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Introduction

Tout comme les autres écosystemes de la planéte, le corps humain possede des zones
accessibles ou se développe une riche flore microbienne, principalement composée de bactéries,
que I'on appelle microbiote. Les bactéries colonisent le systeme digestif, la bouche, le nez, la
gorge, les yeux, la peau et l'appareil génito-urinaire et la majorité du microbiote est localisé
dans l'intestin (Dobell, 1932; Porter, 1976). Le microbiote, qui comprend plus de mille milliards
de cellules, travaille-en étroite collaboration fonctionnelle avec 1'hote. Il participe a son
développement biologique des la naissance, le défend contre les agents pathogenes et lui signale

les modifications qualitatives et quantitatives de sa nutrition (Burcelin et al., 2013).

La dysbiose se définit comme une modification qualitative, quantitative et fonctionnelle du
microbiote, qui provoque une perturbation des interactions bénéfiques entre le microbiote et
son hote, au préjudice de sa santé. Au niveau parodontal, cette dysbiose est liée a une
augmentation du pourcentage de bactéries Gram-négatif. Ces bactéries génerent des ¢léments
de virulence (tels que les lipopolysaccharides [LPS]) qui perturbent les mécanismes défensifs
de I'hote et libérent des métaux toxiques nuisibles aux cellules humaines (Curtis et al., 2020;
Graves et al., 2019). Une recherche récente a démontré que certaine traitements, tels que la
neutralisation de l'interleukine-6 (IL-6), pourraient rectifier la dysbiose. On envisage des
approches thérapeutiques innovantes, comme la modification des comportements alimentaires
et l'utilisation de probiotiques. L'inflammation est essentielle pour préserver 1'équilibre du
microbiote intestinal. Outre les méthodes de traitement classiques, la transplantation fécale se

présente comme une option thérapeutique prometteuse (Normand et al., 2013).

Un prébiotique est un composant alimentaire indigestible qui, lorsqu'il atteint le cdlon, favorise

de maniere sélective la prolifération ou l'activité de certains groupes spécifiques de bactéries,

consommés en quantités appropriées, apportent un bénéfice pour la santé de 1’héte (Hill et al.,
2014). sont employés soit en tant que souches pures et identifi¢es, soit comme combinaison de
souches identifiées, intégrées dans des produits alimentaires, des suppléments nutritionnels ou

des médicaments (Bomba et al., 2002).

Le syndrome de prolifération bactérienne de I’intestin gréle proximal (SIBO) est le résultat d'un

déséquilibre microbien dans l'intestin gréle, un phénoméne fréquemment observé chez les
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Introduction

personnes atteintes du syndrome de l'intestin irritable (SII) (Oana et al., 2023). A I'état
physiologique, plusieurs mécanismes empéchent une prolifération excessive des bactéries dans
l'intestin gréle, parmi lesquels : le pH acide de l'estomac, les enzymes du pancréas, le systéme
immunitaire intestinal, le mouvement péristaltique de l'intestin gréle, la valve iléocaecale et la
barriére intestinale en elle-méme. Toutefois, si l'un de ces processus subit des modifications, il

peut y avoir un développement du SIBO (Gasbarrini et al., 2007a).

Le SIBO, qui se manifeste par des symptomes comme des ballonnements abdominaux, des
flatulences et des problemes de transit intestinal, a souvent des répercussions au-dela du
systéme digestif, entrainant des complications hors de l'intestin (Bamba et al., 2023; Li et al.,
2021). La littérature montre une variation de la prévalence du SIBO en fonction du test utilisé
. aspiration du liquide duodénal ou test respiratoire avec divers sucres, et de la population
témoin choisie : prévalence allant de 0 a 20 % chez les témoins selon les recherches (Grace et
al., 2013).

Les méthodes diagnostiques du SIBO ont progressé, passant des cultures invasives d'aspirats
jéjunaux a des tests respiratoires non invasifs, permettant ainsi une détection plus rapide et une
augmentation des cas déterminés (Bushyhead et Quigley, 2022a). Le traitement repose
principalement sur l'utilisation d'antibiotiques, dont l'efficacité peut varier, incitant a rechercher

des alternatives thérapeutiques (Pimentel et al., 2020a).

La phytothérapie, 1'une des pratiques médicales les plus anciennes, présente une alternative
séduisante pour le traitement et le rétablissement avec un risque minimal d'introduire de
nouvelles maladies. Malgré les progrés considérables dans l'industrie pharmaceutique et
chimique, 1'intérét du public pour la phytothérapie n'a cessé de croitre. Actuellement, ces deux
types de traitements sont liés, car la structure moléculaire de nombreux médicaments modernes
est issue des plantes (Shu, 1998).

Dans ce contexte, Bituminaria bituminosa (L.) C. H. Stirton (B. bituminosa) est une plante
appartenant a la famille des Fabacées, une légumineuse sauvage vivace qui se retrouve
largement dans le bassin méditerranéen. Les habitants locaux I'appellent généralement « pois
arabe » ou « tréfle a pitch ». On l'utilise principalement comme buisson fourrager (Llorent-

Martinez et al., 2015a; Pecetti et al., 2007; Permender et al., 2010; Ventura et al., 2004).

On l'utilise également comme agent de restauration capillaire sur 1'lle de Madere. Les infusions

faites a partir de feuilles fraiches sont utilisées pour soigner les infections urinaires et la fievre
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(Darias et al., 2001a; Llorent-Martinez et al., 2015a; Rivera et Obon, 1995a). 1l a été signalé
que B. bituminosa contient d'importantes quantités de composés phytochimiques aux activités
pharmaceutiques, comme les furanocoumarines (psoralene, angélicine), les ptérocarpans
(érybrédine C, bitucarpine A) et les flavonoides (daidzine, isoorientine) (Azzouzi et al., 2014a;
Llorent-Martinez et al., 2015a; Walker et al., 2012a).

Notre travail vise a évaluer la capacité de B. bituminosa a moduler la composition du microbiote
intestinal lors de pathologies liées a la dysbiose en examinant leur profil phénolique, leur
comportement antioxydant et leur activité antibactérienne sur des souches bactériennes
pathogenes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa ainsi, sur
des souches probiotiques : Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus gasseri.
Ce travail est divisé en deux parties :
» Premiére partie : La synthése bibliographique, comprend deux chapitres :
= Le premier chapitre fournit des informations générales sur le microbiote
intestinal, y compris sa physiologie, les maladies liées a la dysbiose en
s’intéressent sur le SIBO et leur traitement.
= Le deuxiéme chapitre fournit des informations générales sur la plante B.
bituminosa.
> Deuxiéme partie : Etude expérimentale, comprend deux chapitres :
= Le premier chapitre expose les matériaux employés dans cette recherche, ainsi
que les diverses méthodes mises en ceuvre lors de l'expérience (extraction et
appréciation de l'activité antibactérienne et antioxydante).

= Le deuxiéme chapitre présente les différents résultats obtenus et leur discussion.

Nous terminerons notre travail avec une conclusion générale et une perspective sur

d'éventuelles futures expériences.



Chapitre 1

Microbiote et syndrome de

proliféeration bactérienne



Chapitre 1 Microbiote et syndrome de prolifération bactérienne

I. 1. Description générale du systéme digestif

Le tractus gastro-intestinal est un écosystéme complexe et ouvert aux microorganismes
exogenes. Sa muqueuse étant estimée a 200-300 m?, il représente la plus grande surface du
corps en contact avec I’environnement. L’écosystéme gastro-intestinal est généré par une
alliance stable entre I’épithélium gastro-intestinal, le systéme immunitaire et une importante
flore microbienne. Si I’un des trois composants de I’écosystéme est défaillant, de pathologies
peuvent survenir. Les interactions entre les microorganismes et I’hdte peuvent étre de trois types
: symbiose, commensalisme ou pathogénicité. L hote est protégé contre la microflore intestinale
pathogene par les barrieres chimiques et physiques formées par I’épithélium gastro-intestinal

(Amrouche, 2005; Béackhed et al., 2004) (Fig. 01).
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Figure 01. La composition du systéme digestif (Appareil digestif | Dictionnaire Visuel, s. d.)

1. 2. Définition du microbiote

L'origine du terme « microbiote » remonte au début des années 1900. Il a été établi que de
nombreux micro-organismes, incluant des bactéries, des levures et des virus, vivent en
coexistence dans différentes parties du corps humain (intestins, peau, poumons, cavité buccale)

(Ursell et al., 2014).



Chapitre 1 Microbiote et syndrome de prolifération bactérienne

De plus, le microbiote humain, souvent appelé « organe caché », contient plus de 150 fois plus
d'informations génétiques que l'intégralité du génome humain (Grice et Segre, 2012). Le

microbiote humain existe dans des locations différents (Fig. 02).
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> jusqu’au pharynx)
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Figure 02. Les différents types du microbiote humain (Le microbiote ou les microbiotes ?, s. d.).

1. 2. 1. Le microbiote humain intestinal

Le systéme digestif humain abrite une vaste communauté microbienne, avec environ 10'
cellules bactériennes, dépassant considérablement le nombre total de cellules dans le corps
humain d'un facteur dix (Gerritsen et al., 2011). Le tractus gastro-intestinal (GI) est considéré
comme l'organe le plus densément colonisé¢, avec plus de 70 % des micro-organismes résidant
dans le colon (Sekirov et al., 2010). Le tractus gastro-intestinal humain est peuplé par une
population microbienne tres diversifiée, comprenant des bactéries, des champignons et des
virus (Ghoshal et al., 2010). Les bactéries constituent la plus grande partie de la population du
microbiote intestinal, comprenant entre 500 (en utilisant des approches de culture) et 1 000

(grace a la séquengage du géne 16S ARNr) especes bactériennes distinctes (Lagier et al., 2012).

La densité bactérienne croit de I'estomac (entre 10" et 10° bactéries par gramme) au colon (entre
10! et 10'? bactéries par gramme). L'intestin gréle est dominé par des bactéries Gram positives
et aérobies, alors que le gros intestin est principalement peuplé de bactéries Gram négatives et
anaérobies (Nigam, 2015). Comme une empreinte digitale, chaque individu posséde un

microbiote qui lui est propre et unique. Dés la naissance, les micro-organismes transmis par la
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mere & travers le passage vaginal ou fécal lors de I'accouchement, ou ceux provenant de
I'environnement en cas de césarienne, initient la colonisation du microbiote intestinal
(Callaway, 2019). Cela prend approximativement trois ans pour se former, se diversifier et
atteindre une stabilité (Sandall et al., 2018). A I'4ge adulte, sa composition demeure assez
constante jusqu'a la vieillesse, moment ou il subit une transformation majeure le laissant
quelque peu dégrade (Backhed et al., 2015) (Fig. 03).
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Enterobacteria [
Enterococcus lléon 103 to 107
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Bacteroides Colon
Bifidobacteria | "0} |avec [ 1010 107
Peptostreptococc appendice |
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Clostridia
Lactobacilli et....

Figure 03. Le microbiote intestinal (Herberie, 2015).

1. 3. Définition du microbiome

L'énorme quantité de microbes symbiotiques qui s'établissent pratiquement sur chaque surface
de notre corps, y compris la peau, les voies respiratoires, le systéme urinaire, les dents et la
muqueuse du tractus gastro-intestinal (Thursby et Juge, 2017). Ces organismes sont si
nombreux que le nombre de genes individuels dans le génome humain est largement dépassé
par celui des microbes qui le colonisent. Autre définition du microbiote est I’ensemble de
bactéries, archées, champignons, virus et eucaryotes, qui, avec les tissus qu'ils colonisent

individuellement, constituent notre microbiome personnel (Gilbert et al., 2018). Cette large
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communauté d'organismes interagit avec les tissus hotes et le systéme immunitaire pour
influencer de nombreux processus biologiques tels que : la nutrition (Oami et al., 2019), le
développement des tissus et immunologique, la résistance aux agents pathogenes, ainsi que la

cicatrisation des plaies chirurgicales (Tomic-Canic et al., 2020).

I. 4. Définition du probiotique

Le mot probiotique provient de deux mots grecs « pros » et « bios » qui se traduisent par « pour
la vie » (Andrieu, 1995). Contrairement au terme antibiotique qui signifie « contre la vie ».
Plusieurs définitions ont été attribuées aux probiotiques, basées sur leur impact sur la santé.
D'apres Parker (1974), les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui agissent de
maniere contraire aux antibiotiques pro-antis. Ces probiotiques préservent 1'équilibre des micro-

organismes de divers environnements, notamment la flore intestinale (Sanders, 2000).

I. 5. Définition du prébiotique

Un ingrédient indigestible, qui favorise la croissance et/ou l'activité de quelques especes
bactériennes bénéfiques déja existantes dans le colon, est désigné par le terme prébiotique. Ce
dernier peut avoir un impact positif sur l'alimentation de I'animal et améliorer sa santé (Gibson
et Roberfroid, 1995b).Les éléments présents dans les prébiotiques ont le pouvoir de réguler la
flore intestinale, en garantissant une exclusion concurrentielle vis-a-vis des bactéries
intestinales pathogénes, et en stimulant la production de métabolites qui promettent une santé

digestive optimale (Huyghebaert et al., 2011).

I. 6. Le dysbiose

Le dysbiose, qui se définie par des perturbations du microbiote intestinal, se définissent par une
altération quantitative et fonctionnelle du microbiote. Généralement, ce changement dans la
composition de la flore tend a favoriser les bactéries pathogenes. Au contraire, chez une
personne en bonne santé, le microbiote intestinal est en état d'équilibre ou « eubiose ». On peut
expliquer la dysbiose par une progression d'un agent pathogene, une diminution de la diversité
du microbiote intestinal, et une élimination de bactéries bénéfiques. Ainsi, le microbiote peut
étre temporairement perturbé lors de la consommation d'antibiotiques, par exemple, ou bien se
développer suite a des agressions intestinales récurrentes. Cette dysbiose intestinale peut donc

perdurer et entrainer une altération permanente de la composition du microbiote (Coppé, 2018).
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I. 6. 1. Dysbiose du microbiote intestinal et pathologies liées

Le déséquilibre du microbiote ou dysbiose est, de fagon récente, impliqué dans le déterminisme

de nombreux états pathologiques: 1’obésité, le syndrome métabolique, les maladies

inflammatoires de l’intestin, les maladies auto-immunes, le cancer colo-rectal, le cancer

hépatique, mais aussi la dépression, les troubles du spectre autistique, etc (Mondot et al., 2013).

Ces pathologies sont illustrées dans le Tableau 01(Afzaal et al., 2022).

Tableau 01. Maladies liées a des anomalies du microbiote intestinal.

Pathologie

Particularités

Références

Syndrome de l'intestin irritable

Une forte présence de Firmicutes et une

diminution des Bacteroidetes.

(Kennedy et al.,
2014).

Diabete de type 1

Chez les individus ayant une prédisposition
génétique, il y a une auto-immunité dirigée
contre les cellules b du pancréas. Un
développement ou une modification déficiente
du microbiote pourrait contribuer a une
immunité dysfonctionnelle, avec la destruction
des cellules b auto-immunes et I'augmentation
de la perméabilité de la barriere épithéliale
intestinale. La variabilité des microbiomes a

diminué.

(Dunne et al.,

2014).

Asthme

Les épidémies de Chlamydophila pneumonia
ont un impact sur le microbiome des voies
respiratoires lors du développement de
bronchites et pneumonies. L'introduction de
microbiote dans I'environnement a un impact
sur le microbiome intestinal, en particulier
durant la petite enfance. Cela favorise le
développement des fonctions immunitaires et

aide a lutter contre la sensibilisation allergique.

(Y. J. Huang et
Boushey, 2015).

Pathogénes d'origine alimentaire et

intoxication alimentaire

Les agents pathogenes opportunistes (tels que

Campylobacter, Salmonella, Escherichia coli,

(Josephs-Spaulding
et al., 2016).
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Shigella, etc.) perturbent I'équilibre du
microbiome, ce qui conduit a la dysbiose.

Mauvaise nutrition

La diminution ou l'absence d'espéces qui
traitent efficacement les catégories alimentaires
ou produisent des vitamines peut réduire
I'absorption des nutriments. Une surabondance
d'Enterobacteriacea peut causer des dommages
épithéliaux, de la diarrhée et une absorption

restreinte des nutriments.

(Kane et al., 2015).

Dépression

Dans les systéemes physiologiques, le
Bifidobacterium  infantis,  habituellement
présent dans le tractus gastro-intestinal des
nourrissons et administré sous forme de
probiotiques, peut exercer des effets

antidépresseurs.

(Evrensel et

Ceylan, 2015).

Anxiété

L'administration orale de doses subcliniques de
Campylobacter jejuni chez des modéles murins
a provogué un comportement semblable a
I'anxiété sans stimuler le systeme immunitaire.
Dans un modele marin, il est possible que le
Lactobacillus sp et le Bifidobacterium sp aient

un effet anxiolytique.

(Schnorr et

Bachner, 2016).

I. 7. Le syndrome de prolifération bactérienne de ’intestin gréle proximal (SIBO)

1. 7. 1. Définition

Le syndrome de prolifération bactérienne de I’intestin gréle proximal (ou SIBO pour Small

Intestinal Bacterial Overgrowth dans la littérature anglo-saxonne) (Pimentel et al., 2020b). Le

SIBO est caractérisé par une prolifération excessive de bactéries et/ou une modification du type

de ces bactéries, conduisant généralement & une malabsorption nutritionnelle dans la partie

supérieure de l'intestin gréle. Toutefois, la définition la plus fréquemment référencée est

quantitative: 10° colonies ou plus d'unités formant colonie par millilitre (UFC/ml) de bactéries

cultivées a partir d'un aspirat intestinal (Salem et Roland, 2014).
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I. 7. 2. Etiologie

L'¢tiologie de la prolifération bactérienne intestinale est multifactorielle. Elle peut étre li¢e a
des facteurs intrinséques incluent : des troubles des mécanismes antibactériens de protection
(par  exemple, achlorhydrie, insuffisance pancréatique  exocrine, syndromes
d'immunodéficience), des anomalies anatomiques (par exemple, obstruction de l'intestin gréle,
diverticules, fistules, boucle aveugle chirurgicale, résections iléo-cacales antérieures) et/ou des
troubles de la motilité (par exemple, sclérodermie, neuropathie autonome dans le diabéte sucré,

entéropathie post-radiation, pseudo-obstruction de l'intestin gréle) (Mackie et al., 1999).

Les facteurs extrinseques, tels que le régime alimentaire et les médicaments, peuvent influencer
la flore intestinale. Parmi ces facteurs, on trouve les prébiotiques et les probiotiques, les
inhibiteurs de l'acide gastrique comme les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) et les
bloqueurs Ho, ainsi que les antibiotiques et les médicaments qui modifient la motilité digestive,
tels que les prokinétiques, les anticholinergiques et les opioides (Bures et al., 2010; Erdogan et
al., 2015; Reddymasu et al., 2010; Ziegler et Cole, 2007). De plus, le tabagisme peut influencer
la composition, la fonction et le répertoire des molécules secrétées des microbiomes buccal,

nasal, oropharyngé, pulmonaire et intestinal (Shapiro et al., 2022).

I. 7. 3. La physiopathologie

Dans 1'é¢tat physiologique, il existe des mécanismes pour prévenir la colonisation excessive de
bactéries dans l'intestin gréle, tels que le pH acide de l'estomac, les enzymes pancréatiques, le
systétme immunitaire intestinal, la péristaltique de l'intestin gréle, la valve iléo-caecale et la
barriére intestinale elle-méme (Fig. 04). Cependant, lorsque des changements surviennent dans

I’un de ces mécanismes, un SIBO peut se développer (Gasbarrini et al., 2007b).
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Figure 04. Facteurs qui protégent contre le développement du SIBO dans la santé et qui peuvent étre
susceptibles de induire la maladie (Bushyhead et Quigley, 2022b). 1 : ’acide gastrique, 2 : les sécrétions
biliopancréatiques, 3 : activité motrice intestinale, 4 : intégrité de la muqueuse intestinale, 5 : flore

commensale, 6 :la valvule iléo-cacale.

Dans I'é¢tat pathologique, le SIBO se manifeste par une prolifération excessive de -bactéries
dans l'intestin gréle, Cela entraine plusieurs conséquences :Une prolifération excessive de
bactéries fermentant les glucides, entrainant une production de gaz dans l'intestin gréle, peut
provoquer l'accumulation de glucides ainsi que d'autres produits du métabolisme

bactériologique, ce qui entraine un inconfort (Achufusi et al., 2020a) (Tableau 02).

Tableau 02. Les principaux mécanismes physiopathologiques qui participent au développement du

SIBO dans diverses affections gastro-intestinales (Nowakowski et al., 2024).

L’impact sur le développement

Mécanisme Description
du SIBO

Perturbations dans le mouvement Permet l'accumulation de
Troubles de la motilité | péristaltique normal des intestins, en | substances intestinales, ce qui
intestinale particulier le complexe moteur conduit a une prolifération

migrateur (CMM). bactérienne.

) Diminution de la production d'acide | Diminution de la production d'acide
Hypochlorhydrie ) '
gastrique. gastrique.
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Des conditions telles que

Développer la réponse immunitaire

Déficiences I'hypogammaglobulinémie et le locale, ce qui permet la
Immunitaires syndrome d'immunodéficience translocation et la colonisation
acquise (SIDA). bactérienne.
. Des interventions chirurgicales Cela entraine des modifications de
Interventions

L modifiant 'anatomie abdominale, la motilité, de la sécrétion biliaire et
chirurgicales gastro-

comme la colectomie, la de la structure intestinale,

intestinales
cholécystectomie et la gastrectomie. | prédisposant au SIBO.
Maladies L'inflammation modifie
Des affections telles que la maladie
inflammatoires I'environnement intestinal,
de Crohn et la colite ulcéreuse.
chroniques augmentant ainsi le risque de SIBO.

Aggrave les symptdmes gastro-

Syndrome de l'intestin | Fonction intestinale altérée et

irritable (ISS)

- intestinaux en raison d'une
Troubles de la motilité. . .
prolifération bactérienne.

I. 7. 4. Epidémiologie

La prévalence du SIBO n'est pas bien établie, ce qui s'explique en partie par la variabilité des
symptomes présentés et les similitudes avec d'autres affections, ainsi que par les variations de
prévalence observées selon la population étudiée (Gudan et al., 2022; Karakosta et al., 2024;
Onana Ndong et al., 2023). Les estimations de prévalence chez les sujets asymptomatiques
varient de 0 a 35 %, selon le type de test respiratoire utilis¢ pour le diagnostic(Sachdev et
Pimentel, 2013).Chez les patients présentant des symptomes gastro-intestinaux, y compris ceux
atteints du syndrome de l'intestin irritable (SII), entre 30 et 85 % des patients ont obtenu un
résultat positif au test respiratoire diagnostique du SIBO (Kiow et al., 2020; Sachdev et
Pimentel, 2013). Une méta-analyse portant sur des patients ayant subi un bypass gastrique de
type Roux-en-Y (RYGB) a révélé que 29 % des patients développaient un SIBO dans les trois
premicres années postopératoires, tandis que ce taux augmentait a 53 % lors des évaluations

effectuées plus de trois ans apres l'intervention chirurgicale (Kitaghenda et al., 2024).

I. 7. 5. Symptomatologie
Les symptomes du SIBO inclut non seulement ceux affectant le tractus digestif (par exemple,
diarrhée chronique aqueuse ou grasse, ballonnement, douleur abdominale, constipation,

troubles d'absorption, malnutrition, perte de poids, changements inflammatoires dans les
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intestins et atrophie des villosités intestinales), mais aussi des maux de téte, des changements
d'humeur, une fatigue générale, des carences en vitamines (B12, B1, B3), une augmentation des
niveaux de vitamine K et d'acide folique, une acidose D-lactique, des symptdmes cutanés, des
changements au foie et des arthralgies (Achufusi et al., 2020b; Bushyhead et Quigley, 2021;
Pimentel et al., 2020c; Sayaca, 2023).

I. 7. 6. Diagnostique

Sur le plan clinique, le SIBO est diagnostiqué par la culture microbienne des fluides du
duodénum/jéjunum et/ou les tests respiratoires (TR) d'hydrogéne/méthane apres consommation
de glucides comme le glucose (Diagnosis by Microbial Culture, Breath Tests and Urinary

Excretion Tests, and Treatments of Small Intestinal Bacterial Overgrowth - PMC, s. d.).

e Les TR a I'hydrogene constituent 1'outil de diagnostic le plus couramment utilisé pour le
SIBO, car ils sont non invasifs, économiques, faciles a réaliser et sirs. Ces tests
s'appuient sur I'évaluation de I'hydrogene (et du méthane) dans les échantillons
respiratoires: ces gaz sont générés par des bactéries suite a la fermentation des glucides
(Romagnuolo et al., 2002), aprés ingestion orale de glucose et de lactulose, circulent
dans le systéme sanguin et atteignent les poumons, ou ils sont expulsés. Donc, le
diagnostic du SIBO se base sur I'¢lévation de la valeur de 1'hydrogéne par rapport a
I'échantillon de référence (Gasbarrini et al., 2009).

e Les approches indépendantes de la culture se sont révélées efficaces dans la découverte
de nouvelles especes bactériennes. Des techniques moléculaires récemment mises au
point permettent d'identifier diverses especes bactériennes en se basant sur les séquences
de leurs genes de 16S ARNr, qui sont présentes chez tous les microbes (Sarangi et al.,
2019). La métagénomique, qui est I'étude de la matiere génétique, permet de reconstituer
les génomes bactériens et d'examiner la diversité du microbiome intestinal et la dysbiose.
L'objectif est de répertorier les génes en séquengant aléatoirement tout ' ADN extrait de
I'échantillon (W.-L. Wang et al., 2015).
De plus, la métagénomique est capable d'identifier les voies microbiologiques, les génes
de résistance aux antibiotiques et de déterminer les interactions ainsi que la coévolution

entre le microbiote et 'hote (M. Guo et al., 2014).
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I. 7. 7. Traitement

Un traitement globale du SIBO inclut 1'¢limination de la maladie sous-jacente (par exemple, un
défaut anatomique), l'éradication de la prolifération bactérienne grace a une thérapie
antibiotique appropriée, et des modifications alimentaires pour éliminer les carences
nutritionnelles (Adike et DiBaise, 2018; Pimentel et al., 2020d; Vanderhoof et al., 1998),
suppression ou diminution des doses, réduction de la durée d'administration des médicaments
qui diminuent la motilité intestinale ou l'acidité¢ du jus gastrique (par exemple, les IPP),

susceptibles de favoriser et d'aggraver la prolifération bactérienne (Parodi et al., 2008).

Les effets positifs des probiotiques, des régimes thérapeutiques et des préparations a base de
plantes ayant une activité antimicrobienne ont été rapportés (Khalighi et al., 2014; Nickles et
al., 2021). L'implantation de microbiote fécal vise a introduire les selles d'un donneur en bonne
santé dans le systeme digestif d'un patient destinataire, dans le but de restaurer I'équilibre de la

flore intestinale perturbée chez I'h6te (microbiote-fecale-rapport-nov-2016.pdf, s. d.).
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II. 1. La phytothérapie

Le terme « phytothérapie » est issu de deux racines grecques : phuton et therapeia, qui signifient
respectivement « plante » et « traitement ». Ainsi, on peut définir la phytothérapie comme une
discipline allopathique, I'objectif est de prévenir et de traiter certains troubles et/ou affections
par l'utilisation de plantes, de segments de plantes ou d'extractions végétales (qu'elles soient
destinées a la consommation ou a un usage externe) (Plantes thérapeutiques - Max Wichtl ,

Robert Anton - 2eme édition - Librairie Eyrolles, s. d.).

II. 1. 1. Les types de la phytothérapie
La phytothérapie comporte plusieurs types :

» L’aromathérapie
Une forme de médecine alternative qui utilise les huiles essentielles dérivées des
plantes, en tant que méthode de détente et en tant que traitement complémentaire pour
diverses pathologies (Pitiriciu, 2018).

» Gemmothérapie
Est un aspect de la phytothérapie qui exploite les tissus  embryonnaires frais, tels que
les bourgeons et les jeunes pousses (Andrianne, 2008).

> Herboristerie
Il s'agit de la thérapie la plus traditionnelle et ancienne. L'herboristerie utilise des
plantes fraiches ou séchées. Elle emploie la plante dans sa totalité ou une portion de
celle-ci. La préparation utilise généralement des techniques simples, principalement
basées sur I'eau : décoction, infusion, macération (Ouled Cheikh Yahya, 2021).

» L'homéopathie
Est une approche thérapeutique qui applique la loi de similitude dans un cadre clinique
et qui fait appel a des substances médicamenteuses en doses faibles ou infinitésimales
(Lépine, 1990).

> Phytothérapie pharmaceutique
Elle emploie des produits d'origine végétale acquis par extraction et qui sont ensuite
dilués dans de 1'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités
adéquates pour exercer une action rapide et persistante. Ils se présentent en sirop,

gouttes, gélules et lyophilisats (Ouled Cheikh Yahya, 2021).
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IL. 2. Les plantes médicinales

Il s'agit de toutes les plantes qui renferment une ou plusieurs substances susceptibles d'étre
employées a des fins thérapeutiques, ou qui peuvent servir de précurseurs dans la fabrication
de médicaments utiles. L'énoncé formulé par le groupe consultatif de 'OMS (Organisation
Mondiale de la Santé ) qui a défini cette notion, soutient également qu'une telle description
permet de différencier les plantes médicinales dont les caractéristiques curatives et les
ingrédients ont été scientifiquement prouvés, des plantes qualifiées comme médicinales

(Sofowora, 2010).

IL. 2. 1. Le principe actif

Les principes actifs sont des composés chimiques présents dans la plante médicinale qui
exercent une action thérapeutique, soit de maniére isolée, soit en combinaison (Pelt, 1980). En
d'autres termes, il s'agit d'une molécule présente dans un produit végétal ou une préparation a
base de ce dernier qui a une importance curative ou préventive pour I'homme ou I'animal
(Vercauteren, 2011).

Une plante médicinale peut contenir des centaines, voire des milliers de principes actifs
distincts. Toutefois, toutes les plantes ne contiennent pas la méme sorte de principe actif, ce
qui explique pourquoi on ne peut pas obtenir le méme type d'extrait a partir de chaque plante

(Jorite, 2015).

IL. 2. 2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes qui sont synthétisées et
stockées en quantités réduites au sein des plantes(Lee et al., 2002). Ils jouent un role essentiel
dans la résistance aux agents biotiques (comme les Phytopathogeénes et les herbivores) et
abiotiques (par exemple, les UV et la température). Ces métabolites jouent un role essentiel
dans 'adaptation des plantes a leur environnement.

Les métabolites secondaires peuvent étre divisés en plusieurs catégories majeures : on retrouve
parmi elles les composés phénoliques, les terpenes et les stéroides, ainsi que les composés
azotés tels que les alcaloides. Chaque catégorie regroupe une grande variété de composés ayant
un large éventail d'activités en biologie humaine (Marouf et Reynaud, 2007). Parmi ces
métabolites on s’intéresse sur les flavonoides qui appartient a la classe des composés

phénoliques.
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I1. 2. 2. 1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques représentent une des principales catégories de molécules qui se
retrouvent abondamment dans le régne végétal (Beta et al., 2005).

Ils rassemblent un large éventail de composés chimiques comprenant au moins un noyau
aromatique et un ou plusieurs groupements hydroxyles. On connait bien les propriétés curatives
de ces composés. Effectivement, la défense contre diverses affections telles que les cancers, la
maladie d'Alzheimer et les troubles cardiovasculaires, entre autres, est attribuée a leurs
capacités antioxydantes (Fleuriet et al., 2005). Certains polyphénols ont la capacité d'agir
comme des hormones, comme les isoflavones de soja par exemple ; pourtant, leur impact sur la

déperdition du capital osseux chez 'homme demeure sujet a controverse (Scalbert, 2004).

IL. 2. 2. 1. 1. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments de couleur jaune, généralement polyphénoliques, que 1'on
trouve efficacement chez les plantes ; ils contribuent notamment a la teinte des fleurs, des fruits
et méme des feuilles. On les trouve en abondance dans les plantes supérieures, plus précisément
dans tous leurs organes jeunes, y compris les feuilles et les bourgeons floraux (Roux et Catier,
2007), ainsi que dans les fruits, les 1égumes, les graines et méme dans des boissons comme le
thé¢ et le vin rouge (Tsimogiannis et Oreopoulou, 2006). Ces molécules représentent les
polyphénols les plus présents dans notre régime alimentaire et plus de 4000 composés ont été

identifiés (D Archivio et al., 2007).

> Structure et classification

Les flavonoides sont des dérivés de la benzo-y-pyranne (Skerget et al., 2005). Leur structure
fondamentalement repose sur un diphényle propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6),
compos¢ de deux cycles aromatiques qui représentent les lettres A et B, connectés par un

hétérocycle oxygéné, symbolisé par la lettre C (Dacosta, 2003).

On peut classer les flavonoides en différentes catégories, parmi lesquelles on distingue les plus
importantes : les flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones et

anthocyanines (Leonard et al., 2006) (Fig. 05).
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Figure 05. La structure de base des flavonoides (E. et al., 2015).

» Activités biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont principalement distingués dans le domaine thérapeutique en tant qu'anti-
cancérogenes, antiviraux, anti-inflammatoires, antitumoraux et antioxydants (Min et al., 2018;

Ninfali et al., 2017; Salaritabar et al., 2017) , ainsi une activité antimicrobienne.
o L’activité antioxydante des flavonoides

Les flavonoides peuvent intervenir de diverses manieres dans les mécanismes de contrdle du
stress oxydant (Wang Dong et al., 2010) : en neutralisant directement les radicaux, en liant les
métaux de transition tels que le fer et en bloquant l'action de certaines enzymes génératrices

d'espéces réactives a l'oxygeéne (ERO) (Chae et al., 2013).
o L’activité antimicrobienne

Des recherches ont prouvé que les 5-hydroxyflavanones et les 5 hydroxy-isoflavones possédant
un, deux ou trois groupes hydroxyles en position 7, 2' et 4' freinaient la prolifération du
Streptococcus (Chen et al., 2012). De méme, le cycle B des flavonoides pourrait intervenir de
manilre significative dans l'intercalation avec les acides nucléiques, entravant I'ADN gyrase
d'Escherichia coli (T. Wu et al., 2013a). Les polyphénols, en particulier les flavonoides et les
tannins, sont connus pour leur caractére toxique envers les microorganismes. Ce mécanisme de

toxicité pourrait étre associ¢ a la suppression des enzymes hydrolytiques (telles que les
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protéases et les carbohydrolases), ou a d'autres interactions visant a neutraliser les adhésifs

microbiens, ainsi que les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).
o L’activité anti-inflammatoire

Plusieurs études ont démontré que les flavonoides ont des vertus anti inflammatoires et qu'ils
peuvent influencer le fonctionnement du systeme immunitaire(Soro et al., 2015). La quercétine
possede une action anti-inflammatoire en bloquant certaines enzymes de synthése comme la

cyclooxygénase(Gonzalez-Vallinas et al., 2013).

I1. 3. Présentation de la plante étudiée : B. bituminosa

B. bituminosa (L.) C. H. Stirton ou Psoralea bituminosa (L.) Stirton (Gisbert et al., 2015), est
une plante légumineuse sauvage vivace, présente sur l'ensemble du bassin méditerranéen,
utilisée traditionnellement dans le traitement des spasmes, de la fievre et de I'épilepsie (Azzouzi
et al., 2014b). Dans l'lle de Madere, B. bituminosa est couramment utilisée dans la médecine
traditionnelle sous forme de décoction mélangée a de 1'alcool et de 1'iode, puis on 'applique
extérieurement pour favoriser la repousse capillaire. L'infusion a partir de feuilles fraiches est
¢galement utilisée pour soigner la fiévre et les infections urinaires (Darias et al., 2001b; Freitas

et Mateus, 2013; Rivera et Obon, 1995b) (Fig. 06).
e Composés bioactifs et propriétés thérapeutiques

Les métabolites de B. bituminosa présentent des activités anti-inflammatoires, antivirales,
antiprolifératives et apoptotiques (anti-tumorales) (Maurich et al., 2006). D 'autres métabolites
secondaires identifiés dans B.bituminosa incluent des flavonoides, qui sont bien documentés
pour leur activité antibactérienne (Azzouzi et al., 2014c¢). B.bituminosa joue un rdle potentiel
dans l'industrie pharmaceutique en raison des métabolites secondaires caractéristiques trouvés
dans ses parties aériennes, tels que la bitucarpine A et I'érybradéine C, les furanocoumarines
(psoralene et angélicine) qui possédent des activités antibactériennes ou antifongiques
(Dugrand-Judek et al., 2015; Walker et al., 2012b), ainsi que les phénylpropanoides (Azzouzi
et al., 2014d; D’ Angiolillo et al., 2014a; Pistelli et al., 2017a). Elle constitue également une
source d'isoflavones, notamment la génistéine, plicatine B (Azzouzi et al., 2014d; D’ Angiolillo
et al., 2014a; Pecetti et al., 2016; Pistelli et al., 2017a), daidzine flavone (isoorientine) , iso
flavonoide (8-prenyldaidzein) (Pecetti et al., 2016; Pistelli et al., 2003b), acides phénoliques, et
lignanes (Llorent-Martinez et al., 2015b). Par ailleurs, les flavonoides glycosylés (apigénine) et
les saponines étaient les composés les plus abondants détectés (Llorent-Martinez et al., 2015b).

En outre, le psoraléne est employé en dermatologie dans le traitement de certaines affections
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cutanées humaines, tandis que l'angélicine présente des propriétés calmantes, sédatives et
anticonvulsivantes. L'érybradéine C et la bitucarpine A constituent les principaux ptérocarpanes

détectés pour la premicre fois dans les parties aériennes de B.bituminosa (Pistelli et al., 2003a)

(Tableau 03).

=N :
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Figure 06. B. bituminosa L (Bituminaria bituminosa, s. d.).

Tableau 03. Classification de B. bituminosa (B. bituminosa (L.) C.H.Stirt., 1981).

Régne Plantae

Phylum Trachéophyte

Classe Magnoliopsida

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Bituminaria

Espéce Bituminaria bituminosa L.C.H.Stirt 1981

11. 4. Les travaux antérieurs

Des études antérieures ont mis en évidence la diversité du contenu en métabolites secondaires

dans plusieurs organes (D’Angiolillo et al., 2014b, 2017a).

1I. 4. 1. In vitro
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La culture in vitro a permis de démontrer la production de divers métabolites, principalement
l'isoflavone daidzéine et les furanocoumarines dans les jeunes racines, tandis que les pousses
cultivées in vitro ont également produit ces composés, mais a des concentrations plus faibles
(D’ Angiolillo et al., 2014c, 2017b; Pistelli et al., 2017b).

Des ¢études phytochimiques sur le genre Bituminaria ont permis l'isolement des
furanocoumarines, des isoflavonoides, des méroterpénoides (Gordaliza et al., 1999) ; et d'autres
métabolites secondaires comme, les huiles essentielles (Bertoli et al., 2004a; Tava et al., 2007);
et les phenylpropanoides (Hamed et al., 1997). Les huiles essentielles obtenues par micro
extraction en phase solide (SPME), de la partie aérienne (feuilles, fleurs et graines) de Psoralea
bituminosa L. ont été analysées par GC et GC-MS, ces huiles présentent des différences

qualitatives et quantitatives (Bertoli et al., 2004b).

D'autre coté, Eulogio J. Llorent-Martinez et ses collaborateurs ont été les premiers a présenter
la composition chimique des feuilles et des fleurs de P. bituminosa L, par la chromatographie
en phase liquide a haute performance associée a l'ionisation par électro-spray, couplée a la
spectrométriec de masse (HPLC-ESI-MS). Plus de 40 composés ont été identifiés,
principalement des flavonoides glycosylés, notamment Il'apigénine, ainsi des acides

phénoliques et des saponines (Llorent-Martinez et al., 2015c).

I1. 4. 2. In vivo
Une recherche récente examine I'impact anti hyperglycémiant de l'extrait aqueux des feuilles,
L'étude utilisant des rats Wistar a démontré que l'extrait n'est pas toxique et présente une

efficacité notable contre le diabéte (Lemouchi et al., 2015).

I1. 5. Principaux métabolites secondaires de B. bituminosa et leurs effets modulateurs sur

les micro-organismes

Le Tableau 04 offre une vue d’ensemble détaillée de la modulation de la croissance bactérienne

induite par les métabolites secondaires identifiés chez B. bituminosa :

Tableau 04. La modulation de la croissance bactérienne par les métabolites secondaires de B.

bituminosa.
Métabolites | Bactéries enrichies 4 Mode d’action sur la Références
secondaires souche bacterienne g
Bactéries appauvries
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L’Apigénine

<@ Bactéries probiotiques telles
que le Lactobacillus en agissant
comme un agent anti-

inflammatoire.

- S. aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa,
(activité antibactérienne via
7-[3-(Morpholin-4-yl)
propoxy]. -5-hydroxy-2-(4-
hydroxyphényl) -4H-

chromen-4-one).

(M. Wang et al.,
2019).

(Dai et al.,
2023).

Kaempférol | <@ C_Bacilli, o_Lactobacillales, |- E. coli, Staphylococcus | (Y.-H. Huang et
f_Lachnospiraceae, aureus, (inhiber I'ADN al., 2015; Liu et
s_uncultured_bacterium_g_Lacto | gyrase et des hélicases ). al., 2009; T. Wu
bacillus, g_Lactobacillus, et al., 2013b).

f Bacteroidaceae, g_Bacteroides, (Guan et al.,
et 2024).
s_uncultured_bacterium_g_Bacte

roides,

s_Bacteroides_acidifaciens.

Le lutéoline | <@ Bactéries intestinales - T. pyogenes, (activite (Y. Guo et al.,
bénéfiques grace a ses propriétés | antibactérienne par 2020).
anti-inflammatoires. multiples mécanismes ). (H. Wu et al.,

2022)

Isoorientine | 4@ Feacalibaculum, -E. coli non sensible aux | (« Isoorientin

Lactobacillus, Acinetobacter,
Desulfovibrio et Alistipes,
(modification de I'abondance du
microbiote intestinal induite par le

Benzo[a]pyréne).

carbapénémes, (activité

antimicrobienne manifeste).

Attenuates
Benzo[a]Pyrene
-Induced
Colonic Injury
and Gut
Microbiota
Disorders in
Mice », 2024)
(Zuo et al.,
2023).
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II1. Matériel et méthodes
II1. 1. Matériel

IIL. 1. 1. Réactifs chimiques
A T’exception des produits mentionnés dans le texte, tous les réactifs sont achetés de Sigma a

(Sigma, St Louis, MO, USA).

IIL. 1. 2. Collecte du matériel végétale

Les parties aériennes de B. bituminosa sont collectées en mai 2016 dans le Parc National de
Taza, situé dans la région de Ziama Mansouria, Jijel, au nord-est de I'Algérie (36°42'17.37"N -
5°33'23.70"E). Ces plantes sont identifiées par le professeur K. Rebbas de la faculté¢ des
sciences de la Nature et de la Vie (Université¢ de M'sila, Algérie) et des échantillons ont été
déposés dans son herbarium personnel. Le matériel végétal et ensuite séché a l'air libre a
température ambiante pendant trois semaines dans 1’obscurité, puis réduit en une poudre fine

grace a un moulin électrique, avant d'étre conservé jusqu'a son utilisation.

III. 1. 3. Les souches bactériennes

L'activité antibactérienne de l'extrait de la plante B. bituminosa est évaluée en utilisant 4
souches bactériennes pathogeénes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis de référence ATCC et 2 souches bactériennes probiotiques :
Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus gasseri commerciales, comme ils sont présentés
dans le tableau (Tableau 05) :

Tableau 05. Les souches bactériennes testées.

Espéce NPATCC Gram Famille
Escherichia coli 25922 Gram - Enterobacteriaceae
Staphylococcus aureus 43300 Gram+ Staphylococcaceae
Pseudomonas aeruginosa | 27853 Gram - Pseudomonadaceae
Bacillus subtilis 6633 Gram+ Bacillaceae
Lactobacillus acidophilus | Commerciale Gram+ Lactobacillaceae
Lactobacillus gasseri Commerciale Gram+ Lactobacillaceae
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1I1. 2. Les méthodes

III. 2. 1. Extraction a basse température des composés phénoliques (LTE = low
temperature extraction)

L'extraction est effectuée comme décrite par Barberis et al.(2015), avec quelques modifications
mineures (Barberis et al., 2015). L’extraction a basse température est réalisé a une température
possiblement la plus basse, afin de préserver intacte la structure des phénols (<42°C). En
résume, les parties aériennes de B. bituminosa sont séchées a 1'air libre a température ambiante
(27 £ 3 °C), puis réduites en une poudre fine a l'aide d'un broyeur planétaire (RETSH PM100,
Haan, Allemagne), utilisant un contenant en porcelaine de 500 mL avec trois billes (3 cm o) a
une vitesse de rotation de 0,48g pendant 20 min. On a ajouté de l'azote liquide pour éviter le

réchauffement des échantillons.

Le processus a consisté a diviser la poudre obtenue en six tubes Falcon de 50 mL contenant
chacun environ 5 g. Ensuite, une quantité de 25 mL d'une solution hydro-alcoolique (60 : 40%)
a été ajoutée et I'extraction s'est déroulée toute la nuit a une température de 25°C en utilisant un
agitateur planétaire. Pour isoler le culot et récupérer le surnageant, les flacons ont été soumis a
une centrifugation de 15 minutes a 4°C et 4627 x g. On a rassembl¢ les surnageants (140 mL)

et on les a filtrés a I'aide de papier filtre Whatman 1.

Le filtrat est immédiatement conservé a -80°C, puis une fois congelé, placé sous un flux d'azote
pour faire évaporer I'éthanol et prévenir l'oxydation. L'échantillon décongelé est ensuite
transféré dans un rotavapor (IKA-Werke GmbH, Staufen, Allemagne) fonctionnant a 38 - 40°C
pendant 10 minutes sous vide afin d’éliminer complétement 1’éthanol. Apres 1'élimination de
I'éthanol, I'échantillon est a nouveau congelé et la lyophilisation a permis d'éliminer I'eau,
produisant ainsi une poudre fine. La poudre hydrophile est placée dans un flacon hermétique,
puis conservée dans un dessiccateur a 25 °C, puis stockée a 4 °C jusqu'a son utilisation. On a

calculé le rendement d'extraction en utilisant I'€quation suivante :

_(Poids de la poudre lyophilisée récupérée)x100

Rendement d’extraction (%) ——— —
Poids initial de la poudre végétale

L’extrait obtenu de B. bituminosa est désigné BB, et il est utilisé pour réaliser les activités

biologiques de ce travail.
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1. 2. 2. L’activité antioxydante
Dans cette activité I’extrait BB est utilisé avec une concertation qui correspond a 4 mg/mL
dissout dans le Méthanol (MeOH). L’activité antioxydante des extraits étudiés a été déterminée

par deux méthodes différentes.

IIL 2. 2. 1. L’activité antiradicalaire au DPPH

La méthode définie par Blois (1958) est utilisée pour évaluer l'activité antiradicalaire au DPPH
(Blois, 1958). 0,5 mL de méthanol est versé dans sept tubes Eppendorf, puis 0,5 mL de BB a
¢té ajouté au premier tube. Ensuite, nous avons procédé a des dilutions successives de 1/2 a
partir de ce dernier. Sur une microplaque a 96 puits, une solution de 160 pul du DPPH a été
combinée avec 40 pl de chaque dilution. Le mélange a été conservé a une température ambiante
et protégé de la lumiere pendant une durée de 30 minutes. On a mesuré l'absorbance a 517 nm.
On a utilis¢ BHA (Butyl Hydroxy Anisole), BHT (Butyl Hydroxy Toluéne) et l'a-tocophérol
comme références (Fig. 07). Le calcul du pourcentage d'inhibition s'est effectué¢ en utilisant la

formule suivante :

A (control)- A(extrait)
A (control)

Q o, Q N,
~—@~©»~o., + e H — ~—:~©>~o, -+ -
IR 1

DPPH DPPH-H

% inhibition= x 100

Purple vellow

Figure 07. Processus de réduction du radical DPPH par un antioxydant (Liang et Kitts, 2014).

III. 2. 2. 2. Le test de réduction du radical-cation ABTS

La méthode de Ré¢ et al. (1999) a été utilisée pour déterminer l'activité du piégeage du radical
ABTS (Re et al., 1999). Les sept dilutions de BB ont été préparées en suivant le méme principe
que celui de la test DPPH. Par la suite, un volume de 160 pl d'ABTS a été incorporé a 40 ul de
chaque dilution sur une microplaque a 96 puits. Le mélange a été conservé a une température

ambiante durant 10 minutes. L'absorbance a été déterminée a une longueur d'onde de 734 nm.
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BHA et BHT ont servi de standards (Fig. 08). La formule ci-dessous a été utilisée pour calculer
le pourcentage d’inhibition :

A (control) — A(extrait)

% inhibition= x 100

A (control)

Figure 08. Le test ABTS.

II1. 2. 3. L’activité antibactérienne
Dans cette activité¢ une gamme de concentration de 160 mg/mL, 80 mg/mL, 40mg/mL, 20mg

de I’extrait BB est préparé en utilisant le DMSO comme solvant.

II1. 2. 3. 1. Méthode de diffusion sur milieu solide

Cette technique est effectuée en suivant le protocole établi par (Biondi et al., 1993). Ce test
s'appuie sur la propagation d'agents antibactériens de diverses concentrations dans un milieu
solide. Suite a une période d'interaction entre les agents antibactériens et la souche bactérienne,
I'impact de l'antibactérien s'est manifesté sous la forme d'une zone d'inhibition autour du disque.
L'agar Mueller-Hinton est utilis¢ comme milieu de culture. La gélose est chauffée a ébullition

dans un bain-marie jusqu'a ce qu'elle soit complétement dissoute.
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Puis, le milieu de culture est déversé dans les boites de Pétri et laissé refroidir. Un inoculum
est préparé a partir d'une culture en milieu nutritif gélosé incubée pendant 24 heures pour les
souches bactériennes testées : E. coli, S. aureus, B. subtilis et P. aeruginosa. Pour obtenir une
densité optique entre 0,1 et 0,2 a 620 nm, correspondant a peu pres a une concentration de 10°
UFC/ml, les cellules bactériennes ont été remises en suspension dans une solution stérile de

chlorure de sodium physiologique (Fig. 09).

Les écouvillons sont utilisés pour étendre les suspensions bactériennes sur la gélose M.H. A
l'aide d'une pince stérile, les disques de papier Whatman stériles (4 mm) imbibés par 20 pl de
chaque concentration de I’extrait BB et ont été soigneusement placés sur la surface de la gélose
inoculée. La gentamicine (10 pg/mL) est utilisée comme le témoin positif, pour une
comparaison avec les résultats des échantillons testés ainsi qu'avec les disques imprégnés de

DMSO comme un témoin négatif. Les boites de Pétri sont maintenues en incubation a 37 °C

pendant une durée de 24 heures, et ’expérience a €té réalisée en triplicat.

/o

Figure 09. Activité antibactérienne de B. bituminosa.

II1. 2. 4. L’évaluation de I’activité prébiotique potentiel du B. bituminosa

Dans cette activité ’extrait BB est utilisé a une concertation de 80mg/mL dissout dans 1’eau
distillée (H20).

Pour évaluer l'activité prébiotique de B. bituminosa des souches probiotiques commerciales,

'expérimentation est réalisée en suivant la méthode de Huebner et al. (2007) (Huebner et al.,
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2007). Deux souches probiotiques : un comprimé de L. acidophilus est introduit dans un tube
stérile et une gélule de L. gasseri a été placée dans un autre tube. Ensuite, 10mL de bouillon
MRS sont ajoutés et un processus d'homogénéisation est effectué a 1'aide d'un vortex. Cela a été
suivi d'une incubation a 37 °C durant 72 heures, une culture bactérienne standardisée d'environ

10¢ UFC/mL a été inoculée dans chaque condition expérimentale (Fig. 10).

Une solution de glucose a 1% est préparée en mélangeant 1g de glucose avec 100 mL d'eau
distillée. Ensuite, sur une microplaque de 96 puits, 180 L d'inoculum bactérien sont combinées
avec : 2 uL de BB pour le test, ou 2 pL de glucose (1%) pour le contrdle positif. En revanche,
le contrdle négatif contient 180 pL de I'inoculum bactérien et 2 L d'eau distillée. L’expérience
est effectuée en triplicat pour permettre une analyse statistique précise des résultats. Les cultures
ont été incubées a une température de 37 °C pendant une durée comprise entre 24 et 48 heures

et la densité optique a été mesurée a 600 nm.

Figure 10. Manipulation de I’activité prébiotique.

La formule ci-dessous est utilisée pour calculer la croissance relative de I’activité prébiotique :

DO rébiotique ~ DOcontr(‘)le négati
croissance relative = P a gatif X 100

DOglucose - DOcontr(‘)le négatif

On a par la suite comparé les résultats obtenus dans divers milieux, afin d’apprécier I'impact

du prébiotique en utilisant I’interprétation suivante :
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100 % = croissance équivalente a celle du glucose — trés bon effet prébiotique.

> 100 % = croissance supérieure au glucose — effet stimulant tres fort.

* <100 % mais > 0 % = effet modérément prébiotique.

~ 0 % = pas d'effet par rapport au controle négatif.

< 0 % = inhibition potentielle.

IIL. 2. 5. L’étude statistique

Les résultats de tous les tests sont exprimés en moyennes + écart-type (SD) de mesures réalisées
en triplet. Une analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivie du test de comparaisons
multiples de Tukey a été effectuée pour I’expérience DPPH, ABTS et I’activité antibactérienne,
afin de déterminer les différences significatives entre les traitements, avec un seuil de
signification fixé¢ a P < 0,05. L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel GraphPad

Prism version 9.00 (GraphPad Software, San Diego, Californie, USA).

I1I. 2. 6. La méthodologie de I’étude bibliographique

Dans un contexte de recherche croissante sur les composés phénoliques de la plante B.
bituminosa et leurs effets modulateurs et leur potentialité prébiotique, et afin de mieux
comprendre les dynamiques de études réalisées dans ce contexte, cette étude a suivi le protocole
recommandé pour les revues systématiques, conformément aux critéres PRISMA (Preferred

Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses).

Une recherche bibliographique est effectuée dans les bases de données Scopus et PubMed, Web
of science, Sciendirect, Springer nature, a 1’aide des mots-clés suivants: (microbiote OU
microbiotes OU dysbiose OU dysbiose intestinale OU SIBO OU croissance OU Bituminaria
bituminosa OU Composés phénoliques OU flavonoides OU plantes médicinales OU
Prébiotiques, OU Probiotiques OU Bactéries lactiques OU Agent antibactérien OU in vitro OU
in vivo OU traitement) ET (TITLE-ABS-KEY) (composés phénoliques OU dérivés). Cette
recherche est réalisée entre Décembre 2024 et Avril 2025 comme base pour les ressources
bibliographiques de notre mémoire de Master. Les résumés ont été examinés afin d’évaluer leur

pertinence et leur adéquation par rapport a I’objet de notre étude.
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Résultats

IV. 1. L’activité antioxydante de B. bituminosa (DPPH et ABTS)

L'activité antioxydante de l'extrait BB est considérée modérée par rapport aux standards de
référence, a savoir l'acide ascorbique (AA) et le Trolox. Le test DPPH a démontré une valeur
significativement plus élevée d'ICso de 358,40+7,11 pg/mL par rapport a celle obtenue avec
I'acide ascorbique (4,39+0,01 pg/mL) et le Trolox (5,12 + 0,21 pg/mL) (p < 0,05). Par ailleurs,
le test ABTS a révélé une valeur d'ICso de 79,3442,33 pg/mL pour l'extrait BB, indiquant un
potentiel antioxydant inférieur & celui observé avec I'AA (3,04 £ 0,05 pg/mL) et le Trolox
(3,21+0,06 pg/mL) (p < 0,05) (Tableau 06).

Tableau 06. L activité antioxydante de B. bituminosa.

EXTRAIT/standard ABTS ICs (1g/mL) DPPH ICso (Hg/mL)
BB 79,34+2,33° 358,40+7,112
Trolox 3.21+0.06° 5.12+0.21°

AA 3.04+0.05" 4.39+0.01°

ICso : Concentration inhibitrice de 50 % des radicaux libre dans le milieu réactionnel, BB: extrait
phénolique de B. bituminosa, A.A : Acide ascorbique, Les valeurs sont exprimées en moyennes + écart-
type (SD) de trois mesures paralléles. Les valeurs ne partageant pas les mémes lettres sont
significativement différentes (p < 0,05 selon I’ANOVA a un facteur et le test de comparaisons multiples
de Tukey).

IV. 2. L activité antibactérienne de B. bituminosa

L'évaluation de I’extrait BB avec différentes concentrations est réalisée en utilisant la technique
de diffusion en milieu gélosé. Quatre souches bactériennes sont utilisés aux tests : E. coli, S.
aureus, B. subtilis et P. aeruginosa. L'é¢tude a démontré que l'extrait a exercé un effet
antibactérien modéré, avec un effet dose-dépendant croissant (p < 0,05) et un diametre
d'inhibition allant jusqu'a (11,33 + 0,94 mm a 80 mg/mL) et (10+0,87 mm a 20 mg/mL) contre
le S. aureus et B. subtilis respectivement, ainsi qu'une action plus faible contre E. coli (70,82
mm a 40 mg/mL) (p < 0,05), aucune activité n'a été observée contre P. aeruginosa, quelle que
soit la concentration testée. La gentamicine, utilisée en tant que contréle positif, a démontré une

efficacité élevée sur toutes les souches examinées (Tableau 07).
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Tableau 07. L’activité antibactérienne de B. bituminosa.

Souche Zone d’inhibition (mm)
BB (ug/mL) Gentamicine
20 40 80 160 10
E. coli 5,67+0,47° 7+0,82° 6,67+0,94° Ns 30°
S. aureus 8,67+0,94° 10,67+0,47° 11,33+0,94° Ns 34¢
B. subtilis 0 7,33£0,47° 8,33+0,47" 10+0,87¢  30°
P. aerogenosa 0 0 0 0 27

E. coli: Escherichia coli, S. aureus: Staphylococcus aureus, B. subtilis: Bacillus subtilis, P.
aerogenosa : Pseudomonas aerogenosa, BB : extrait phénolique de B. bituminosa. Les valeurs ne
partageant pas les mémes lettres sont significativement différentes pour chaque souche (p < 0,05 selon
I’ANOVA a un facteur et le test de comparaisons multiples de Tukey).

IV. 3. L’effet modulateur de B. bituminosa sur les souches probiotiques

IV. 3. 1. La croissance relative du L. acidophilus en présence de B. bituminosa

L’extrait BB a exercé un effet fortement stimulant sur la croissance de L. acidophilus a T0O, avec
un taux de croissance relatif tres élevé (6883,33 %), largement supérieur a celui observé avec
le glucose. Cela traduit un effet prébiotique trés marqué au début de 1’incubation. Cependant,
cette stimulation diminue considérablement aprés 24 heures (58,30 %), indiquant un effet
prébiotique modéré. A 48 heures, la croissance devient négative (-28,21 %), ce qui indique une
inhibition potentielle de la croissance bactérienne, probablement en raison d’une accumulation
de composés inhibiteurs ou d’une dégradation des nutriments nécessaires pour la survie de la

souche bactérienne (Fig. 11) (Tableau 08).

Tableau 08. L’effet modulateur de I’extrait de B. bituminosa sur la croissance relative de L.acidophilus.

Temps (heure) | Croissance relative (%) Interprétation

> 100 % = croissance supérieure au glucose — effet
0 6883,33 . .
stimulant tres fort

24 58,30 < 100 % = effet modérément prébiotique
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‘ 48 ‘ -28,21 < 0 % = inhibition potentielle

La croisance relative de L.acidophilus
y =-143,99x+5760,2
R?=0,7594
8000
7000 ¢
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Croissance relative (%)

1000 © 10 20 30 40 50 60

-2000
Temps (heure)

Figure 11. L’effet modulateur de B. bituminosa sur la croissance de L. acidophilus.

IV. 3. 2. La croissance relative du L. gasseri en présence de B. bituminosa

L’¢évaluation de la croissance relative de L. gasseri en présence de l'extrait de B. bituminosa a
indiqué une inhibition tres claire de la croissance bactérienne aux temps TO et T24, avec des
taux de croissance relatifs de -3342,31 % et -3716,67 % respectivement, ce qui correspond a
une inhibition bactérienne potentielle tres élevée. Par conséquent, ces valeurs négatives mettent
en évidence que, durant les premicres heures de contact, le prétraitement par ’extrait BB a
présenté un effet fortement inhibiteur sur la souche probiotique testée. Néanmoins, a T48, une
inversion partielle a été observée, la croissance relative étant de 62,10 %. Bien que cette valeur
soit encore inférieure a 100 %, elle indique une reprise modérée de la croissance bactérienne,
qui peut étre interprétée effet faible a modéré sue le plan prébiotique

(Tableau 09) (Fig. 12).
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Tableau 09. L’effet modulateur de I’extrait de B. bituminosa sur la croissance relative de L. gasseri.

Temps . : o
Croissance relative (%0) Interprétation
(heure)
0 -3342,31 < 0 % = inhibition potentielle
24 -3716,67 < 0 % = inhibition potentielle
48 62,10 < 100 % = effet modérément prébiotique
La croissance relative de L.gasseri
y =70,925x- 4034,5
R? =0,6684
500
0 °
500 9 10 20 30 40 50 60
3
< -1000
2
% -1500
2 2000
g
£ -2500
‘3 -3000
© 3500 ¢
=
-4000
-4500

Temps (heure)

Figure 12. L’effet modulateur de B. bituminosa sur la croissance de L. gasseri.
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Discussion

L’usage des plantes médicinales pour traiter les maladies remonte aux civilisations anciennes.
Leurs métabolites secondaires, aussi appelés composés naturels ou constituants végétaux, sont
responsables de leurs effets pharmacologiques et parfois toxicologiques sur 1’organisme
humain. Parmi les métabolites secondaires les plus importants, on trouve les terpénoides, les
composés phénoliques, les flavonoides, les alcaloides et les glycosides. Les métabolites

secondaires possedent d’excellentes propriétés antioxydantes.

Les flavonoides, une catégorie de substances naturelles aux structures phénoliques variables,
sont désormais pergus comme un €lément essentiel dans diverses applications nutraceutiques,
pharmaceutiques, médicinales et cosmétiques. Cela est dii a leurs propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires, antimutageénes et anticancéreuses, combinées a leur capacité a moduler la
fonction d'enzymes cellulaires clés. Il faut parler des prébiotiques et probiotique et de leur role

dans I’équilibre du microbiote.

Dans cette étude, nous avons effectué une étude bibliométrique et expérimentale portant sur la
capacité potentielle de B. bituminosa a influencer la composition du microbiote intestinal en
lien avec le syndrome SIBO dysbiotique. Pour cela, nous avons évalué, I’activité prébiotique
de son extrait phénolique riche flavonoides vis a vis des souches probiotiques (L. acidophilus
et L. gasseri), ses propriétés antioxydantes et son activité antibactérienne sur des souches

bactériennes pathogenes (E. coli, S. aureus, Subtilis, P. aerogenosa).

L’activité antioxydante de notre plante est testé in vitro. Pour le test DPPH, la valeur d'ICso
notée la plus élevé était de 358,40+7,11ug/mL£SD. Les recherches d’ Alqub et Jaradat (2023)
ont présenté des résultats plus faibles, affichant une valeur 1Cso de 234.4+0.71 pg/mL+SD
(Alqub et Jaradat, 2023). En paralléle, le test ABTS a montré une ICso de 79,34+2,33
pHg/mL+SD, supérieure aux résultats présentes dans les travaux de Sarikurkcu et al (2016), qui
ont indiqué une 1Cso de 59.68+0.58 pg/mL+SD (Sarikurkcu et al., 2016). On peut associer la
capacité de DPPH de B. bituminosa a I'existence de composés phénoliques particulierement les

flavonoides (Yesilyurt et al., 2008).

Notre extrait a démontré une activité antibactérienne significative contre trois souches
bactériennes pathogenes. Les diamétres d’inhibition mesurées contre S. Aureus, E. Coli et B.
subtilis avec des zones d’inhibition maximales de 11,33+0,94 mm, 70,82 mm et 10+£0,87mm
respectivement, avec une absence d’activité contre la P. aerogenosa. Il est a noter que 1’effet
antibactérien pour S. Aureus et B. subtilis, était de maniére dose dépendante. Les travaux de
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Caligkan et Eser (2024) sur I’activité antibactérienne de B. bituminosa ont montrés un effet
bactéricide important contre les souches E. Coli et P. aerogenosa avec des diametres
d’inhibition respectifs de 8,75 + 0,354mm et 8,50 £ 0,00, ainsi qu’une faible activité contre la
souche S. Aureus avec un diamétre d’inhibition de 8,50 + 0,00 mm (Caliskan et Eser, 2024) ce
qui est proche de nos résultats. Une autre étude de Bammou et al (2022) a concordé avec notre
travail en montrant une activité importante contre la souche B. subtilis avec un diamétre

d’inhibition égale a 13,33 £ 0,57 mm (Bammou et al., 2022).

B. bituminosa est connue pour sa richesse en composes d'intérét pharmaceutique, tels que les
isoflavonoides (Kaufman et al., 1997), qu’ils s'agit de genistein (Pecetti et al., 2016; Pistelli et
al., 2017a), de daidzine (Azzouzi et al., 2014c¢), d'isoflavonoides (8-prényldaidzein) (Pecetti et
al., 2016; Pistelli et al., 2003a), de plicatine (Pecetti et al., 2016; Pistelli et al., 2003b), de
flavone (isoorientine) (Azzouzi et al., 2014c), d'acides phénoliques et de lignanes (Llorent-
Martinez et al., 2015b). Ces isoflavones possedent des propriétés antibactériennes,
antifongiques et anti-insectes notables (Berdegué et al., 1997; Jiménez-Gonzalez et al., 2008;
Maurich et al., 2004).

Les prebiotiques sont des composés actifs qui se trouvent naturellement dans certains fruits,
Iégumes, épices, graines et noix (Judprasong et al., 2011). Ils ne sont pas assimiles dans le
tractus gastro-intestinal supérieur, et sont donc fermentés dans le célon, favorisant ainsi
sélectivement la croissance des probiotiques. Les principaux genres de probiotiques sont les
Lactobacillus et les Bifidobacterium.(Van den Ende et al., 2011). lls offrent des effets
bénéfiques a I'hdte , y compris le maintien de I'équilibre microbien et [l'inhibition de la
croissance pathogéne (Penner et al., 2005). Ils stimulent également le systeme immunitaire,

améliorent la digestion, I'absorption et la synthese des vitamines.

Dans notre étude, I’activité prébiotique de I’extrait phénolique riche en flavonoides glycosylés
de la plante B. bituminosa a été étudiée en évaluant la croissance relative des souches L. gasseri

et L. acidophilus en fonction du temps.

Une forte inhibition de la souche L. acidophilus a été enregistrée a TO et T24 ce qui indique une
activité inhibitrice par B. bituminosa. Les souches probiotiques sont souvent exposées a des
conditions de stress (variations de pH, température, pression osmotique, stress oxydatif) lors de
leur utilisation en industrie agroalimentaire ou pharmaceutique, ce qui peut affecter leur

viabilité.
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La reprise modérée observée a T48 pour L. acidophilus, indique une possible adaptation
metabolique, qui a permis de transformer les composes complexes tels que les flavonoides
glycosylés en sous-produits assimilables (ex. acides phenoliques, sucres simples), favorables a
sa prolifération. Ce mécanisme a été décrit par Selma et al. (2009), Alqudah et al. (2024) et
Mackarewikz et al. (2021) qui ont démontré que certaines bactéries intestinales sont capables
de métaboliser les polyphénols en composés bioactifs bénéfiques. Ce phénomene se manifeste
par une sensibilité¢ initiale aux métabolites secondaires présents dans ’extrait, notamment
certains flavonoides, souvent associés a une activité antimicrobienne transitoire, suivi par une
reprise significative de la croissance du probiotique (Alqudah et Claesen, 2024; Makarewicz et
al., 2021; Selma et al., 2009).

Ainsi, ces données suggerent que 1’extrait BB exerce un effet prébiotique différé et module,
capable de stimuler la croissance de L. acidophilus apres une phase initiale d’inhibition
transitoire, ce qui traduit une forme d’interaction adaptative et favorable au développement de
la souche probiotique. En résumé, la croissance relative de L. acidophilus présente un profil de
réponse biphasique, combinant une phase initiale d’inhibition suivie d’une phase de
stimulation. Cette dynamique pourrait étre attribuée a la présence de composés phénoliques
dans I’extrait phénolique de B. bituminosa. Ces composes sont largement documentés pour leur
capacité a inhiber la prolifération de bactéries pathogénes tout en favorisant sélectivement le
développement de bactéries probiotiques bénéfiques (Milutinovi¢ et al., 2021). Par ailleurs, il a
été demontré que les composés phénoliques issus des plantes peuvent soutenir la croissance des
bactéries probiotiques, en agissant comme substrats métaboliques ou modulateurs de
I’environnement microbien (Gyawali et lbrahim, 2012). Ces observations renforcent

I’hypothése d’un effet prébiotique différé de 1’extrait phénolique BB.

Concernant L. gasseri, la plupart des prébiotiques, tels que les fructo-oligosaccharides, les
galacto-oligosaccharides etc. , ont démontré leur capacité a favoriser la croissance et I'adhésion
des bifidobactéries et des lactobacilles (Figueroa-Gonzalez et al., 2019; Salli et al., 2020). A
notre connaissance la présence des sucres dans cette plante n’a pas été reportée dans la
litérature, cependant selon Ramli et al. (2022) I'analyse HPLC-DAD/ESI-MS du B. bituminosa
a révélé la présence notamment des flavonoides glycosylés, principalement des dérivés de
I'apigénine, de la lutéoline et du kaempférol ainsi que l'isoorientine (Ramli et al., 2022). La
dégradation de ces composés en métabolites assimilables favorables a la croissance de ces

probiotiques peut expliquer I’augmentation de la croissance relative de L. gasseri a TO.

37



Résultats et discussion

A T24, une modulation plus modérée de la croissance de L. gasseri a été observée, pouvant étre
attribuée a 1I’épuisement partiel des substrats nécessaires a son développement. Cette hypothése
est cohérente avec les résultats de de Xu et al.(2020) (Xu et al., 2020), qui ont rapporté une
diminution de la prolifération bactérienne lors de la fermentation de jus de carotte par L. gasseri
au-dela de 24 heures, en raison de I'utilisation des sucres simples pour la croissance et les
activités métaboliques. A T48, une inhibition marquée de la croissance est notée, probablement
en lien avec un appauvrissement total en nutriments essentiels. En effet, les sucres simples
(issus de glycosides ou d’unités glycosylées) semblent avoir été entierement consommés,
entralnant une carence en sources de carbone et d’énergie indispensables a la maintenance

cellulaire, ce qui se traduit par une réduction significative de la population bactérienne.

Compte tenu de ses activités antimicrobienne, antioxydante et modulatrice du microbiote
intestinal démontrées dans cette étude, Bituminaria bituminosa pourrait constituer une approche
prometteuse dans la prise en charge du SIBO (Small Intestinal Bacterial Overgrowth). En effet,
les caractéristiques observées — notamment I’inhibition sélective de bactéries pathogénes
(comme E. coli, S. aureus, B. subtilis), la stimulation spécifique de certaines souches
probiotiques (L. gasseri), ainsi que la modulation biphasique de L. acidophilus — suggerent

une capacité de régulation fine du microbiote intestinal.

Cette action ciblée serait particulierement benéfique dans les contextes de SIBO, ou la
prolifération bactérienne excessive dans I’intestin gréle est associée a une altération des
fonctions digestives, une inflammation chronique et une production excessive de gaz. En
modulant favorablement I’équilibre bactérien, en réduisant le stress oxydative et en limitant la
croissance d’agents opportunistes, B. bituminosa pourrait ainsi contribuer a restaurer I’eubiose

intestinale.

Néanmoins, des investigations supplémentaires in vivo sont requises pour confirmer cette
hypothése, notamment a travers des modeles expérimentaux reproduisant le SIBO, afin de
mieux caractériser les mécanismes d’action, la sécurité d’emploi et la biodisponibilité des

composes actifs issus de cette plante.
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Conclusion

Conclusion

L’interaction complexe entre le microbiote intestinal, la dysbiose et la phytothérapie constitue
un champ de recherche prometteur pour le développement de stratégies thérapeutiques
innovantes, naturelles, viables sur le plan économique et mieux tolérées. Dans cette optique, les
plantes médicinales dotées de propriétés antioxydantes, antibactériennes, anti-inflammatoires
et modulatrices du microbiote offrent des pistes alternatives ou complémentaires intéressantes

aux traitements conventionnels.

Notre étude, a la fois bibliographique et expérimentale, a évalué ’impact de B. bituminosa dans
différents modeéles in vitro comparés aux données de la littérature. Menées sur 1’état de
dysbiose, induit par le SIBO (Small Intestinal Bacterial Overgrowth). Les résultats obtenus
mettent en évidence un effet prébiotique significatif de I’extrait, se traduisant par comportement
biphasique : une stimulation de la croissance des bacteries bénéfiques et une inhibition
concomitante des souches pathogeénes. Par ailleurs, D’extrait a démontré une activité
antioxydante marquée. Ces effets biologiques semblent étroitement liés a la richesse de la plante
en composeés bioactifs tels que les furanocoumarines, les ptérocarpans et les flavonoides et leurs

homologues glycosylés.

Toutefois, bien que les résultats soient encourageants, des investigations complémentaires
s’averent nécessaires pour confirmer ces observations et approfondir la compréhension des

mécanismes d’action sous-jacents. Ainsi, les perspectives de ce travail s’orientent vers :

e Le développement de modeéles expérimentaux in vitro élargis, incluant des essais sur
des composés purifiés ou isolés ;

e L’identification structurale des métabolites bioactifs a 1’aide de techniques analytiques
avancées (HPLC, LC-MS/MS, RMN) ;

e L’¢évaluation des effets in vivo de I’extrait de B. bituminosa sur des modéles animaux
mimant les altérations physiopathologiques observées en situation de dyshiose ;

e L’¢tude de la biodisponibilité, du métabolisme et du profil de sécurité des composés
identifiés ;

e Et enfin, la formulation de préparations pharmacologiques a visée prébiotique ou

thérapeutique, intégrant les principes actifs potentiels de B. bituminosa.
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Ces approches permettront de renforcer la validation scientifique de cette plante comme agent
phytothérapeutique ciblant les déséquilibres du microbiote intestinal, et pourraient déboucher

sur de nouvelles applications cliniques en gastroentérologie ou en santé métabolique.
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1. L’activité antioxydante de B. bituminosa : test DPPH.

[C] 12.5 pg 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg 400png 800ug ICso (ng/mL)
BB NA NA 4,59+1,66 12,65+2,52 3,56+4,02 54,53+1,25 77,09+£2,31 358,40+7,11
0.78125 1.5625 pg 3.125 pg 6.25 ng 12.5 ug 25 ug 50 pg ICso (ug/mL)

ug

Trolox 6.42+0.91 13.33+2.14 30.19+0.67 61.48+2.98 87.16+0.28 88.46+0.11 87.72+0.47 5.1240.21

Acide 0.31%1.02 12.90+0.28 | 29.69+0.39 | 76.67+0.37 | 84.94+0.84 | 87.7840.49 | 86.36+0.21 4.39+0.01
ascorbique

2. L’activité antioxydante de B. bituminosa : test ABTS

[C] 12.5 ng 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400ug 800pug 1Cso
(hg/mL)
BB 15,35+0,94 23,69+1,48 39,34+2,54 58,43+0,42 90,51+1,94 92,87+0,21 92,51+0,38 79,34+2,33
0.78125 pg 1.5625 pg 3.125 pg 6.25 pg 12.5 pg 25 pg 50 pg ICso
(ng/mL)

Trolox 14.74+0.37 26.15+0.65 51.70+1.51 89.72+0.67 92.89+0.19 92.89+0.19 91.84+1.19 3.21+0.06

Acide 13.43+0.82 28.76+0.67 52.94+0.94 93.21+0.11 93.08+0.19 92.40+0.88 92.96+0.11 3.04+0.05
ascorbique
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Abstract

The imbalance of the gut microbiota, also known as dysbiosis, is implicated in numerous
gastrointestinal disorders, including Small Intestinal Bacterial Overgrowth (SIBO). In this
context, the identification of natural agents capable of restoring microbial eubiosis represents a
promising therapeutic alternative. This study combines a bibliographic and experimental
approach to evaluate the prebiotic, antioxidant, and antibacterial potential of the phenolic
extract of Bituminaria bituminosa, a plant rich in flavonoids and other bioactive secondary

metabolites.

In vitro tests revealed moderate antioxidant activity (ICso = 79.34 pg/mL in the ABTS assay)
and notable antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Bacillus
subtilis, with no effect observed against Pseudomonas aeruginosa. Evaluation of prebiotic
activity showed differential stimulation of the probiotic strains Lactobacillus gasseri and
Lactobacillus acidophilus, with a biphasic response observed in the latter, likely related to the

presence of glycosylated flavonoids.

These findings suggest that B. bituminosa may exert a beneficial effect in regulating disrupted
gut microbiota, particularly in dysbiosis states associated with SIBO. The combined effect of
its selective antimicrobial, antioxidant, and microbiota-modulating properties highlights its
potential as a phytotherapeutic candidate. However, further in vivo studies are necessary to

confirm its clinical efficacy, elucidate its mechanisms of action, and assess its safety profile.

Keywords : SIBO, dysbiosis, Bituminaria bituminosa, microbiota, prebiotic, probiotic,

phenols.
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Résumé

Le déséquilibre du microbiote intestinal, également appelé dysbiose, est impliqué dans de nombreuses
pathologies gastro-intestinales, dont le SIBO (Small Intestinal Bacterial Overgrowth). Dans ce contexte,
I’identification d’agents naturels capables de restaurer I’eubiose microbienne constitue une alternative
thérapeutique prometteuse. La présente étude combine une approche bibliographique et expérimentale pour
évaluer le potentiel prébiotique, antioxydant et antibactérien de I’extrait phénolique de Bituminaria
bituminosa, une plante riche en flavonoides et autres métabolites bioactifs.

Les tests in vitro ont révélé une activité antioxydante modérée (ICso = 79,34 pg/mL pour ABTS) et une activité
antibactérienne notable contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Bacillus subtilis, mais absente
contre Pseudomonas aeruginosa. L’évaluation de I’activité prébiotique a montré une stimulation différenticlle
des souches probiotiques Lactobacillus gasseri et Lactobacillus acidophilus, avec une réponse biphasique
observée chez cette derniere, probablement en lien avec la présence de flavonoides glycosyles.

Ces résultats suggérent que B. bituminosa pourrait exercer un effet bénéfique dans la régulation du microbiote
intestinal perturbé, notamment dans les états de dysbiose associés au SIBO. L’effet combiné de ses propriétés
antimicrobiennes sélectives, antioxydantes et modulatrices du microbiote met en évidence son potentiel
comme candidat phytothérapeutique. Des études complémentaires in vivo sont toutefois nécessaires pour
confirmer son efficacité clinique, ¢lucider ses mécanismes d’action et évaluer sa sécurité d’emploi.
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