relâchement 

des toutes protéines recombinantes possédant l’étiquette 6 x His-Tag 
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Ainsi, le processus de purification a été accompli avec succès. À la suite de cet essai, la 

pureté et estimé la quantité de protéine purifiée par SDS-PAGE 4-20% ont été vérifiées (Figures 

3.3 et 3.4), en sachant que le poids moléculaire de l’OXA-143 est 27,284 Da. 

 

 

 

 

Figure 3.3: Analyse sur gel SDS-PAGE des fractions récoltées à la suite de la purification de l'OXA-143. 

Le puits 1 correspond au standard de poids moléculaire de référence « Precision Plus Protein All Blue », qui 
démarque les poids moléculaires de protéines de référence en kDa. Les puits 6-18 correspondent aux 
fractions récoltées suite à la purification IMAC. Le rendement de production est de 320 mg/l, déduit à partir 
de la concentration de la fraction 11 utilisée pour les essais de cinétique. 
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Figure 3.4 : Analyse sur gel de SDS-PAGE des fractions récoltées à la suite de la purification du mutant 
P227S. 

Le puits 1 correspond au standard de poids moléculaire de référence « Precision Plus Protein All Blue », qui 
démarque les poids moléculaires de protéines de référence en kDa. Les puits 9-21 correspondent aux 
fractions récoltées. Le rendement de production est de 210 mg/l, déduit à partir de la concentration de la 
concentration de la fraction 14 utilisée pour les essais de cinétique. 

  

L’analyse des gels à l’aide du logiciel ImageJ, a suggéré que les deux protéines avaient 

été obtenues avec une pureté supérieure à 95%.  

3.2 Cinétique enzymatique avec la pénicilline G  

Pour donner suite à l’expression et à la purification des enzymes recombinantes, des 

essais cinétiques ont été entrepris pour en vérifier l’intégrité structurale et fonctionnelle. Le 

protocole utilisé est celui utilisé par Antunes et al. (2019), avec certaines modifications. Les 

paramètres suivants ont été déterminés pour les deux β-lactamases envers le substrat pénicilline 

G (Figure 1.1) :  

1) Constante de Michaelis: Km (µM) 

2) Constante catalytique, ou “turnover number”: kcat (s-1) 

3) Efficacité catalytique: kcat/Km (µM-1 s-1), 
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La concentration d’enzyme était constante dans tous les essais et a été fixée 40 nM. À 

partir d’une fraction de purification, la concentration de protéine a été calculée à l’aide d’un 

NanoDrop en utilisant des valeurs de coefficient d’extinction molaire (ε) pour l’OXA-143 de 43,430 

M-1 cm-1 et un poids moléculaire de 27,284 Da. Toutes ces données ont été recueillies à partir de 

l’analyse de la séquence de l’OXA-143 à l’aide de l’outil ProtParam (https://www.expasy.org/ 

accès : 11/08/2021, 8h02). Les concentrations de pénicilline G testées ont été choisies à partir 

de la valeur de Km = 167,6 µM précédemment publiée par Antunes et al. (2019). Les gammes de 

concentrations de substrat choisies étaient de 50, 100, 120, 150, 200, 400, 500, 600 et 700 µM. 

L’équation de Michaelis-Menten a été utilisée pour extraire les paramètres Km et de vitesse 

maximale (Vmax) de chaque enzyme (Patel, 2012) : 

𝑉𝑜 =
Vmax . [S]

(Km + [S])
 

 

Dans laquelle : 

Vo = Vitesse initiale d’hydrolyse  

Vmax = vitesse maximale  

[S] = concentration de substrat  

Km = Constante de Michaelis 

 

En sachant que la concentration de substrat [S] influence la vitesse de catalyse par 

l’enzyme, l’équation de Michaelis-Menten s’exprime comme une hyperbole où la vitesse 

augmente jusqu’à l’atteinte d’un plateau, en raison de la saturation de l’enzyme par le substrat 

(Figure 3.5) (Punekar, 2018). 

 

https://www.expasy.org/
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Figure 3.5: Exemple d’hyperbole obtenue par l’équation de Michaelis-Menten. 

Les valeurs traitées sont exclusivement illustratives. La valeur de Km dans cet exemple correspond 

à 4 µM, soit la concentration de substrat nécessaire pour atteindre 50 % de la vitesse maximal Vmax. 

 

Les données d’absorbance (densité optique) en fonction du temps aux concentrations de 

substrat choisies ont été acquises à une longueur d’onde de 235 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre ultraviolet-visible (UV-Vis) et analysées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 

(version 6.07).  

Pour construire les graphes de Michaelis-Menten, les vitesses initiales relatives à chaque 

concentration de substrat ont été obtenues par mesure directe et continue de la concentration de 

de la pénicilline G en suivant l’absorbance en fonction du temps pour chaque concentration 

pendant 5 minutes (Figure 3.6). Tous les essais ont été effectués en triplicata en utilisant une 

nouvelle expression et purification de l’OXA-143 et du mutant P227S. Ainsi, chaque essai 

correspond à la caractérisation d’une enzyme fraîchement purifiée (i.e., triplicata biologique).  
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Figure 3.6: Cinétique de la dégradation de la pénicilline G par l’enzyme OXA-143. 

Concentrations initiales du substrat était à 500 µM et de l’enzyme 40 nM. Exemple de donnée générée par le 
spectrophotomètre UV-Vis. L'ordonnée (y) correspond à l'absorbance à 235 nM, l'abscisse (x) correspond au 
temps en minutes. 

  

 

La figure 3.6 représente un exemple de données acquises. En se basant sur ces données, 

les vitesses initiales pour l’OXA-143 et son mutant P227S ont été calculées. Cela est 

envisageable grâce à deux concepts :  

1) La loi de Beer-Lambert  

2) La vitesse est égale à la pente de la courbe 

La loi de Beer-Lambert peut s’exprimer ainsi  (Oshina et Spigulis, 2021):  

𝑨 =  𝜺. 𝒍. 𝒄 

A = absorbance (unité d’absorbance - UA) 

𝜀 = coefficient d′extinction molaire  

l = largeur du parcours optique (cm) 

c = concentration (M) 
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Cette loi précise l’existence d’une proportionnalité entre concentration et absorbance à 

une certaine longueur d’onde. Objectivement, ce principe vise à expliquer le rapport entre le 

faisceau de lumière qui passe à travers une solution et les propriétés de cette solution (Oshina 

and Spigulis, 2021). Cependant, quel est le lien entre la loi de Beer-Lambert et les calculs de 

vitesses initiales ? 

Puisque l’équation qui régit une droite est une fonction affine qui peut s’écrire sous la 

forme : 

𝒚 = 𝒂𝒙 + 𝒃  

a = coefficient directeur  

b = ordonnée à l’origine  

 

 

Figure 3.7: Exemple d'analyse pour la cinétique enzymatique de l’OXA-143 (40 nM) avec la pénicilline 
G à 500 µM. 

Le graphique vise à exemplifier l’analyse faite pour chaque essai effectué. L'ordonnée (y) correspond 
à l'absorbance à 235 nM, l'abscisse (x) correspond au temps en minutes. 

 

D’après la figure 3.7, il est possible de calculer la valeur absolue du coefficient directeur, 

qui est égal à la tangente le l’angle α, dont la valeur est égale à 
∆𝐴

∆𝑡
 . En sachant que la vitesse 

initiale (Vo) est égale à 
∆[𝑆]

∆𝑡
 , considérant la largeur de cuvette (l) de 1 cm, en conclusion 

(Bisswanger, 2008; Marchal et al., 2009; Oshina et Spigulis, 2021) :  
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∆𝑨

∆𝒕
=  𝜺 .

∆[𝑺]

∆𝒕
 

 

Alors, 

𝑽𝒐 =  
∆𝑨

∆𝒕⁄

𝜺
=  

𝒂

𝜺
 𝒙 𝟏𝟎𝟔 (µ𝑴/𝒎𝒊𝒏) 

 

En se basant sur cette conclusion, toutes les vitesses initiales ont été calculés et sont présentées 

dans le Tableau 3.1 pour l’OXA-143 et dans le Tableau 3.2 pour le mutant P227S. 

 

Tableau 3.1: Vitesses d’hydrolyse initiales calculées pour l'OXA-143 pour chaque concentration 
testée de pénicilline G. 

Pénicilline G (µM) Essai 1 (µM/min) Essai 2 (µM/min) Essai 3 (µM/min) 

50 0,4513 0,8289 0,5710 

100 1,2342 0,9210 0,9187 

120 0,9487 1,1582 1,0891 

150 0,9164 1,2687 1,3217 

200 1,5588 1,3263 1,4598 

400 1,6560 1,6560 1,6560 

500 1,8374 1,7269 1,9133 

600 2 1,9870 1,9650 

700 2 2 1,9980 
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Tableau 3.2: Vitesses d’hydrolyse initiales calculées pour le mutant P227S pour chaque 
concentration testée de pénicilline G. 

Pénicilline G (µM) Essai 1 (µM/min) Essai 2 (µM/min) Essai 3 (µM/min) 

50 0,4605 0,8957 0,7506 

100 1,1513 1,3493 0,9694 

120 1,3723 1,1213 1,3447 

150 1,4092 1,4828 1,6072 

200 1,6671 1,7845 1,6164 

400 1,8900 1,7980 1,8900 

500 2,0239 2,1137 2,1414 

600 2,1314 2,1415 2,1500 

700 2,1500 2,1499 2,1412 

 

Par la suite, les valeurs de vitesse ont été analysées par la relation de Michaelis-Menten, 

tel que présenté dans la Figure 3.8 :  
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Figure 3.8: Courbes de Michaelis-Menten produites à partir des valeurs calculées de vitesses 
initiales (µM/min) en fonction de la concentration de substrat [S] (µM). 

L’hyperbole verte correspond au mutant P227S et l’hyperbole orange à l’OXA-143.  

 

 

Par ailleurs, les constantes Km, kcat et kcat/Km, ainsi que la Vmax pour chacune des enzymes 

ont été calculées. Les paramètres Km et Vmax ont été obtenus directement des calculs de 

GraphPad Prism, alors que la constante catalytique kcat a été calculée selon l’équation suivante 

(Gan et Allen S. J., 2003; Bisswanger, 2008; Punekar, 2018) :  

𝒌𝒄𝒂𝒕 =  
𝑽𝒎𝒂𝒙

[𝐄]
 

Où : 

kcat = constante catalytique  

Vmax = vitesse maximale de l’enzyme  

[E] = concentration d’enzyme utilisée   

 

Ainsi, les paramètres cinétiques calculés pour l’OXA-143 et P227S sont présentés dans 

le Tableau 3.3.  
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Tableau 3.3 : Paramètres de cinétique enzymatique de l'OXA-143 et P227S envers la pénicilline G. 

β-lactamases Km (µM) kcat (s-1) kcat/Km (M-1 s-1) 

OXA-143 145,2 59,95 4,13 x 105 

P227S 114,7 63,33 5,52 x 105 

 

3.3 Tests de susceptibilité aux antibiotiques  

3.3.1 Calculs des concentrations minimales inhibitrices  

Au cours de la période d'étude, dix essais de CMI ont été réalisés. Il est important de 

souligner que pour chaque expérience, une nouvelle transformation bactérienne du vecteur 

d’expression de OXA-143 et de son mutant P227S ont été réalisés chez la souche E. coli 

BL21(DE3), en utilisant toujours un milieu frais pour la croissance des cellules.  

L'IPTG n'a pas été utilisé pour les tests de susceptibilité aux antibiotiques, car a été pris 

en compte l'expression basale des vecteurs pET en l'absence d'IPTG (Gomes, Monteiro, et 

Mergulhão, 2020). Dans les tableaux 3.4 et 3.5 sont présentés les quatre meilleurs essais. Les 

autres essais ont été exclus des analyses en raison d’erreurs expérimentales ou d’absence de 

croissance bactérienne.  

Les substrats analysés sont les suivants : ampicilline (AMP), aztréonam (AZT), 

ceftazidime (CTZ) et méropénem (MER). Ces antibiotiques sont des représentants typiques de 

l’éventail des substrats β-lactamines de type pénicilline, céphalosporine, monobactame et 

carbapénème, respectivement. 

Les figures 3.9 et 3.10 font référence à l’essai 1. Les figures des essais 2, 3 et 4 sont dans la 

partie Annexe I à VI.  
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Figure 3.9: Plaques de CMI de l’essai 1 pour OXA-143 native. 

Les puits A-B correspondent à un duplicata de la croissance bactérienne observée en présence 
d’aztréonam, C-D méropénem, E-F ceftazidime et G-H ampicilline. Les carrés blancs démarquent les zones 
où les valeurs de CMI ont été observées. Les colonnes 11 et 12 démarquent respectivement les contrôles 
positif (E. coli) et négatif (MHB). 

 

 

Figure 3.10: Plaques de CMI de l’essai 1 pour le mutant P227S. 

Les puits A-B correspondent à un duplicata de la croissance bactérienne observée en présence 
d’aztréonam, C-D méropénem, E-F ceftazidime et G-H ampicilline. Les carrés blancs démarquent les zones 
où les valeurs de CMI ont été observées. Les colonnes 11 et 12 démarquent respectivement les contrôles 
positif (E. coli) et négatif (MHB). 
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Tableau 3.4: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de divers substrats β-lactamines calculées 
pour la β-lactamase OXA-143 chez E. coli BL21 (DE3). 

Substrats 

(µg/mL) 

Essai 1 

27/04/2022 

Essai 2 

13/07/2022 

Essai 3 

04/10/2022 

Essai 4 

06/10/2022 

AZT 0,008 0,03 0,016 0,008 

MER 4 >4 0,125 0,25 

CTZ 0,06 0,125 0,06 0,03 

AMP >128 >128 1 >128 

Toutes les concentrations sont présentées en µg/mL. 

 
 Tableau 3.5: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de divers substrat β-lactamines calculées 

pour la β-lactamase P227S chez E. coli BL21 (DE3). 

Substrats 

(µg/mL) 

Essai 1 

27/04/2022 

Essai 2 

13/07/2022 

Essai 3 

04/10/2022 

Essai 4 

06/10/2022 

AZT 0,016 0,008 0,008 0,004 

MER 0,5 0,5 0,03 0,06 

CTZ 0,06 0,03 0,06 0,06 

AMP 64 1 4 64 

Toutes les concentrations sont présentées en µg/mL. 

 

Les plaques ont été interprétées visuellement à l’aide de la coloration à la résazurine. Cet 

indicateur bleu/violet non fluorescent est réduit métaboliquement par les cellules actives et génère 

une coloration rose. Par conséquent, les puits colorés en rose correspondent à ceux où la 

croissance bactérienne est observée, alors que ceux de couleur bleu-violet ne présentent aucune 

croissance bactérienne (Elshikh et al, 2016). À partir de la définition de la CMI, que la littérature 

définit comme la plus faible concentration d’un antimicrobien inhibant visuellement la croissance 

d’un microorganisme cible, les valeurs de CMI pour chaque β-lactamine exprimées par E. coli 

BL21 (DE3) ont été choisies en se basant sur l’inhibition de la croissance visible de bactéries 

(Figure 3.9).    
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3.3.2 Ampicilline (AMP) 

Les résultats obtenus pour l’OXA-143 en face de l’ampicilline ont démontré un clair profil 

de résistance (>128 μg/ml) des bactéries détentrices de cette β-lactamase en présence de cet 

antibiotique pour la gamme (0,25 – 128 µg/mL) choisie. Malgré l’inconsistance dans le profil de 

croissance à l’essai 3 (Annexe III).  

En revanche, les résultats obtenues pour le mutant P227S ont été pas concluants, une 

fois que dans les essais 2 et 3 (Annexes II et IV) les valeurs obtenues ne vont pas à l’encontre 

des attentes en ce qui concerne le mutant étant très faibles. Entre-temps, la valeur de CMI = 64 

μg/ml obtenue pour les essais 1 et 4 sont cohérents avec le profil de résistance attendu pour le 

mutant. 

Cependant, selon la littérature l’OXA-143 et l’OXA-24/40 (88% d’homologie) sont des β-

lactamases qui démontrent des valeurs de CMI très élevées contre toutes les pénicillines (Toth 

et al, 2017; Tian et al, 2011; Gionco et al, 2012).  Alors, en se basant sur les données publiées 

dans la littérature, et considérant que cette étude est la première faite pour le mutant in vivo, il 

est probable que les valeurs de CMI pour l’ampicilline soient de CMIOXA-143 = >128 μg/ml et 

CMIP227S = 64 μg/ml.  

3.3.3 Aztréonam (AZT) 

Les résultats obtenus pour l’OXA-143 et son mutant en présence d’aztréonam ont été pas 

concluants. Cependant, dans les essais 2, 3 et 4 (Annexes II – VI) les valeurs acquises de CMI 

pour la protéine native sont plus élevées, ce qui suggère que les bactéries portant OXA-143-β-

lactamase ont un profil plus résistant à cet antibiotique. Mais, ce résultat n’est pas significatif et 

doit être répété.  

 

3.3.4 Ceftazidime (CTZ) 

Les résultats obtenus pour l’OXA-143 et P227S en présence de ceftazidime démontrent 

un écart entre les valeurs de CMI des deux souches. Aux essais 1 et 3 (Annexe III et V) aucun 

effet distinctif entre les deux enzymes n’a été observé par rapport à la ceftazidime (0,06 μg/ml). 

À l’essai 2 (Annexes III et IV), la mutation P227S rend la bactérie plus sensible à l’action de cette 

β-lactamine (0,03 μg/ml) comparativement à la valeur de CMI de la souche sauvage (0,125 
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μg/ml). Contrairement à cet essai, à l’essai 4 la présence de l’enzyme OXA-143 rend la bactérie 

plus sensible à cet antibiotique (0,03 μg/ml) comparativement à son mutant (0,06 μg/ml). 

Selon Antunes et al. (2019), la mutation P227S semble être en mesure d’augmenter 

l’affinité et l’efficacité catalytique par rapport à ce substrat lors d’essais catalytiques in vitro. Or, 

cette caractéristique ne semble pas se traduire in vivo, ce qui pourrait expliquer pourquoi cette 

carbapénémase n’est pas encore considérée comme un membre des bactéries productrices des 

β-lactamases de spectre élargi (ESBL). 

3.3.5 Méropénem (MER) 

Les résultats obtenus pour l’OXA-143 et P227S en présence de méropénem, une β-

lactamine de type carbapénème, démontrent un clair profil de sensibilité produit par les bactéries 

détentrices de la mutation. L’analyse des valeurs acquises de CMI observées pour l’OXA-143 (4; 

>4 ; 0,125 et 0,25 μg/ml) comparativement à celles de P227S (0,5; 0,5; 0,03 et 0,06 μg/ml), sont 

généralement plus élevées pour tous les essais.  
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4 Discussion 

4.1 Utilisation de la souche Escherichia coli BL21 (DE3) 

Dans la présente étude, E. coli BL21 (DE3) a été choisie comme souche d’expression des 

protéines recombinantes. Les bactéries E. coli sont les plus utilisées dans les milieux 

académiques et industriels pour la production de protéines recombinantes hétérologues. En effet, 

cet hôte possède une excellente capacité d’expression et d’atteinte de densités cellulaires 

élevées à un faible coût (Fathi-Roudsari, Akhavian-Tehrani, et Maghsoudi 2016). Comparée à 

d'autres souches d' E. coli, elle présente certaines caractéristiques distinctes :  

- Cette souche est dépourvue de la protéase lon, ce qui peut être avantageux pour la 

production de protéines sensibles à la dégradation protéique. Par exemple, par rapport 

à la souche E. coli DH5α, connue pour sa capacité à cloner efficacement les gènes, 

BL21 est souvent préférée pour la production de protéines, car elle minimise la 

dégradation de la protéine cible. 

- BL21 possède une forte capacité à produire des protéines en grande quantité grâce à 

la souche T7 lysozyme, ce qui peut être particulièrement bénéfique pour la production 

industrielle de protéines recombinantes. Comparativement à d'autres souches telles 

que JM109, BL21 offre souvent de meilleurs rendements pour l'expression de 

protéines difficiles à produire. 

Cependant, BL21 peut présenter des limitations, notamment pour les protéines 

nécessitant des modifications post-traductionnelles complexes. Dans de tels cas, d'autres 

souches comme E. coli Rosetta ou Origami peuvent être préférées car elles possèdent des 

mécanismes de réduction du codon rare et peuvent faciliter la production de protéines complexes 

ou contenant des ponts disulfure (Gomes, Monteiro, et Mergulhão, 2020). 

Dans cette étude, la souche E. coli BL21(DE3) a été utilisée pour entreprendre les essais 

cellulaires, au détriment d’autres souches utilisées dans la littérature, comme E. coli TOP10 et E. 

coli DH10B. Ce choix a été motivé par les raisons suivantes : 

  Tout d’abord, l’utilisation des cellules BL21(DE3) est justifiée par le fait que le gène 

d’intérêt est sous contrôle du promoteur T7, qui nécessite une ARN polymérase T7 pour obtenir 

une transcription efficace. A contrario, les cellules TOP10 ne peuvent pas exprimer de protéines 

sous contrôle du promoteur T7 et n’encodent pas l’ARN polymérase T7 (Fathi-Roudsari, 

Akhavian-Tehrani, et Maghsoudi 2016). De plus, les cellules TOP10 et DH10B ne sont pas des 
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souches d’expression protéique. En effet, elles servent principalement à l’optimisation du clonage 

et de l’amplification plasmidique (Khodabakhsh et al. 2013). Finalement, les protéines OXA-143 

et P227S sont exprimées à partir d’un vecteur pET28a(+), et lorsqu'un vecteur contenant un 

promoteur T7 est introduit dans une souche bactérienne exprimant la T7 RNA polymerase, l'ajout 

d'IPTG induit l'expression du gène cloné sous contrôle du promoteur T7.  

L'opéron lac comprend le gène lacZ et le gène lacI. LacI code pour le répresseur de 

l'opéron lac, qui se lie à l'opérateur et empêche la transcription du gène lacZ. Lorsque l'IPTG est 

ajouté au milieu de culture, il se lie au répresseur LacI, modifiant sa structure et l'empêchant de 

se fixer à l'opérateur. Cela libère l'opérateur et permet à l'ARN polymérase de se lier au promoteur 

lac, déclenchant ainsi la transcription du gène lacZ. Le promoteur T7, quant à lui, est dépendant 

de la T7 RNA polymerase pour la transcription et est souvent utilisé pour induire la transcription 

de gènes clonés dans des vecteurs d'expression compatibles avec T7.  Cette combinaison est 

celle privilégiée dans les milieux industriels pour exprimer une quantité élevée de protéines 

recombinantes (Li et al., 2022; Gomes, Monteiro, et Mergulhão, 2020). 

4.2 Interprétation de l’analyse de cinétique enzymatique pour les enzymes OXA-
143 et P227S 

 

Dans le Tableau 4.1, une comparaison entre les valeurs expérimentales calculées dans 

la présente étude et les valeurs de référence utilisées pour l’étude de la cinétique enzymatique 

de l’OXA-143 et son mutant P227S contre la pénicilline G a été effectué. 

Tableau 4.1 : Paramètres de cinétique enzymatique de l'OXA-143 et P227S contre la pénicilline G. 

 Constantes cinétiques calculées dans la 
présente étude 

Valeurs de référence a 

Enzyme Km (µM) kcat (s-1) kcat/Km  

(M-1 s-1) 

Km (µM) kcat (s-1) kcat/Km  

(M-1 s-1) 

OXA-143 145,2 ±15 59,95 4,13 x 105 167,6 211 1,26 x 106 

P227S 114,7 ±10 63,33 5,52 x 105 47,4 100,6 2,12 x 106 

a(V. U. Antunes et al. 2019) 
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Étant donné que la constante Km indique l’affinité de l’enzyme pour un substrat, cette 

valeur doit être interpréter en considérant que plus elle est faible, plus la force de liaison entre 

l’enzyme et son ligand est forte (Emmert-streib, 1996). En analysant ces résultats expérimentaux, 

il est possible de déduire que, comme dans la littérature de référence, le mutant P227S possède 

une liaison légèrement plus forte pour la pénicilline G que l’enzyme sauvage. Le mutant P227S 

possède également une affinité légèrement plus forte que l’OXA-143 pour ce substrat (Km = 114,7 

µM relativement à 145,2 µM chez l’OXA-143). Même si la différence entre le mutant et l’enzyme 

native s’avère moins prononcée que dans la littérature, les mêmes tendances sont observées au 

niveau de l’affinité.  

La constante catalytique kcat indique à quelle vitesse le complexe enzyme-substrat est 

transformé (Emmert-streib, 1996). On l’appelle également ‘turnover number’, soit la vitesse de 

transformation du substrat par l’enzyme en unité de temps. En analysant les résultats 

expérimentaux, il est possible observer que l’OXA-143 et son mutant possèdent une valeur de 

kcat quasi identique, suggérant que la mutation n’a que peu d’effet sur la vitesse de la réaction 

catalytique avec la pénicilline G. Ces résultats sont différents de ceux des valeurs de la littérature, 

où le kcat du mutant P227S est environ 2 fois plus faible que celui de l’OXA-143.  

Le kcat/Km est une mesure de cinétique enzymatique qui reflète les évènements de liaison 

et de catalyse, en indiquant combien de fois la vitesse varie conformément à la fréquence de 

liaison entre l’enzyme et le substrat. Ce paramètre indique l’efficacité de l’enzyme dans la 

conversion du substrat en produit (Srinivasan, 2022). Globalement, les différences de kcat et de 

Km que sont observées entre l’OXA-143 et le mutant P227S demeurent somme toute subtiles. En 

effet, l’efficacité catalytique (kcat/Km) est pratiquement inchangée et demeure dans le même ordre 

de grandeur pour les deux enzymes caractérisées, tant pour les valeurs calculées dans la 

présente étude que celles publiées dans la littérature. 

En effet, même si les valeurs publiées d’efficacité catalytique (kcat/Km) permettent 

d’observer une différence de 1,7 fois plus élevées pour le mutant P227S par rapport à l’enzyme 

native en solution (une différence de 1,3 fois pour nos données expérimentales), il est fort 

probable que cette distinction demeure insuffisante pour justifier une amélioration significative de 

la résistance à la pénicilline G dans des conditions cellulaires, ce qui est régulièrement observé 

dans la littérature. Les données confirment toutefois la reproductibilité de l'efficacité catalytique 

observée dans la littérature, confirmant ainsi que les deux enzymes, OXA-143 et P227S, sont 

bien repliées et actives in vitro. 
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4.3 Analyse comparative des concentrations minimales inhibitrices (CMI)  

Dans la présente étude, la CMI de deux β-lactamases liées aux deux dernières éclosions 

nosocomiales de bactéries à Gram-négatif dans des pays comme le Brésil et les États-Unis ont 

été évaluées. La mutation P227S de la β-lactamase OXA-143 offrirait une plus grande résistance 

à l’action des antibiotiques β-lactamines que la forme sauvage. Puisque cette mutation est située 

dans l’environnement du site actif de l’enzyme, le remplacement d’un résidu proline par une 

sérine à cette position pourrait influencer la spécificité de reconnaissance et/ou l’efficacité 

catalytique de l’enzyme face à certains substrats β-lactamines reconnus (Antunes et al., 2019). 

Étant donné que la CMI indique la plus faible concentration d’un antimicrobien ayant une 

action inhibitrice, il est possible de déduire que pour l’interprétation et l’analyse de notre étude, 

plus élevée est la valeur de CMI, plus résistante à l’action de cet antibiotique est la souche, et par 

conséquent, supérieure sera l’efficacité de la β-lactamase. 

Les essais de CMI ont été effectuées sans IPTG, en considérant seulement l’expression 

basale des vecteurs d’expression. L'expression basale des vecteurs pET28a+ dans E. coli BL21 

en l'absence d'IPTG, donc sans induction, est généralement maintenue à un niveau minimal. Les 

vecteurs pET28a+ utilisent le système de régulation T7 pour contrôler l'expression génique, ce 

qui signifie que sans l'inducteur IPTG, la polymérase T7 RNA et, par conséquent, l'expression du 

gène d'intérêt ne sont normalement pas activées dans les cellules hôtes BL21. Cependant, il est 

important de noter que malgré cet état inactif généralement observé, dans certains cas, une 

expression basale faible de la T7 RNA polymérase peut survenir à partir du promoteur LacUV5 

présent sur le vecteur, ce qui pourrait conduire à une expression minime du gène d'intérêt et 

entraîner une faible production de la protéine recombinante (Studier et al., 1990). 

Les résultats ont été sélectionnés de manière visuelle en employant la rézazurine, une 

méthode couramment utilisée en microbiologie. La rézazurine agit comme un indicateur coloré, 

changeant de couleur en fonction de l'activité métabolique des cellules bactériennes. En 

observant visuellement les changements de couleur dans les puits de la plaque de CMI, les 

concentrations spécifiques ont été choisies en tant que seuils représentatifs de l'inhibition 

bactérienne. Les valeurs obtenues dans le tableau résultant (Tableau 4.2) ont été choisis par la 

combinaison entre les valeurs expérimentales trouvés et les données dans la littérature.   

Les valeurs identifiées dans cette étude ne sont pas absolues, mais se situent autour 

d'une certaine plage de valeurs. Elles peuvent varier, parfois étant légèrement supérieures ou 

inférieures à la valeur précisément trouvée. Par exemple, pour l'ampicilline en présence de l'OXA-
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143, il était attendu des valeurs de CMI supérieures à 128 µg/ml. Les résultats expérimentaux 

actuels, en accord avec la littérature existante, suggèrent une tendance où les valeurs de CMI en 

présence d’ampicilline pour l'OXA-143 sont susceptibles d'être égales ou supérieures à 128 

µg/ml. Divers facteurs peuvent influencer les variations des résultats entre un essai et autre, tels 

que les conditions de l'expérience, les méthodologies de mesure utilisées ou la quantité de 

protéine exprimé, en considérant que pour chaque essai une nouvelle expression a été effectuée. 

Ainsi, bien que des valeurs spécifiques aient été relevées, il est important de considérer ces 

résultats comme représentant une tendance générale plutôt qu'une valeur absolue fixe. Les 

valeurs globales de CMI obtenues expérimentalement pour l’OXA-143 et son mutant P227S sont 

présentées dans le Tableau 4.2.  

 

Tableau 4.2: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) expérimentales calculées pour les β-
lactamases OXA-143 et P227S chez E. coli BL21(DE3) comparées aux valeurs utilisées comme référence 

dans la littérature calculée pour l’OXA-143 chez E. coli BL21(DE3) et pour les OXA-24/40 et 160 chez E. coli 
DH10B. 

 Valeurs expérimentales (µg/ml) Valeurs de la littérature (µg/ml) 

Substrats OXA-143  P227S OXA-143 OXA-24/40 OXA-160 

AMP ≥128  64  128-1024  128  16  

AZT ≥0,008  --------------  0,062  0,12-0,25  0,125  

CTZ ≥0,06  ≤0,06  0,25 0,25-0,5 ------------ 

MER ≥4  ≤0,05 1  0,125-0,5  0,016  

(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011; Toth et al. 2017; Tian et al., 2011) 

 

Selon d’autres sources de la littérature, la mutation P227S a déjà été observée dans 

d’autres β-lactamases, comme chez l’OXA-24/40, créant ainsi l’OXA-160. Tel que mentionné aux 

sections 1.3.2 et 1.3.6, l’OXA-24/40 et l’OXA-143 partagent 88% de similarité. De plus, il faut 

signaler que la proline se trouve dans une région très proche du motif KSG et de la boucle β5-β6 

(Santillana et al. 2007; Che et al. 2014, 2012; Evans et Amyes 2014; Tian et al. 2011). Ces deux 

composantes constituent le site actif de l’enzyme, le premier étant un motif très conservé parmi 

toutes les sérine-β-lactamases, alors que le deuxième affecte la catalyse des antibiotiques en 

jouant un rôle principal dans la reconnaissance et dans la capacité de l’enzyme d’effectuer la 

désacylation des substrats (Yoon et Jeong, 2021). 
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Nos résultats de CMI pour quelques substrats, comme l’aztréonam et la ceftazidime ne 

sont pas en concordance avec les données cinétiques in vitro de la littérature. Ainsi, il est possible 

que la mutation P227S ne soit pas stable seule ou qu’elle doive être combinée à d’autres 

mutations du site actif pour favoriser l’acquisition d’une résistance in vivo, comme chez OXA-160. 

Cela justifie l’importance de la comparaison des valeurs de CMI entre l’OXA-143 et l’OXA-24/40. 

En effet, la comparaison entre les valeurs de la mutation P227S et celles de l’OXA-160 donnent 

une perspective sur l’évolution de cette mutation chez la sous-famille des OXA-β-lactamases. Il 

a été hypothétisé qu’en tenant compte de gains d’activité cinétique plus significatifs pour certains 

substrats, ce mutant pourrait offrir une protection plus forte à la bactérie que la β-lactamase OXA-

143, ce qui semble être erroné pour certains antibiotiques.  

4.3.1 Analyse des résultats de concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 
l’ampicilline   

Les résultats de CMI par rapport l’ampicilline indiquent que l’OXA-143 est plus résistante 

que le mutant P227S pour cette pénicilline de première génération, mais la différence entre les 

deux enzymes demeure relativement faible (du simple au double). De manière générale, la valeur 

de CMI obtenue avec OXA-143 était similaire à celle de l’OXA-24/40, ainsi que les valeurs 

obtenues pour le mutant P227S par rapport à OXA-160 étaient cohérentes et inférieures aux 

valeurs de leur souches natives, repectivement. Démontrant que le profil de résistance 

bactérienne contre cet antibiotique n’est pas affecté de manière significative par cette mutation. 

Ainsi, les valeurs expérimentales observées pour l’OXA-143 et son mutant P227S se justifient 

par ce qui a déjà observé dans la littérature.  

4.3.2 Analyse des résultats de concentrations minimales (CMI) inhibitrices de 
l’aztréonam. 

Avant d’être identifiées comme une classe de β-lactamases à part entière dans les années 

1970-1980, les OXA-β-lactamases n’étaient considérées que comme des pénicillinases capables 

d’hydrolyser l’oxacilline et la cloxacilline à des taux de 50% plus élevés que la pénicilline G. La 

mutation P227S a clairement impacté l'activité catalytique envers de nouveaux substrats comme 

l’aztréonam. Alors que les deux enzymes ont montré une capacité à hydrolyser ce monobactame, 

le mutant P227S a démontré une efficacité catalytique supérieure à celle de l'enzyme sauvage. 

Cependant, malgré ces observations, les données expérimentales concernant les valeurs de CMI 

avec l'aztréonam n'ont pas permis de parvenir à des conclusions claires. 
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4.3.3 Analyse des résultats de concentrations minimales (CMI) inhibitrices de la 
ceftazidime 

En ce qui concerne le ceftazidime, aucune variation significative n’a été observée entre 

les deux souches, ce qui permet de déduire que, selon ces résultats, la mutation n’a pas eu 

d’influence sur la réponse face à ce substrat. Même si ces résultats ne semblent pas corroborer 

avec les données in vitro observées dans la littérature (Antunes et al, 2019), ces données sont 

les premières acquises pour la susceptibilité aux antibiotiques en milieu cellulaire.  

En qui concerne l’aztréonam et ceftazidime, plus d’études sont nécessaires pour identifier 

la tendance de plus récentes oxacilinases, comme l’OXA-143, d’avoir ces antibiotiques dans son 

spectre de résistance.  Bien que les études existantes puissent indiquer de résistance dans 

certaines populations bactériennes, l’adaptabilité microbienne est dynamique et complexe. Des 

nouvelles souches, mutations génétiques et mécanismes de résistance peuvent apparaître au fil 

du temps, défiant les conclusions précédentes. 

Les antibiotiques aztréonam et ceftazidime, ne sont pas les antibiotiques de premier 

secours dans le traitement de A. baumannii, les souches y étant exposées lors du traitement 

d’autres infections ou d’autres traitements prophylactiques. Comme par exemple, dans l’article 

de Tian et al., 2011, où des isolats bactériens provenant d’une infection pulmonaire sévère ont 

été identifiées et producteurs de l’OXA-160 (OXA-24/40 avec la mutation P227S) avec un niveau 

de résistance très élevé envers l’aztréonam.  Dans ce cas, le patient a également été infecté par 

P. aeruginosa une espèce qui a pour traitement commun les deux antibiotiques. 

Par conséquent, pour bien comprendre les tendances émergentes en matière de 

résistance à ceftazidime et l’aztréonam des études approfondies et continues sont nécessaires. 

Cela implique la collecte de données dans différentes régions géographiques, une analyse 

génétique plus détaillée des bactéries résistantes et la compréhension des mécanismes 

moléculaires sous-jacents à la résistance.  

De plus, cette étude visait à vérifier une hypothèse avancée par plusieurs auteurs dans la 

littérature : la mutation P227S dans l'OXA-143 pourrait induire une augmentation catalytique 

envers d'autres classes de bêtalactamines, en dehors de son spectre de résistance connu. Cette 

mutation pourrait potentiellement créer des ESBLs, car cette substitution favoriserait une flexibilité 

accrue dans la partie terminale de la boucle β5-β6. Cette flexibilité accrue pourrait faciliter la 

formation de nouveaux ponts hydrogène avec d'autres résidus adjacents, impactant directement 

l'affinité avec les substrats et potentiellement élargissant la capacité de l'enzyme à catalyser des 
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antibiotiques au-delà de son spectre de résistance habituel (Mitchell et al., 2015; June et al., 

2014). 

Une hypothèse alternative susceptible d'accroître la résistance à l'antibiotique ceftazidime 

est liée à des mutations proches de la boucle Ω. Entraînant une altération dans le processus de 

carboxylation de la lysine, ce qui pourrait contribuer à la résistance de la bactérie à la ceftazidime, 

comme dans la famille OXA-10 (Mitchell et al., 2015). 

4.3.4 Analyse des résultats de concentrations minimales inhibitrices (CMI) du 
méropénem 

En ce qui concerne les résultats de CMI par rapport au méropénem, l’OXA-143 a conféré 

une plus grande résistance que le mutant P227S dans tous les essais cellulaires effectués.  

Dans l’article de Antunes et al, 2019, le mutant P227S a démontré une valeur d’efficacité 

catalytique environ 4 fois plus importante contre ce carbapénème, qui s’explique à la fois par une 

légère augmentation de l’affinité et de la constante catalytique (Antunes et al., 2019). Dans 

d’autres références, cette augmentation d’activité a aussi été observée, s’expliquant 

principalement en raison du lieu de la mutation au début de la boucle β5-β6. Cette substitution a 

engendré une réorganisation structurelle significative de ce motif, affectant indirectement l’affinité 

de l’enzyme pour son ligand (Mitchell et al., 2015). 

Il faut souligner que le motif Pro227–X–X–Gly230 se retrouve à la partie C-terminale de 

la boucle β5-β6, dans le point d’entrée du feuillet β6 dans le cœur de l’enzyme. De plus, ce motif 

se révèle présent seulement dans les LDHCs. Également, le motif K217-S218-G218, qui est très 

conservé au site actif de toutes les sérine-β-lactamases, est en proximité. Ce motif est connu 

pour sa capacité d’agir contre les carbapénèmes. Ainsi, la mutation P227S entrainerait une 

réorganisation structurelle dans un site de reconnaissance du substrat et provoquerait une 

augmentation d’activité carbapénémase (De Luca et al., 2011; Tian et al., 2011; Girlich et al., 

2014; June et al., 2014; Mitchell et al., 2015). 

Cependant, les valeurs expérimentales que observées en milieu cellulaire dans la 

présente étude ont démontré le contraire.   

Deux observations peuvent potentiellement expliquer ces différences :  

1) Les tests de susceptibilité aux antibiotiques effectués avec l’OXA-143 et son mutant 

P227S n’ont été entrepris qu’avec un seul carbapénème : le méropénem, alors que 

le traitement des infections causées par A. baumannii utilisent principalement le 
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doripénèm et l’imipénem (Howard et al., 2012; Rodríguez, Nastro and Famiglietti, 

2018). 

2) Chez d’autres références où des essais de CMI ont été effectués (notamment entre 

l’OXA-24/40 et l’OXA-160), les résultats indiquent que les valeurs de résistance pour 

l’enzyme sauvage sont également plus élevées que chez les mutants. Ces résultats 

correspondent à ceux observés dans la présente étude. Dans les valeurs 

expérimentales, également la CMI de l’OXA-143 a été plus élevé.  

 

Ainsi, les valeurs expérimentales de l’OXA-143 pour le méropénem démontrent une 

résistance claire à ce carbapénème. Dans la littérature, la valeur de CMI pour l’OXA-143 

exprimée chez E. coli BL21 (DE3) est de 1 µg/ml (4 fois plus élevée que la nôtre). 

Comparativement aux valeurs de l’OXA-24/40, cet écart augmente de 8 fois. En ce qui concerne 

le mutant P227S, la comparaison avec OXA-160 indique des valeurs de CMI proches. Toutefois, 

il est difficile de conclure en une explication définitive quant aux différences de comportements 

observés pour le méropénem chez ces enzymes in vitro et in vivo.  

4.3.5 L’influence de la présence de l’IPTG sur les résultats de CMI 

La quantité de bêta-lactamases présentes dans une souche bactérienne peut influencer 

la CMI par rapport à un antibiotique bêtalactamine. Une plus grande quantité de bêta-lactamases 

dans une souche bactérienne peut entraîner une résistance accrue aux antibiotiques bêta-

lactamines En conséquence, une souche bactérienne produisant des niveaux plus élevés de 

bêta-lactamases pourrait nécessiter des concentrations plus élevées de l'antibiotique pour inhiber 

sa croissance ou son activité, ce qui se reflète dans des valeurs de CMI plus élevées (Kowalska-

Krochmal et Dudek-Wicher, 2021). 

Lorsque l'IPTG est absent, une expression protéique basale ou non induite se produit, ce 

qui est appelé dans la littérature par « leaky » : sans l'ajout d'IPTG, il est fréquemment observé 

une expression de base de l'ARN polymérase T7 initiée par le promoteur lacUV5, provoquant 

ainsi une certaine expression de base ou "leaky" des gènes hétérologues positionnés sous le 

contrôle du promoteur T7. Cependant, quand le IPTG est ajouté les niveaux d'expression sont 

très élevés, au cas où la protéine cible représente jusqu'à 50% de la totalité des protéines 

cellulaires (Zhang et al., 2015; Briand et al., 2016). 

Pour cette raison, il serait intéressant d'étudier ultérieurement de manière comparative les 

résultats de la CMI sans IPTG tels que rapportés par cette étude, et en présence d'IPTG. Une 

analyse comparative entre les valeurs de CMI avec et sans IPTG contribue à comprendre si les 

variations dans les niveaux d'expression protéique influencent l'efficacité des antibiotiques contre 
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les souches bactériennes, offrant ainsi des perspectives précieuses sur l'efficacité des 

antibiotiques et les mécanismes potentiels de résistance. 
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5 CONCLUSION  

Les conditions d’expression et de purification de l’enzyme sauvage OXA-143 et de son 

mutant P227S ont été optimisées avec succès. L’essai de dénaturation thermique par dichroisme 

circulaire a rendu possible la quantification de NaHCO3 nécessaire à la purification optimale du 

mutant P227S, en plus d’assurer la stabilité de la lysine catalytique carboxylée (100 mM 

NaHCO3). L’optimisation du protocole d’expression et de purification a également permis 

d’étendre l’analyse cinétique du mutant P227S envers des antibiotiques β-lactamines de 

génération subséquente. 

Les paramètres de cinétique enzymatique obtenus pour la pénicilline G dans ces 

conditions démontrent une différence d’affinité pour ce substrat pour le mutant, mais l’efficacité 

catalytique du variant P227S demeure légèrement supérieure à celle de l’enzyme native, tel 

qu’observé dans la littérature. L’objectif a été atteint par la conservation de l’integrité structurelle 

et fonctionnelle des deux enzymes.  

Par des tests in vivo, j’ai étudié les effets de la mutation P227S chez la β-lactamase OXA-

143 à l’égard des tests de susceptibilité à certains antibiotiques de la classe des beta-lactamines.  

Les antibiotiques choisis étaient l’aztréonam, le méropénem, la ceftazidime et l’ampicilline. La 

méthode choisie était la microdilution en bouillon et la lecture des plaques a été effectuée grâce 

à la coloration à la résazurine. Afin de tester si la mutation de P227S offrirait possiblement une 

plus grande résistance à l’action des antibiotiques que la souche sauvage OXA-143 en millieu 

cellulaire, quatre essais de croissance bactérienne chez E. coli BL21(DE3) ont été effectués 

exprimant les enzymes clonées dans vecteur pET28a(+).   

Ces résultats ont étés analysés et comparés à des valeurs de référence publiées pour 

l’OXA-143, l’OXA-24/40 et l’OXA-160. Chaque essai a été traduit en valeur de concentration 

minimale inhibitrice (CMI, en μg/ml), qui correspond à la plus faible concentration d’un antibiotique 

qui empêche une population de bactéries de croître. L’analyse des résultats a permis de déduire 

que la valeur de CMI pour le mutant P227S était inférieure à celle de l’OXA-143 pour le 

méropénem et pour l’ampicilline, ce qui suppose que la mutation P227S rend la bactérie E. coli 

BL21(DE3) plus sensible aux carbapénèmes dans ce contexte in vivo. Puisqu’aucun changement 

de valeur de CMI n’a été observé avec la ceftazidime, la mutation ne semble provoquer aucune 

différence de croissance dans le contexte d’une survie bactérienne en présence de cette 

céphalosporine de 3ème
 génération. Pour l’aztreonam, l’OXA-143 a exprimé une plus grande 

sensibilité envers ce substrat.   
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Il reste une somme importante de travail à effectuer pour comprendre si la mutation P227S 

confère effectivement à l’OXA-β-lactamase 143 une plus grande activité enzymatique, et par 

conséquent une plus grande résistance cellulaire aux β-lactamines. Il faudra éventuellement 

répéter les essais de CMI avec les antibiotiques testés et d’autres carbapénèmes, notamment 

l’imipénem et le doripénèm puisque ces carbapénèmes sont fortement utilisés dans le traitement 

des infections contre A. baumannii.  

À titre de représentants de la classe des LDHC, le fait que l’OXA-143 et son mutant P227S 

aient la capacité de catalyser l’hydrolyse de substrats antibiotiques qui ne sont pas habituellement 

utilisés dans le traitement de A. baumannii (ex. aztreonam et ceftazidime) démontre la capacité 

des bactéries à évoluer à une vitesse plus rapide que celle de l’être humain dans la production 

de médicaments pour les combattre. En suivant cette évolution, le développement de nouveaux 

monobactames et céphalosporines pourrait être priorisé, ainsi que celui de la synthèse de 

nouveaux inhibiteurs de β-lactamases (Tooke et al, 2019) (El-Ghali et al, 2023)(Naha and 

Ramaiah, 2023). 
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7 Annexe 

 

Annexe I :  Plaques de CMI de l’essai 2 pour l’OXA-143. 

Les puits A-B correspondent à un duplicata de la croissance bactérienne observée en présence 
d’aztréonam, C-D méropénem, E-F ceftazidime et G-H ampicilline. Les carrés blancs démarquent les zones 
où les valeurs de CMI ont été observées. La colonne 12 démarque le contrôle positif de croissance (E. coli). 

 

 

Annexe II: Plaques de CMI de l’essai 2 pour le mutant P227S. 

Les puits A-B correspondent à un duplicata de la croissance bactérienne observée en présence 
d’aztréonam, C-D méropénem, E-F ceftazidime et G-H ampicilline. Les carrés blancs démarquent les zones 
où les valeurs de CMI ont été observées. La colonne 12 démarque le contrôle positif de croissance (E. coli). 
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Annexe III: Plaques de CMI de l’essai 3 pour l’OXA-143. 

 Les puits A-B correspondent à un duplicata de la croissance bactérienne observée en présence 
d’aztréonam, C-D méropénem, E-F ceftazidime et G-H ampicilline. Les carrés blancs démarquent les zones 
où les valeurs de CMI ont été observées. La colonne 12 démarque le contrôle positif de croissance (E. coli). 

 

 

Annexe IV : Plaques de CMI de l’essai 3 pour le mutant P227S. 

Les puits A-B correspondent à un duplicata de la croissance bactérienne observée en présence 
d’aztréonam, C-D méropénem, E-F ceftazidime et G-H ampicilline. Les carrés blancs démarquent les zones 
où les valeurs de CMI ont été observées. La colonne 12 démarque le contrôle positif de croissance (E. coli). 
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Annexe V : Plaques de CMI de l’essai 4 pour l’OXA-143. 

 Les puits A-B correspondent à un duplicata de la croissance bactérienne observée en présence 
d’aztréonam, C-D méropénem, E-F ceftazidime et G-H ampicilline. Les carrés blancs démarquent les zones 
où les valeurs de CMI ont été observées. La colonne 11 démarque le contrôle positif de croissance (E. coli) et 
négatif (MHB). 

 

 

 

Annexe VI :  Plaques de CMI de l’essai 4 pour le mutant P227S. 

Les puits A-B correspondent à un duplicata de la croissance bactérienne observée en présence 
d’aztréonam, C-D méropénem, E-F ceftazidime et G-H ampicilline. Les carrés blancs démarquent les zones 
où les valeurs de CMI ont été observées. La colonne 11 démarque le contrôle positif de croissance (E. coli) et 
négatif (MHB). 

 


