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Introduction

Introduction :

Les antibiotiques représentent 'une des avancées les plus déterminantes de la médecine
moderne au XXe siécle. Leur introduction a permis de maitriser efficacement de nombreuses
infections bactériennes, contribuant ainsi a une réduction significative de la mortalité (Ziai,
2014) (WHO, 2023). Cependant, apres plusieurs décennies d’utilisation intensive en médecine
humaine, vétérinaire et en agriculture, I’efficacité de ces molécules s’est progressivement
réduite en raison de 1’émergence et de la propagation de bactéries résistantes (Muylaert &
Deprez, 2013)

D’aprés I’Organisation mondiale de la santé, la résistance antimicrobienne constitue une
menace sanitaire mondiale majeure, pouvant causer jusqu’a 10 millions de déces par an d’ici
2050 si aucune solution durable n’est trouvée (WHO, 2023).

L’apparition de la résistance bactérienne n’est pas un événement fortuit, mais plutét une
conséquence directe de pressions de sélection exercées par 1'usage excessif, inappropri¢ ou
prématuré des antibiotiques. Chaque administration antibiotique sélectionne les souches les
plus aptes a survivre, souvent grace a des mutations ou a ’acquisition de génes de résistance.
Ces éléments genetiques peuvent ensuite se transmettre horizontalement, entre individus ou
méme entre especes, via des mécanismes tels que la conjugaison, la transformation ou la
transduction (Joubert, 2024); (WHO, 2023); (Kang & Zhao, 2023).

Ce phénomene est amplifié par des comportements tels que I’automédication, I’ interruption
des traitements avant leur terme, ou encore I’utilisation a grande échelle d’antibiotiques en
élevage pour des usages non thérapeutiques. De plus, les bactéries possedent une capacité
remarquable a muter, a s’adapter, et a stabiliser les résistances dans leur génome. Une fois
installée, cette résistance peut conduire a 1’échec thérapeutique, rendant certaines infections
banales potentiellement mortelles (SAHM., 2022); (Zhou et al., 2023).

Les mécanismes moléculaires de résistance sont divers : production d’enzymes
inactivatrices comme les B-lactamases (Peschel et al., 2000) ; modification ou substitution des
cibles moléculaires (Shree et al., 2023), réduction de la perméabilité membranaire, ou encore
activation de pompes d’efflux (Kaur Sodhi & Kaur, 2022). Certaines souches intégrent méme
plusieurs mécanismes, ce qui engendre des formes multi résistantes voire pan-résistantes,
particulierement difficiles a traiter (Zhou et al., 2023) (Joubert, 2024).

Dans ce contexte critique, la recherche explore activement des approches alternatives.
Parmi elles, I'utilisation de composés bioactifs issus de plantes médicinales suscite un intérét

croissant. Ces dernieres contiennent des métabolites secondaires (flavonoides, polyphénols,
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tanins, etc.) aux propriétés antibactériennes et modulatrices de la chimiorésistance bactérienne
(SAHM., 2022); (Kang Y. e., 2023)

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre recherche, qui vise a évaluer si les extraits des
flavonoides totaux de deux plantes médicinales bien connues dans la pharmacopée
traditionnelle : Ocimium basilicum (basilic) et Thymus vulgaris (thym), sont capables de
restaurer ou de potentialiser l'efficacité des antibiotiques classiques contre des souches
bactériennes multi-résistantes (Lina & Cattoir, 2014). Nous faisons I’hypothése que ces plantes
reconnues pour leur richesse en composés actifs et possedent une activité antibactérienne
propre, et que leur association avec certains antibiotiques pourrait renforcer ’effet de ces
derniers selon le type de molécule utilisée et le profil de résistance de la souche bactérienne
ciblée.

La contribution scientifique de ce travail repose sur trois axes principaux :

» La préparation de I’extrait des flavonoides totaux de deux plantes sélectionnées ;

» Une étude phytochimique des extraits, incluant des tests qualitatifs (par chromatographie
sur couche mince et les tests de screening phytochimique) et quantitatifs (dosage des

flavonoides et polyphénols) ;

» Une évaluation in vitro de I’effet des combinaisons extraits/antibiotiques sur des souches
bactériennes pathogenes multi résistantes;

Le manuscrit est structuré en trois parties : Une de la littérature centrée sur les mécanismes
d’action des antibiotiques, les causes et les mécanismes de la résistance bactérienne, ainsi que
la description des plantes médicinales sélectionnées et enfin des informations sur les
polyphénols et les flavonoides.; une section expérimentale décrivant le protocole
méthodologique utilisés ; et enfin, une présentation critique des résultats obtenus avec une
discussion mise en relation avec les données existantes, ouvrant la voie a des perspectives

mnovantes dans la lutte contre I’antibiorésistance.
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I. Les antibiotiques
I.1. Définition

Les antibiotiques sont des substances d’origine naturelle, semi-synthétique ou entierement
synthétique, capables d’inhiber la croissance bactérienne (bactériostatiques) ou de tuer des
bactéries (bactéricides). lls agissent a faibles concentrations en jouent un réle fondamental dans
la prise en charge des infections bactériennes, notamment dans les contextes hospitaliers,
ambulatoires et prophylactiques (Oda et al., 2024). Ils constituent une classe critique de

médicaments essentiels a la santé publique.

1.2. Classification

Les antibiotiques peuvent étre classes selon leur origine (naturelle, semi-synthétique ou
synthétique), leur structure chimique, leur mécanisme d’action ou leur spectre d’activité. La
classification par structure chimique (Tableau 1) est la plus utilisée car elle permet de prédire

I’efficacité, les effets secondaires et les résistances croisées (Oda et al., 2024).

Tableau 1. Tableau synthétique des principales familles chimique des antibiotiques

Famille Définition Exemple(s) Réference

chimique

Bétalactamines Antibiotiques contenant Peénicilline, (Brunton et al.,
un noyau béta-lactame, Amoxicilline, 2018)

inhibent la synthése de la | Céftriaxone
paroi bactérienne

Aminosides Se lient a la sous-unité Gentamicine, (Katzung,
30S du ribosome Amikacine 2018)
bactérien, bloquant la
synthese protéique
Macrolides Inhibent la synthése des Erythromycine, (Brunton et al.,
protéines bactériennes en | Azithromycine 2018)

se liant & la sous-unité 50S

Tétracyclines Inhibent la fixation de Doxycycline, (Katzung,
I’ ARNt a la sous-unité Tetracycline 2018)
30S, stoppant la synthése
protéique

Fluoroquinolones | Inhibent I’ADN gyrase et | Ciprofloxacine, (Gilman et
la topoisomérase 1V Lévofloxacine Goodman,
bactériennes 2018)
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Sulfonamides Inhibent la synthese de Sulfaméthoxazole | (Katzung,

’acide folique bactérien (avec 2018)
Triméthoprime)

GlyOcopeptides | Inhibent la synthése de la | Vancomycine (Gilman et
paroi bactérienne en se Goodman,
liant aux précurseurs du 2018)
peptidoglycane

Oxazolidinones Inhibent la formation du Linezolid (Brunton et al.,
complexe d’initiation de la 2018)
traduction bactérienne

1.3. Mécanismes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques exercent leur effet en ciblant des fonctions vitales spécifiques de la cellule

bactérienne (Figure 1). On distingue cing grandes classes de mécanismes :

1.3.1. Inhibition de la synthese de la paroi cellulaire

Certains antibiotiques, notamment les B-lactamines (pénicillines, céphalosporines) et les
glycopeptides (vancomycine), inhibent la formation du peptidoglycane, un composant essentiel
de la paroi bactérienne. Sans cette structure, la bactérie ne peut résister a la pression osmotique

et subit une lyse. Utilisation typique : infections a cocci Gram positif (Zhou et al., 2023).

1.3.2. Altération de la membrane cytoplasmique

Des antibiotiqgues comme les polymyxines se lient aux phospholipides membranaires,
provoguant une désorganisation de la membrane cytoplasmique. Cette altération entraine des
fuites intracellulaires et une mort cellulaire rapide. Utilisation : bactéries Gram négatif multi

résistantes (Martins et al., 2023).
1.3.3. Inhibition de la synthese des protéines
Les aminosides (gentamicine) ciblent la sous-unité 30S, causant des erreurs de traduction.

Les macrolides, lincosamides et oxazolidinones ciblent la 50S, bloquant I'élongation protéique.

Ces actions perturbent la production des protéines bactériennes essentielles (Pérez et al., 2024).
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1.3.4. Inhibition de la réplication ou de la transcription de ’ADN/ARN

Les fluoroquinolones (ciprofloxacine) inhibent les enzymes ADN gyrase et topoisomérase
IV, bloguant la réplication. La rifampicine inhibe I’ARN polymérase, stoppant la transcription.
Résultat : arrét de la prolifération bactérienne (Kobayashi et Nakamura, 2023).

1.3.5. Inhibition du métabolisme bactérien

Les sulfamides et le triméthoprime inhibent la synthése de I’acide folique, essentiel a la
production des bases nucléiques. Cela bloque indirectement la synthése de ’ADN et des

protéines (Kobayashi et Nakamura, 2023).

Inhibition of cell wall Bacterial cell wall Fluoroqumplones: ciprofloxacin, levofloxacin,

synthesis moxifloxacin. ‘

B-lactams: penicillins, Rifamycins: rifampin, rifabutin, rifapentine.

cephalosporins,

mencbactams,

carbapenems.

Glycopeplides: vancomycin, Disruption of _ protein

telavancin, teicoplanin, synthesis

ramoplanin. 30S Subunit

Bacteriocin: bacitracin. Amlnoglycqsldes: i
streptomycin, gentamicin,
tobramycin.
Tetracyclines:

Changes_to_ the plasma tetracycline, doxycycline,

membrane inteqrity ; minocycline.

Polymyxins A-E, 50S Subunit

Daptomycin. Macrolides: erythromycin,
azithromycin,

Cell membrane clarithromycin.
- p Chloramphenicol

Essential_metabolite sythesis Dssmpt{qn of generation of cellular energy Oxazolidinones

Trimethoprim Bedaquiline, Lincosamides

Sulfonamides: sulfacetamide, SkQ1

sulfadiazine, sulfadimidine.

Izoniazid

Figure 1. Schéma illustrant les cings mécanismes d'action des antibiotiques sur une cellule bactérienne
(Nazarov et al., 2020).

I.4. Spectre d’activité

Le spectre d’activité d’un antibiotique désigne I’ensemble des espéces bactériennes
sensibles a son action (Tableau 2). Il permet de déterminer dans quelles situations cliniques

I’antibiotique peut étre utilisé de maniere optimale. On distingue trois grands types de spectre:
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1.4.1. Spectre étroit

Ce type d’antibiotique agit sur un nombre limité d’espéces bactériennes, souvent d’un
méme genre ou d’une méme famille. Par exemple, la pénicilline G est efficace principalement
contre certains cocci Gram positifs, et ’isoniazide est spécifique des mycobactéries. Ce choix

est idéal lorsque le germe est identifi¢, car il limite 1I’impact sur le microbiote (Oda et al., 2024).

1.4.2. Spectre large

Ces antibiotiques couvrent une grande variété de bactéries Gram positives et Gram
négatives. Exemples : ’amoxicilline, la ciprofloxacine, les tétracyclines. Ils sont souvent
utilisés en traitement empirique lorsque I’agent pathogéne n’est pas encore identifie, mais
doivent étre utilisés avec précaution en raison du risque de selection de resistances (Oda et al.,
2024).

1.4.3. Spectre étendu (ou ultra-large)

Certains antibiotiques comme les carbapénémes (ex : imipéneme) ou la moxifloxacine sont
actifs sur une tres large gamme de bactéries, y compris les anaérobies, les bactéries atypiques
et multi-résistantes. Leur usage est généralement réservé aux infections graves ou
nosocomiales. 1ls sont efficaces mais perturbent fortement le microbiote et favorisent
I’émergence de Dbactéries résistantes comme Clostridioides difficile (WHO, 2023).
Le choix du spectre dépend donc de I’équilibre entre efficacité clinique, innocuité, et limitation
de la pression de sélection bactérienne.

Tableau 2. Types de spectre d'activité.

Type de spectre Exemples Remarques
Spectre étroit Isoniazide, Pénicilline G Ciblage spécifique
Spectre large Amoxicilline, Infections mixtes
Ciprofloxacine
Spectre étendu Imipénéme, Moxifloxacine | Infections graves et
résistantes

1.5. Effets indésirables des antibiotiques
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Les effets indésirables des antibiotiques sont variés et dépendent de la classe (Tableau 3),
de la dose, de la durée du traitement, ainsi que de la susceptibilité individuelle du patient. En

voici les principaux :

1.5.1. Réactions allergiques

Les B-lactamines (notamment les pénicillines) sont les plus fréquemment associées a des
réactions d’hypersensibilité. Cela peut aller d’un simple érythéme cutané a un choc
anaphylactique. Un antécédent d’allergie doit toujours étre recherché avant prescription (Geller

et al., 2023).

1.5.2. Troubles gastro-intestinaux

Diarrhees, nausées, vomissements sont frequents, notamment avec les macrolides et les
tétracyclines. Ces effets sont souvent liés a une altération du microbiote intestinal (Zhou et al.,
2023).

1.5.3. Neurotoxicité

Certains antibiotiques comme les quinolones et les céphalosporines peuvent provoquer des
effets neurologiques tels que des vertiges, des convulsions ou de la confusion, surtout chez les

personnes agées ou insuffisantes rénales (Nguyen et al., 2024).

1.5.4. Phototoxicité

Typique des tétracyclines, elle se manifeste par des réactions cutanées aprés exposition au

soleil, parfois séveres (Kobayashi et Nakamura, 2023) .

1.5.5. Tendinopathies

Les fluoroquinolones sont connues pour leur association avec des lésions tendineuses,
pouvant aller jusqu’a la rupture du tendon d’Achille. Elles sont donc déconseillées chez les
patients agés ou sous corticothérapie (Geller et al., 2023). La connaissance de ces effets

secondaires permet une prescription plus sdre et personnalisée.
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Tableau 3. Effets indésirables selon la classe

Effet indésirable Classe concernée Référence

Allergies (éruption, choc) B-lactamines (Geller et al., 2023)

Troubles digestifs Macrolides, Tétracyclines (Zhou et al., 2023)

Neurotoxicité Quinolones, Céphalosporines | (Nguyen et al., 2024)

Phototoxicité Tetracyclines (Kobayashi et
Nakamura, 2023)

Tendinopathies Fluoroquinolones (Geller et al., 2023)

I1. La résistance bactérienne : une menace croissante et

multidimensionnelle en thérapeutique anti-infectieuse

I1.1. Evolution historique de la résistance bactérienne aux antibiotiques

L’histoire de la résistance bactérienne aux antibiotiques remonte a I’aube méme de I’¢re
antibiotique. Des 1928, Alexander Fleming, en découvrant la pénicilline, pressentait déja le
danger d’une mauvaise utilisation pouvant engendrer des résistances (Rodriguez-Seijo, 2016);
(Tan & Tatsumura, 2015). Ce risque se confirma rapidement : en 1942, soit un an apres
I’introduction clinique de la pénicilline, des souches de Staphylococcus aureus résistantes

furent isolées (figure 2) (DR, 2017).

Pour y remédier, la méthicilline fut développée en 1960, mais son efficacité fut
rapidement compromise par I’émergence de souches résistantes la méme année (Durand & al.,
2019).Au cours des décennies suivantes, la résistance s’est étendue a diverses classes
d’antibiotiques : la gentamicine dans les années 1960, I’ampicilline dans les années 1970, la

vancomycine dans les années 1990, (Mestorino, 2012); (Rodriguez Bafio et al., 2012).

Ces résistances multiformes s’expliquent par des pratiques inappropriées : usage excessif
et empirique, automédication, prescriptions non contr6lées, ainsi que la circulation de
médicaments contrefaits ou de qualité inférieure, particulierement .Actuellement, plus de 70 %
des bactéries pathogenes sont résistantes a au moins une classe d’antibiotiques (Economou et

Gousia, 2015).

L’apparition de mécanismes de résistance transmissibles par plasmides, comme celui
affectant le linézolide chez Staphylococcus sciuri et Enterococcus faecium, représente une
menace sérieuse en raison de la facilité de dissémination entre especes bactériennes (Farifia &

10
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Bushak, 2016). En paralléle, , ont été identifiées a I’échelle mondiale, notamment dans des
contextes hospitaliers critiques.et récemment aux antibiotiques de dernier recours tels que les
carbapénemes et la colistine dans les pays a revenu faible ou intermédiaire des entérobactéries
productrices de carbapénemases (EPC) ou de mcr-1 conférant une résistance a la colistine Cette
dynamique est aggravée par le ralentissement du développement de nouvelles molécules
antibactériennes, rendant de plus en plus rares les options thérapeutiques efficaces.
L’Organisation mondiale de la santé considére ainsi la résistance antibactérienne comme 1’une
des plus grandes menaces sanitaires actuelles. Dans ce contexte, la mise en ceuvre de stratégies
intégrées incluant un usage rationnel des antibiotiques, une surveillance épidémiologique
renforcée, et une coopération internationale en matiere de recherche devient indispensable pour

endiguer cette crise.

Le Tableau 4. Illustre les principales étapes historiques de 1’apparition de résistances

bactériennes aux antibiotiques :

Tableau 4. évolution historiques de I'emergence de la résistance bactérienne aux antibiotiques.

Période Evénement clé Détail / Exemple Référence

1940-1950 Début de 1’¢re Découverte de la (Ventola, 2015),
antibiotique et pénicilline (1941) — (WHO, 2022)
premieres Résistance de S.
résistances aureus (1942)

1950 Apparition de Résistance de Shigella | (Toyama et al.,1951)
résistances aux au Japon
sulfamides

1961 Introduction de la | Staphylococcus (Laxminarayan et
méthicilline — aureus résistant a la al., 2013)
apparition de méthicilline
MRSA

1968-1970 Multiplication des | Tétracyclines, (Ventola, 2015)
résistances macrolides,

aminoglycosides

1980-1990 Résistance BLSE chez (WHO, 2022)
multiple et entérobacteéries ;
nosocomiale MDR-TB

(Mycobacterium
tuberculosis)

1990-2000 Diffusion Diffusion de MRSA, | (Laxminarayan et
mondiale de apparition de souches | al., 2013)
résistances multirésistantes

2008 Découverte de Enzyme NDM-1 chez | (Kumarasamy et al.,
NDM-1 Klebsiella 2010)

)
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pneumoniae conférant
multirésistance

2015 Résistance a la Découverte du géne (Liu et al.,2015)
colistine mcr-1 chez E. coli
Depuis 2020 Crise mondiale Plans d’action “One (WHO, 2022)
reconnue Health” - Politiques de
surveillance —
Recherche
d’alternatives

I1.2. Définition de la résistance bactérienne

La résistance bactérienne aux antibiotiques se définit comme la capacité d’une bactérie a
échapper a I’action inhibitrice ou bactéricide d’un ou de plusieurs agents antibactériens
administrés a des concentrations thérapeutiques usuelles. Cette aptitude se manifeste par
I’inefficacité partielle ou totale du traitement, entrainant la persistance de l’infection et
augmentant le risque de transmission a d’autres hotes (WHO, 2020); (Prestinaci et al., 2015).
La résistance bactérienne constitue aujourd’hui un défi sanitaire majeur, compromettant les
avancées médicales modernes et exigeant des stratégies globales de surveillance, de prévention
et d’innovation thérapeutique (Cassini et al., 2019); (CDC, 2023).

11.3. Types de résistance bactérienne aux antibiotiques

La réesistance des bactéries aux antibiotiques peut étre classée en deux catégories principales :
la résistance naturelle, présente de maniere intrinséque chez certaines espéces, et la résistance

acquise, qui résulte de modifications genétiques ou de transferts de genes.

11.3.1.Résistance naturelle

La résistance naturelle, ou intrinséque, désigne une insensibilité innée d’une espece bactérienne
a certaines classes d’antibiotiques, indépendamment d’une exposition antérieure. Elle est
déterminée par des caractéristiques structurelles ou fonctionnelles stables, telles que I'absence
de la cible moléculaire, une perméabilité réduite de la membrane ou la présence de systéemes
d’efflux constitutifs (Baquero et al., 2022); (Blair et al., 2023). Ce type de résistance n’est pas
transmis entre bactéries et constitue une barriére biologique naturelle contre I’action de certains

agents antibacériens.

11.3.2. Résistance acquise

5
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La résistance acquise correspond a l'apparition de mécanismes de défense chez des bactéries
initialement sensibles, a la suite d’une pression de sélection exercée par les antibiotiques. Cette
résistance peut apparaitre selon deux mécanismes principaux : les mutations chromosomiques

et le transfert horizontal de génes (Courvalin, 2005).

11.3.2.1. Résistance acquise par mutation chromosomique

Les mutations chromosomiques sont des altérations ponctuelles ou structurales du génome
bactérien pouvant modifier la cible moléculaire d’un antibiotique, en réduire l'affinité, ou
activer des voies alternatives de contournement. Elles peuvent aussi affecter la perméabilité
membranaire ou augmenter 1’expression de pompes d’efflux. Ces mutations se produisent
spontanément mais sont sélectionnées sous pression antibiotique, notamment en cas
d’exposition sub-inhibitrice prolongée (Garcia-Betancur et al., 2023) ; (Li et al., 2022). Bien
que généralement spécifiques a une classe thérapeutique, ces mutations peuvent s'accumuler et

conduire a des phénotypes multi résistants.

11.3.2.2. Résistance acquise par transfert horizontal de génes

Le transfert horizontal de genes représente un mécanisme majeur de dissémination rapide de la
résistance, reposant sur la mobilité des éléments génétiques tels que les plasmides, les
transposons, les intégrons ou les phages. Ces éléments portent des genes codant pour des
enzymes inactivant les antibiotiques, des protéines de protection de la cible, ou des modulateurs
d’efflux. Ce mécanisme favorise la propagation inter-especes et inter-environnements de la
résistance, notamment dans les milieux hospitaliers, communautaires et agricoles (Zhou et al.,
2024); (Mohsin et al., 2023). Des études récentes ont mis en évidence le réle croissant du
microbiome intestinal et de I’environnement aquatique comme réservoirs de geénes de résistance

transmissibles (Feng et al., 2025).

I1.4. Facteurs responsables de la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est un phénomene multifactoriel, influencé par des pratiques
humaines, vétérinaires et environnementales. Le tableau ci-dessous résume les principales

causes identifiées dans la littérature récente (Tableau 5).

s
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Tableau 5. Causes de l'antibio-résistance

Cause

Explication

Référence

Usage excessif en

Prescription excessive ou inappropriee, souvent

(Van Boeckel

médecine pour des infections virales non justifiant et al., 2022)

humaine d'antibiotiques.

Automédication | Prise d'antibiotiques sans avis médical, favorisant | (Tang et al.,
I’exposition non controlée des bactéries. 2023)

Traitements Interruption précoce des traitements, ne permettant | (Tang et al.,

incomplets pas I’élimination compléte des bactéries. 2023)

Usage vétérinaire

Utilisation d'antibiotiques chez les animaux pour

(Van Boeckel

et agricole prévenir les maladies ou comme facteurs de et al., 2022)
croissance.

Contamination Présence de résidus d'antibiotiques et de génes de (Wang et al.,

environnementale | résistance dans les sols, eaux usées, etc. 2024)

I1.5. Aspects génétiques de la résistance bactérienne

L’émergence de la résistance bactérienne aux antibiotiques repose en grande partie sur
des facteurs génétiques, qui permettent aux micro-organismes de s’adapter rapidement aux
pressions environnementales, notamment aux agents antibactériens. Ces aspects peuvent étre

classés en deux grandes catégories : chromosomiques et extrachromosomiques.

I1.5.1. Résistance d’origine chromosomique

Une proportion relativement restreinte des résistances acquises provient de mutations
ponctuelles ou de modifications dans le génome chromosomique bactérien. Ces altérations,
spontanées ou induites par une exposition prolongée a de faibles concentrations d'antibiotiques,
affectent principalement les génes codant pour les cibles des antibiotiques ou des régulateurs

de I'expression de protéines membranaires (Garcia-Betancur et al ., 2023). Bien que moins

m
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fréquente, cette forme de résistance est souvent stable et transmise verticalement au sein d’une

lignee clonale.

I1.5.2. Résistance d’origine extra chromosomique

La majorité des résistances acquises repose sur le transfert horizontal de génes (HGT) via
des éléments génétiques mobiles : plasmides, transposons, intégrons et bactériophages. Ces
éléments facilitent une diffusion rapide des genes de résistance, méme entre especes

bactériennes éloignées. Les principaux mécanismes impliqués sont :

» Conjugaison : transmission directe d’un plasmide porteur de génes de résistance entre

deux bactéries, méme inter genres (Shin et al., 2024) ;

» Transduction : transfert de matériel génétique par des bactériophages, généralement

entre bactéries apparentées ;

» Transformation : acquisition par une bactériec d’ADN libre présent dans
I’environnement, un processus observé chez plusieurs espéces bactériennes (Kumar et al.,

2023).

5
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Virus
Transduction boactérienne (bactériophage)

AN
AN\

Boctérie infectée por un ph;xge ;Soc.féne réceptrice

Conjugaison boactérienne —  Transeert
i Plasmide - 7
Transposon  Bactérie réceptrice

Boctéerie donadtrice

Figure 2. Mécanismes d'acquisition de résistance chez les bactéries ( Transfert horizontal de gene)
(Acharya et al., 2022).

11.6. Mécanismes de résistances aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques repose sur divers mécanismes moléculaires
permettant a la cellule bactérienne de neutraliser, d’éviter ou de contourner I’effet de ces agents.
Ces mécanismes, souvent acquis via des mutations ou le transfert horizontal de genes, peuvent

étre regroupés en quatre grandes stratégies (Figure 3).

11.6.1. Inactivation enzymatique des antibiotiques

C’est le mécanisme le plus courant, impliquant la production d’enzymes capables de
modifier ou de dégrader I’antibiotique. Les B-lactamases, par exemple, hydrolysent I’anneau 3-
lactame des pénicillines et céphalosporines, rendant ces molécules inactives (Bush & Bradford,
2020). Des enzymes comme les aminoglycoside-modifying enzymes (AMES) altérent les

aminoglycosides via acétylation, phosphorylation ou adénylation (Munita &Arias ,2016).
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11.6.2. Altération de la cible moléculaire

Des mutations ponctuelles dans les génes codant les protéines cibles de I’antibiotique
peuvent réduire I’affinité de celui-ci pour son site d’action. C’est le cas, par exemple, de
modifications dans I’ADN gyrase ou la topoisomérase IV (cibles des fluoroquinolones), ou
encore des protéines de liaison a la pénicilline (PBPs) chez les staphylocoques résistants a la
méthicilline (MRSA) (Munita &Arias ,2016).

11.6.3. Diminution de la perméabilité membranaire

Certaines bactéries modifient leurs porines, protéines membranaires permettant 1’entrée
de molécules, pour réduire la pénétration de I’antibiotique. Ce phénomene est fréquent chez les
bacilles a Gram négatif, notamment chez Pseudomonas aeruginosa, réduisant 1’efficacité de

nombreux B-lactamines (Li et al .,2015).
11.6.4. Efflux actif des antibiotiques

Les pompes d’efflux sont des systemes de transport membranaire qui expulsent
activement les antibiotiques hors de la cellule, maintenant leur concentration intracellulaire
sous le seuil thérapeutique. Ces systemes, comme AcrAB-TolC chez E. coli, jouent un role
central dans la multi-résistance, notamment vis-a-vis des macrolides, tétracyclines et
quinolones (Li et al .,2015).

B



Chapitre | Revue Bibliographique

Cibles des Mécanismes de
antibiotiques 1 résistance
|
Antibiotique : .
1
: Efflux actif
Paroi : T
Membrane : 1
cytoplasmique
ADN bactérien ! ! Modification de
. 1 la cible
! Inactivation

Ribosome
enzymatique

1 = E

: f\_ Imperméabilité
!

I

I

= Les principaux sites d’action des antibiotiques sont : la paroi bactérienne, le ribosome, I'’ADN
bactérien, la membrane cytoplasmique.

= Les quatre principaux mécanismes de résistance sont : I'imperméabilité, I'inactivation enzymatique,
la modification de la cible de I"antibiotique et I'efflux actif.

Figure 3. Cibles et mécanismes de résistance des antibiotiques (Lessard IA et al.,1999)

II1. Stratégies innovantes pour restaurer I’efficacité des antibiotiques
face a ’antibiorésistance

La montée en puissance de I’antibiorésistance représente I’un des défis majeurs de la santé
publique mondiale. Face a I’inefficacité croissante des antibiotiques classiques, la recherche
s’oriente vers des stratégies alternatives, notamment I’utilisation de molécules capables de
potentialiser 1’effet des antibiotiques ou de contourner les mécanismes de résistance
bactérienne. Ces composés, qu’ils soient naturels ou synthétiques, offrent une perspective

prometteuse pour restaurer I’efficacité des traitements antibiotiques.

I11.1. Les potentialisateurs antibiotiques naturels

Les substances naturelles représentent une source abondante de composés bioactifs
capables de renforcer I'action des antibiotiques. Parmi elles, plusieurs catégories ont montré un

fort potentiel :

» Peptides antimicrobiens : Les peptides antimicrobiens sont des molécules naturelles
a large spectre qui agissent en synergie avec les antibiotiques, améliorant ainsi leur efficacité
(Mesquita, 2023);
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» Nybomycines : Issues de sources naturelles, les nybomycines sont capables de

restaurer 1’activité des fluoroquinolones contre des souches résistantes (Bardell-Cox et al.,

2019);

» Huiles essentielles : Des huiles telles que celles de thym et de romarin ont démontré
des effets synergiques avec divers antibiotiques contre des souches

multirésistantes(Hayder,2021) ;

> Extraits végétaux : Certains extraits de plantes comme Thymus vulgaris et Ocimum
basilicum se révelent efficaces contre des souches résistantes telles que Pseudomonas

aeruginosa et Escherichia coli (Ngaffo, 2021) ;

» Acides bioactifs naturels : L'association d’acides naturels comme 1’acide tannique
ou le nérol avec des antibiotiques tels que la streptomycine ou la gentamicine permet de

réduire la concentration nécessaire a une efficacité antibactérienne (Lorca, 2024) ;

» Phagothérapie : L’utilisation de bactériophages spécifiques pour cibler des souches
bactériennes précises constitue une approche complémentaire aux antibiotiques (Marrison,
2022).

I11.2. Les potentialisateurs antibiotiques synthétiques

Des approches de synthese chimique ont permis de développer des agents capables de

surmonter les résistances bactériennes.

» Minéraux synthétiques : Les argiles de type smectite synthétique possedent des
propriétés antibactériennes intéressantes, notamment par la production d'especes réactives de

I’oxygene (Marrison, 2022) ;

» Nanomatériaux : Les nanotechnologies offrent des outils avances pour améliorer la
délivrance ciblée des antibiotiques et renforcer leur action. Par exemple, les nanoparticules de
silicium permettent I’administration de peptides antibactériens contre Pseudomonas aeruginosa
(Antibiorésistance, 2019). Par ailleurs, I’utilisation de nanoparticules d’alginate réduit la dose

nécessaire de colistine tout en conservant son efficacité (Anses, 2024);

» Sels de bismuth : Les sels de bismuth, tels que le nitrate de bismuth [Bi(NOs)s], inhibent
certaines protéines de résistance (comme Tet(X)) et renforcent l'effet d'antibiotiques comme la

tigécycline (Deng, 2022) ;

» Inhibiteurs du quorum sensing (QSI) : Ces molécules perturbent les mécanismes de
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communication bactérienne et limitent la formation de biofilms, augmentant ainsi la sensibilité

des bactéries a certains antibiotiques (Beasley, 2025); (Soukarieh, 2023).

La diversité des composés naturels et synthétiques capables de potentialiser 1’activité des
antibiotiques ouvre la voie a de nouvelles stratégies thérapeutiques face a I’antibiorésistance.
Cependant, leur développement clinique reste limité par de nombreux défis, notamment en
termes de toxicité, de stabilité, et de mécanismes d'action encore insuffisamment élucidés.
Poursuivre la recherche dans ce domaine est essentiel pour répondre a la crise mondiale de la

résistance bactérienne.
IV. Les plantes étudiées

IVV.1. Ocimum basilicum
IV.1. 1. Description botanique

Ocimum basilicum L., communément appelé basilic, est une plante herbacée annuelle
appartenant a la famille des Lamiacées. Elle atteint généralement une hauteur de 20 a 60 cm,
présentant des tiges dressées, quadrangulaires, et des feuilles opposées, ovales a lancéolées, de
couleur verte et tres aromatiques. Les fleurs sont petites, blanches a rosées, disposées en épis
terminaux, tandis que les fruits sont des akénes contenant de petites graines noires (Simon et
al.,1999) . La plante dégage une odeur caractéristique due a la présence d'huiles essentielles
concentrées dans des glandes sécrétrices situées a la surface des feuilles et des fleurs (Koca et
stintar, 2020).

Figure 4. Aspect morphologique du genre Ocimum basilicum (Wootten’s Plants, 2015)

E



Chapitre | Revue Bibliographique

IV.1. 2. Répartition géographique

Originaire d’Asie tropicale (principalement I’Inde et I’Iran), le basilic s’est largement
répandu dans les régions tempérées et tropicales du globe. Il est aujourd’hui cultivé dans de
nombreux pays méditerranéens, en Afrique du Nord (Algérie, Maroc, Tunisie), ainsi qu’en
Amérique du Sud et en Europe du Sud, notamment en France et en Italie (Carovi¢-Stanko et
al., 2010). Cette large distribution est favorisée par ses usages culinaires, médicinaux et

ornementaux.
IV.1. 3. Classification botanique

Ocimum basilicum, appartient a la famille des Lamiaceae. Sa classification botanique
détaillée (Tableau 6) permet de mieux situer cette espéce dans la hiérarchie taxonomique et
d’en comprendre les relations phylogénétiques avec d’autres plantes de la méme famille.
Le tableau suivant présent la classification botanique compléte d’Ocimum basilicum (Quezel

& Santa, 1963) :

Tableau 6. Principaux niveaux taxonomigues d' Ocimum basilicum L.

Niveau taxonomique Désignation

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Ocimum
Espéece Ocimum basilicum L.

IV.1. 4. Substances bioactives

Le basilic est une plante riche en composés bioactifs, en particulier des huiles essentielles
et des flavonoides (Tableau 7). Parmi les principaux constituants de I'huile essentielle, on
retrouve le linalol, le méthylchavicol, I’eugénol, et le 1,8-cinéole (Zheljazkov et al., 2008). Les
flavonoides tels que la quercétine, la kaempférol, et ’apigénine sont également présents, de
méme que des tanins et des acides phénoliques, conférant a la plante ses propriétés

antioxydantes et antibactériennes (Nguyen et al., 2022).
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Tableau 7. Substances bioactives présentes dans I'espéce Ocimum basilicum L.

Catégorie Molécules principales
Huiles essentielles Linalol, eugénol, méthylchavicol
Flavonoides Quercétine, kaempférol, apigénine
Phénols Acide rosmarinique, acide caféique
Autres constituants Tanins, saponines

IV.1.5. Propriétés biologiques

Grace a ses composes actifs, Ocimum basilicum posséde plusieurs activités biologiques

démontrées :

» Antibactérienne et antifongique : son huile essentielle agit contre plusieurs souches

bactériennes pathogenes et champignons (Bozin et al., 2006) ;

» Antioxydante : la présence d’acides phénoliques et de flavonoides lui confére une

capacite a neutraliser les radicaux libres (Koca& Sintar, 2020) ;

» Anti-inflammatoire : des études ont montré une inhibition des médiateurs inflammatoires

in vitro (Manosroi et al., 2006) ;

» Hépatoprotectrice et antidiabétique : démontrées dans des modéles animaux

expérimentaux (Pattanayak et al., 2010).
IV.1.6. Utilisation en médecine traditionnelle

Dans la médecine traditionnelle, le basilic est utilisé pour traiter divers troubles : troubles
digestifs (nausées, ballonnements), affections respiratoires (asthme, toux), douleurs
articulaires, et comme stimulant général. En médecine ayurvédique et en médecine arabe
traditionnelle, il est administré sous forme de décoction, d’infusion ou d’huile pour ses effets
relaxants, antiseptiques et digestifs (Pandey et al., 2014); (Zeggwagh et al., 2020). En Algérie,

il est aussi utilisé en fumigation contre le mauvais ceil et les infections ORL chez les enfants.
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1VV.2. Thymus vulgaris L.

IVV.2.1. Caractéristiques botaniques

Thymus vulgaris, ou thym commun, est une plante sous-arbustive vivace de la famille des
Lamiacées (Tackholm, 1974); (Jagar et al., 2009). Elle posséde des tiges fines, ligneuses a la
base, souvent dressées, portant de petites feuilles ovales ou lancéolées, vert grisatre,
aromatiques, couvertes de glandes sécrétrices (Hériter et al., 2002); (Stahl-Biskup& Séez,
2002). La floraison donne de petites fleurs de teinte rose pale a pourpre, groupées en
inflorescences terminales, particulierement attractives pour les insectes pollinisateurs
(Guenther, 1975) ; (Duke, 2002).

Figure 5. Aspect morphologique du genre Thymus vulgaris (THYM — Notes De Stages Art’incelle,
2020)

1V.2.2. Répartition géographique

Originaire des régions méditerranéennes, T. vulgaris pousse a 1’état spontané dans les
zones seches et ensoleillées d’Europe méridionale (notamment en France, Espagne, Italie) ainsi
qu’en Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie). Il s’adapte bien aux sols calcaires et

rocailleux, souvent en garrigue ou en maquis.) (Schmidt et al., 2009).

1VV.2.3. Classification botanique
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Le Thym commun (Thymus vulgaris), appartenant a la famille des Lamiacées, Sa
classification botanique est fondée sur des critéres morphologiques et génétiques qui permettent
de la situer avec précision dans le régne végetal. Le tableau suivant présente les principaux

niveaux taxonomiques de cette espéce (Quezel & Santa, 1963):

Tableau 8 . Principaux niveaux taxonomiques de Thymus vulgaris L.

Niveau taxonomique Nom

Regne Plantae (plantes)
Embranchement Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae (Labiees)

Genre Thymus

Espece Thymus vulgaris L.

IV.2.4. Composés bioactifs
Le thym est une source riche en substances actives, principalement des huiles essentielles

et des polyphénols. Ces composés conferent a la plante ses multiples propriétés biologiques.

Tableau 9 . Substances bioactives présentes dans I'espéce Thymus vulgaris L.

Type de composés Principaux constituants
Huiles essentielles Thymol, carvacrol, p-cyméne, y-terpinene
Flavonoides Apigénine, lutéoline, dérivés méthoxylés
Acides phénoliques Acide rosmarinique, acide caféique
Tannins Tannins condenseés et hydrolysables

IV.2.5. Activités biologiques

Des études pharmacologiques ont confirmé que les extraits de Thymus vulgaris possedent

de nombreuses propriétés bénéfiques :
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> Activité antibactérienne : efficace contre divers pathogénes bactériens et fongiques, y
compris des souches multirésistantes (Dorman& Deans, 2000);

> Pouvoir antioxydant : lié a la présence de composes phénoliques qui neutralisent les
radicaux libres (Viuda-Martos et al., 2010);

» Effet anti-inflammatoire : démontré par ’inhibition des médiateurs de I’inflammation

(Sharma et al., 2020) ;

> Action expectorante et antitussive : couramment utilisée pour soulager les affections

respiratoires ;

> Propriétés digestives : facilite la digestion et réduit les spasmes gastro-intestinaux.

IV.2.6. Usages en médecine traditionnelle

Dans les médecines traditionnelles du bassin méditerranéen, T. vulgaris est utilisé depuis

I’ Antiquité pour :

> Préparer des infusions contre les affections des voies respiratoires (rhume, toux,

bronchite) ;
» Réaliser des bains de bouche ou gargarismes en cas d’infections bucco-pharyngees ;
» Soulager les troubles digestifs (aérophagie, coliques) ;

» Traiter localement les plaies ou les douleurs musculaires, en usage externe grace a son

effet antiseptique.

V. Polyphénols et flavonoides : diversité, fonctions et intéréts

thérapeutique

V.1. Introduction générale sur les polyphenols

Les polyphénols représentent une large famille de composés phytochimiques
naturellement présents dans les plantes. 1ls jouent un rdle essentiel dans la défense des végétaux
contre les stress environnementaux (lumiere UV, agents pathogenes) et se caractérisent par la
présence de groupes hydroxyles phénoliques multiples (Manach et al., 2004). On distingue

principalement quatre grandes classes de polyphénols : les acides phénoliques, les flavonoides,
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les stilbenes, et les lignanes (Scalbert et al., 2005). Parmi eux, les flavonoides sont les plus
¢tudiés en raison de leur abondance dans I’alimentation humaine et de leurs propriétés
biologiques variées, notamment antioxydantes, anti-inflammatoires, antivirales et

antibactériennes.

V.2. Définition des flavonoids

Les flavonoides sont des métabolites secondaires dérivés du phénylpropanoide, largement
répandus dans le régne végétal. lls sont responsables de la couleur (jaune, bleue, rouge) de
nombreuses fleurs et fruits, et interviennent dans la protection des plantes contre les
rayonnements ultraviolets, les agents pathogenes et les herbivores (Panche et al., 2016). Chez
I’homme, ces composés sont étudiés pour leurs effets bénéfiques potentiels sur la santé,

notamment dans la prévention des maladies chroniques liées au stress oxydatif.

V.3. Structure et classification des flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques de bas poids moléculaire, caractérisés
par un squelette de base de type C6-C3-C6, compose de deux cycles aromatiques (A et B) relies
par une chaine a trois atomes de carbone formant un hétérocycle (cycle C) (Figure 6). Cette
structure de base, dérivée de la 2-phénylchromén-4-one, permet une grande diversité de
modifications biochimiques dans le regne végétal (Panche et al., 2016). Le niveau d’oxydation
du cycle central et le positionnement du cycle B déterminent les principales sous-classes des

flavonoides.

Figure 6 . Enchainement de base des flavonoides -noyau FLAVONE-

On distingue ainsi  six grandes classes de flavonoides Tableau 10
Ces classes different aussi par leur distribution dans les plantes et leur localisation cellulaire.
Par exemple, les flavonols sont souvent localisés dans les parois cellulaires, tandis que les

anthocyanidines sont stockées dans les vacuoles. Ces variations structurales influencent
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profondément leurs propriétés biochimiques, leur biodisponibilité et leurs réles biologiques,
notamment en tant qu'antioxydants ou modulateurs de résistance bactérienne (Kumar &
Pandey, 2013); (Beecher, 2003) ; (Manach et al., 2004).

Tableau 10 . Classification des principales sous-classes des flavonoides.

Sous-classe Exemples Répartition Positionnement | Références
végétale cellulaire
Flavones Apigénine, Céleri, persil, Vacuole, (Panche et al.,
lutéoline thym, basilic cytoplasme 2016)
Flavonols Quercétine, Oignons, Paroi (Beecher,
kaempférol pommes, cellulaire, 2003)
brocoli cytoplasme
Flavanones Naringénine, Agrumes Vacuole (Kumar &
hésperétine (orange, citron) Pandey, 2013)
Flavanols Catéchines, Thé vert, Cytoplasme, (Manach et al.,
épicatéchines cacao, raisin chloroplastes 2004)
Anthocyanidines | Cyanidine, Fruits rouges, | Vacuoles (Scalbert et al.,
delphinidine raisins, fleurs 2005)
colorées
Isoflavones Genistéine, Soja, trefle, Cytoplasme (Beecher,
daidzéine légumineuses 2003)

V.4. Répartition et role des flavonoides dans les plantes

Les flavonoides sont largement distribués dans toutes les parties de la plante : feuilles,
fleurs, tiges, fruits, racines. Leur concentration varie en fonction du tissu, du stade de
développement, et des conditions environnementales (Ferreyra et al., 2012). lls jouent des réles
physiologiques majeurs, notamment : la protection contre les UV, la défense contre les

pathogénes, la pollinisation, et la signalisation symbiotique avec les bactéries fixatrices d’azote

(pour les isoflavones).

V.5. Propriétés thérapeutiques des flavonoides

V.5.1. Activité antioxydante

Grace a leurs groupes hydroxyles, les flavonoides piégent les radicaux libres et
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réduisent le stress oxydatif cellulaire, contribuant ainsi a la prévention du vieillissement

cellulaire et des maladies cardiovasculaires (Panche et al., 2016).
V.5.2. Activité anti-inflammatoire

Ils modulent I’expression des cytokines pro-inflammatoires (comme TNF-a, I1L-6) et
inhibent les enzymes telles que la COX-2, impliquées dans la réponse inflammatoire (Kumar
& Pandey, 2013).

V.5.3. Modulation de la résistance aux antibiotiques

Plusieurs études récentes ont démontré que les flavonoides peuvent inhiber les efflux
bactériens, perturber la formation de biofilms, et potentialiser 1’effet des antibiotiques
classiques (Zhou et al., 2022) ; (D'Andrea, 2020). Par exemple, la quercétine et la naringénine
ont montré une synergie avec la ciprofloxacine contre des souches résistantes de Escherichia

coli et Staphylococcus aureus (Ferreira et al., 2023).

Les flavonoides, en tant que sous-groupe majeur des polyphénols, possedent une richesse
structurelle et fonctionnelle remarquable. Leur abondance dans les plantes, leur biodisponibilité
relative, et surtout leur potentiel thérapeutique font d’eux des molécules clés dans la recherche
biomeédicale actuelle, notamment dans la lutte contre la résistance bactérienne croissante aux

antibiotiques.
V1. Souches bactériennes étudiées

VI. 1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une cocci Gram positif, catalase positif, souvent groupé en
amas, appartenant a la famille des Staphylococcaceae (Becker et al., 2004); (Murray et al.,
2003). Cette bactérie immobile, asporulée et anaérobie facultative est fréqguemment retrouvée
sur la peau et dans les narines humaines (Kluytmans et al., 1977). Elle produit diverses toxines,
dont les entérotoxines, la toxine du syndrome du choc toxique (TSST-1) et des toxines
exfoliatives. Pathogéne opportuniste, elle peut provoquer des infections cutanées, des
intoxications alimentaires aigués ainsi que des infections systémiques graves (Le Loir et al.,
2003); (Murray et al., 2003). La vancomycine est utilisée en cas de résistance a la méthicilline
(Hansra & Shinkai, 2011), bien que des souches résistantes soient de plus en plus fréquentes
(Eisenstein, 2008) (Collins & Kennedy, 1999).
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V1.2. Pseudomonas spp.

Les bactéries du genre Pseudomonas, notamment P. aeruginosa, sont des bacilles Gram
négatif, aérobies stricts, mobiles par un flagelle polaire, appartenant a la famille des
Pseudomonadaceae (Willcox, 2007) ; (Kayser et al., 2007). Ces bactéries opportunistes
colonisent principalement les patients immunodéprimes, provoquant des infections
pulmonaires séveres, notamment chez les personnes atteintes de mucoviscidose (Liu & Mercer,
1963); (Feldman et al., 1998); (Banerjee & Stableforth, 2000). Elles présentent une
multirésistance préoccupante, bien qu'elles puissent étre sensibles a des antibiotiques a large
spectre comme les carbapénemes, les fluoroquinolones ou les polymyxines (Banerjee &
Stableforth, 2000).

V1.3. Escherichia coli

Escherichia coli entéropathogéne est un bacille Gram négatif, mobile ou non, anaérobie
facultatif, appartenant a la famille des Enterobacteriaceae (Nataro et al., 2007). Il est
responsable de diarrhées aigués non sanglantes, notamment chez les enfants dans les pays en
développement (Trabulsi et al., 2002); (Wilson et al., 2001). La pathogénicité réside dans la
formation de 1ésions d’attachement/effacement au niveau de I’intestin (Pothoulakis, 2009).
Cette bactérie montre une sensibilité variable aux antibiotiques, avec une résistance croissante

aux béta-lactamines et fluoroquinolones (Ochoa & Cleary, 2009).

V1.4. Bacillus cereus

Bacillus cereus est un bacille Gram positif, sporulé, aérobie facultatif, formant souvent
des chaines courtes (Enosi Tuipulotu et ., al 2021). Certaines souches produisent des toxines
responsables d’intoxications alimentaires de type émétique ou diarrhéique (Ehling-Schulz et
al., 2010) et (Granum & Lund, 1997). Ces intoxications sont généralement bénignes et de courte
durée. Bien que sensibles a plusieurs classes dantibiotiques (fluoroquinolones,
aminoglycosides), certaines souches produisent des béta-lactamases leur conférant une

résistance aux pénicillines et céphalosporines (Bottone, 2010); (L6pez, 2008).
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VI1.5. Klebsiella spp.

Les Klebsiella spp. Sont des bacilles Gram négatif encapsulés, non mobiles, souvent
producteurs de colonies mucoides, appartenant aux Enterobacteriaceae (Janda & Abbott 2006).
Ce sont des agents pathogenes impliqués dans des infections nosocomiales sévéres
(pneumonies, infections urinaires, septicémies) notamment chez les patients immunodéprimés
(Abbott, 2007). La résistance aux antibiotiques est préoccupante, avec I’émergence de souches
produisant des béta-lactamases a spectre étendu et des carbapénémases (Podschun &
Ullman,1998).
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Le présent travail a porté sur ’analyse in vitro de ’effet synergique entre les extraits des
flavonoides totaux issus de deux plantes médicinales (T.vulgaris et O.basilicum) et des
antibiotiques de référence, contre des souches bactériennes pathogenes multi résistantes
(MDR). Les experimentations ont été réalisées au laboratoire de microbiologie et de

phytochimie du Centre de Recherche des Sciences Pharmaceutiques (CRSP).

. Matériels

I.1.Matériel biologique

1.1.1. Plantes médicinales

Les deux espéces medicinales étudiées, T. vulgaris et O. basilicum, ont été récoltées
respectivement en avril 2025 dans la région de Draa Ouled Salah (EI Milia, Jijel) et en mars
2025 dans la région de Tolga, wilaya de Biskra, Algérie. L’identification botanique des deux
plantes a été réalisée par Mme Kara Ali W., docteure a 1I’Université des Freres Mentouri
Constantine 1 et membre dans le Laboratoire de Biologie et de I’Environnement. Pour chaque
espece, les parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) ont été soigneusement nettoyees afin
d’¢éliminer toute impureté, puis séchées a ’'ombre, a ’abri de ’humidité et de la lumiére directe.
Apreés séchage, elles ont été broyées pour obtenir des poudres fines, stockées ultérieurement

dans des conditions adéquates en vue de 1’extraction des flavonoides totaux.

1.1.2. Souches bactériennes

Dans le cadre de I’évaluation de I’effet inhibiteur des extraits de flavonoides totaux issus
des plantes T. vulgaris et O. basilicum sur la résistance bactérienne aux antibiotiques, cing
souches bactériennes ont été sélectionnées. Il s’agit de trois souches a Gram négatif et de deux
souches a Gram positif, fréquemment impliquées dans diverses infections humaines. Ces
souches ont été isolées a partir d’échantillons cliniques collectés au niveau du laboratoire de
microbiologie de I’'Hopital Pédiatrique Mansourah Constantine, a partir des urines.
L’identification bactérienne a été réalisée selon les méthodes classiques de culture et de

classification microbiologique.

Le tableau suivant présente les différentes especes bactériennes testées, leur appartenance

taxonomique ainsi que leur origine :

@
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Tableau 11. Les espéces bacteriennes testées

Type de bactérie Espéce Famille Source
Bactéries a Gram Klebsiella pneumoniae Enterobacteriaceae | Echantillon clinique
negatif Escherichia coli Enterobacteriaceae | Echantillon clinique

Pseudomonas aeruginosa | Pseudomonadaceae | Echantillon clinique
Bactéries a Gram | Staphylococcus aureus Staphylococcaceae | Echantillon clinique
positif Bacillus cereus Bacillaceae Echantillon clinique

Les souches ont été stockees avant utilisation dans des conditions appropriées, a savoir
dans des tubes contenant 3 ml de gélose inclinée, conservés a tempeérature ambiante afin de

préserver leur viabilité.

1.1.3. Les antibiotiques utilises

Dans le cadre de cette étude, quatre antibiotiques (ATB) appartenant a des classes
pharmacologiques différentes ont été utilisés dans le but d’évaluer la résistance des souches
bactériennes isolées, ainsi que la potentialité des extraits flavonoidiques totaux a inhiber cette
résistance. Les antibiotiques testés sont :

» Amoxicilline : une B-lactamine a large spectre d’action, agissant par inhibition de la
synthese de la paroi bactérienne ;

» Doxycycline et Oxytétracycline : deux tétracyclines a large spectre, connues pour leur
capaciteé a inhiber la synthese protéique bactérienne ;

» Enrofloxacine : une fluoroquinolone de troisieme génération, agissant par inhibition de
I’ ADN-gyrase et de la topoisomérase 1V.

Ces ATB ont été choisis en raison de leur usage courant en médecine vétérinaire et
humaine, ainsi que pour leur représentativité des principales classes thérapeutiques. Ils ont été
employés seuls ou en association avec les extraits flavonoidiques afin d’évaluer I’effet potentiel

de ces derniers sur la modulation ou I’inhibition de la résistance bactérienne.

1.2. Réactifs chimiques

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés au cours de nos expériences. lls

ont tous été obtenus aupres de la société Sigma-Aldrich .

.
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1. Méthodes

I1.1. Préparation de I’extrait des flavonoides totaux

L’extraction des flavonoides, qu’ils soient sous forme aglycone ou glycosylée, a été
réalisée selon une méthode inspirée de celle décrite par (Harborne J. , 1998), en faisant macérer
un échantillon de 80 g de poudre végétale (incluant tiges, feuilles et fleurs) dans 1000 ml d’un
mélange méthanol/eau (7:3, v/v) pendant 24 heures ; aprés filtration, cette opération a été
répétée trois autres fois avec le méme solvant, la derniere macération ayant été effectuée sous
chauffage afin d’optimiser I’extraction; les différents filtrats ont ensuite €té réunis et concentrés
sous pression réduite a une température inférieure a 60 °C jusqu’a évaporation complete du
solvant ; le résidu sec obtenu a été remis en suspension dans de ’eau bouillante et laissé au
repos pendant toute une nuit avant d’étre filtré a ’aide d’un papier filtre pour éliminer les
impuretés insolubles ; la phase aqueuse claire ainsi obtenue a été soumise a une extraction
liquide-liquide avec du n-butanol dans une ampoule & décanter, conduisant a la formation de
deux phases (une phase organique supérieure et une phase aqueuse inférieure) ; cette derniére
a subi une seconde extraction avec le méme solvant pour maximiser la récupération des
flavonoides ; enfin, la totalité¢ de la phase organique a été concentrée a sec a 65 °C a I’aide d’un
évaporateur rotatif, puis lyophilisée pour obtenir une poudre séche constituant I’extrait des
flavonoides totaux utilisé dans la présente étude. Le schéma global de la procédure d’extraction

est illustré dans la Figure 7.
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11.2. Screening

Figure 7: Etapes d'extraction des flavonoides totaux

phytochimique

Le screening phytochimique des différentes classes de flavonoides ainsi que des

coumarines et des tanins a été réalisé sur I’extrait des flavonoides totaux (Tableau 12).

Tableau 12. Le Screening phytochimique des différentes classes de flavonoides

Métabolites Méthode Résultats attendus Références
Flavones Test de Shinoda : 1 mL Rose vif ou rouge (Harborne J. ,
d’extrait + limaille de foncé 1998)

magnésium (2—-3 morceaux) +
3-5 gouttes HCI concentré
(37%)

Flavonols (OH
libre en C3 ou C5)

Test au chlorure d’aluminium
(AICI3 2%) : 1 mL d’extrait + 1
mL AICl; (2%) dans 1’éthanol

Formation d’une
couleur jaune
lumineux

(Markham, K.R,
1982)

Flavanones B

Test au chlorure d’aluminium

Formation d’une

(Mabry, T.J. et

(AICI5 5%) : 1 mL d’extrait + 1 | couleur jaune al., 1970)
mL AICl; (5%) dans I’éthanol intense virant a
I’orange
Flavonols Test a I’ammoniaque diluée Jaune péle qui (Geissman,T.A.,
glycosylés (NH,OH) : 1 mL d’extrait + 2— | disparait avec HCI 1963)
3 gouttes de NH,OH (10%)
dans I’eau distillée
Flavonoides Test au borate de sodium Couleur jaune ou (Mabry, T.J. et
polyhydroxylés (NaBO; 1%) : 1 mL d’extrait + | fluorescence sous al., 1970)
1 mL NaBO, (1%) dans I’eau uv
distillée
Tanins 2 mL d’extrait + 3 gouttes de Formation d’une (Sofowora, A.,
FeCls (1%) couleur bleu-vert ou | 1993)
violette
Coumarines 2 mL d’extrait + 2 mL de Formation d’une (Evans,
chloroforme, exposition a la fluorescence vert ou | W.C.,2002)

lumiére UV

bleu
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11.3. Etude quantitative

11. 3.1. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides totaux présents dans I’extrait de T. vulgaris (FTTV) et
d’O. Basilicum (FTOB) a été réalisée a I’aide d’une méthode colorimétrique basée sur la
complexation des flavonoides avec le trichlorure d’aluminium (AICl3), entrainant I’apparition
d’une coloration mesurable par spectrophotométrie. Plus précisément, 1 mL de chaque extrait,
dissous dans le méthanol a une concentration appropriée, a été mélangé a 1 mL d’une solution
d’AlCl; a 2 % (préparée dans le méthanol). Aprés une incubation de 10 minutes a température
ambiante, I’absorbance du mélange a ¢ét€¢ mesurée a 430 nm. La quantification a été effectuée a
I’aide d’une courbe d’étalonnage construite a partir de la quercétine, utilisée comme étalon, a
des concentrations comprises entre 0 et 40 pg/mL, dans les mémes conditions expérimentales
que les extraits. Les résultats ont été exprimes en milligrammes équivalents de quercétine par

gramme d’extrait sec (mg EQ/g E), selon la méthode décrite par (Changet al., 2002).

0.9
0.8

0.7
0.6 y =0,016x + 0,238

2_
0.5 R%=0,959

0.4
03 + >
0.2
0.1
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50
concentration de quercétine pug/ml

Absorbance a430 nm

Figure 8 . Courbe d'étalonnage de la quercétine
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11.3.2. Dosage des polyphénols totaux

La quantification des polyphénols totaux présents dans les extraits de T. vulgaris (PTTV)
et O. basilicum (PTOB) a été réalisée en suivant la méthode du bleu de Prusse, décrite
initialement par (Butler, 1977) puis modifiée par (Graham, 1992). Cette méthode repose sur
I’oxydation du ferricyanure de potassium (KsFe(CN)e) par les composés phénoliques, générant
des ions ferreux (Fe*"). Ces derniers interagissent ensuite avec le chlorure ferrique (FeCl3) pour
former un complexe bleu intense, dit "bleu de Prusse", dont I’absorbance maximale est mesurée
a 700 nm.

En pratique, un volume de 0,1 ml d’extrait (dilué soit dans 1’eau distillée soit dans du
méthanol) est mélangé a 3 ml d’eau distillée. Aprés agitation, 1 ml de solution de ferricyanure
de potassium a 0,016 M est ajouté, suivi, une minute plus tard, de 1 ml de chlorure ferrique a
0,02 M dissous dans une solution d’HCI a 0,1 N. Apres 15 minutes d’incubation, 5 ml d’une
solution stabilisante (préparée avec 30 ml de gomme arabique a 1 %, 30 ml d’acide
phosphorique a 85 %, et 90 ml d’eau distillée) sont ajoutés. La lecture de 1’absorbance est
ensuite effectuée a 700 nm.

La concentration des polyphénols totaux est déterminée en utilisant une courbe
d’étalonnage établie avec de 1’acide gallique (dans une gamme de 0 a 2 pg/ml), et les résultats

sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg

EAG/g E).
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Figure 9. Courbe d'etalonnage d'acide gallique.
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11.4. Etude qualitative (Chromatographie sur couche mince)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode de séparation basée sur la
différence de migration des constituants d’un extrait en fonction de leur affinité relative pour la
phase mobile (généralement un mélange de solvants choisi selon le type de séparation
recherché) et la phase stationnaire (souvent constituée de gel de silice ou de polyamide). Bien
que cette technique ne permette pas une identification formelle des composés, elle fournit des
indications utiles, notamment a travers le rapport frontal (Rf) et la coloration des taches, qui

peuvent orienter vers une hypothese sur la structure des substances présentes.

11.4.1. Protocole de la CCM sur gel de silice

Les analyses ont éte réalisées a I’aide de plaques de gel de silice fixées sur un support

rigide en aluminium.

»> Dépot de I’échantillon : Un volume de 2 pl de I’extrait est déposé a I’aide d’une

micropipette sur la plaque, a environ 1,5 cm du bord inférieur.

> Deéveloppement chromatographique : Les plaques sont ensuite placées dans des cuves
contenant la phase mobile (systéme d’éluants) a environ 0,5 cm de hauteur. Les systemes

d’¢luants utilisés sont les suivants :
A. Acide acétique 20 %
B. Toluéne/Acétone (2/3)
C. Acétate d’éthyle/ Méthanol/ Eau (7/2/10)

> Observation : Aprés migration compléte et séchage a I’air, les plaques sont observées

sous une lampe UV a 254 nm et 365 nm.

Analyse visuelle : Les couleurs des spots ainsi que leurs distances de migration ont été

notées.

11.4.2. Calcul du rapport frontal (Rf)

Pour chaque spot observé, le facteur de rétention (Rf) a été calculé selon la formule suivante
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Rf= Distance parcourue par la substance / Distance parcourue par le solvant

L’association des valeurs de Rf avec les colorations observées fournit des indications
préliminaires sur la nature structurale des composés présents, notamment des substances

flavoniques.

IL.5. Evaluation de effet inhibiteur des flavonoides totaux des extraits de T.vulgaris et
O.basilicum contre la résistance aux antibiotiques — Méthode des disques

L’¢évaluation de I’effet inhibiteur des flavonoides totaux des extraits de deux plantes a
été realisée en suivant la méthode standardisée des disques diffusibles utilisée pour les
antibiogrammes, selon les recommandations de 1’Organisation Mondiale de la Santé. La
particularité de cette approche réside dans I'utilisation de disques imprégnés d’un mélange d’un

antibiotique et d’un extrait de flavonoides totaux (Bauer et al., 1966).

11.5.1. Milieu de culture

Le support utilisé pour les tests est la gélose Mueller-Hinton (MH), versee dans des boites
de Pétri sur une épaisseur uniforme de 4 mm. Les boites sont laissées a température ambiante

jusqu’a séchage complet avant utilisation.

I1.5.2. Préparation de I’inoculum

A partir de cultures pures agées de moins de 24 heures, développées sur un milieu solide,
des colonies bien isolées et morphologiquement similaires ont été prélevées a I’aide d’une anse
de platine. Celles-ci ont été suspendues dans 5 ml de solution physiologique stérile (NaCl 0,9
%), puis homogénéisées. La turbidité de la suspension a été ajustée pour correspondre a une
densité de 0,5 selon 1’échelle de McFarland (absorbance entre 0,08 et 0,10 a 625 nm).

11.5.3. Ensemencement
L’ensemencement a été réalisé dans les 15 minutes suivant la préparation de I’inoculum.

Apreés solidification du milieu Mueller-Hinton dans les boites de Pétri, un écouvillon
stérile a été imbibé de la suspension bactérienne, puis essoré contre la paroi interne du tube pour

¢liminer I’exces de liquide. La gélose a été ensemencée en passant 1’écouvillon sur toute sa
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surface, selon trois passages successifs en stries serrées, en tournant la boite de 60° a chaque

passage. Une derniere passe a été effectuée sur la périphérie du milieu.

Remarque : Pour chaque boite, un nouvel écouvillon doit étre rechargé pour garantir
I’uniformité.

11.5.4. Préparation des disques

Des disques de 6 mm de diameétre ont été découpés dans du papier Wattman n°3, puis

stérilisés a 121°C pendant 15 minutes a I’autoclave. Quatre types de disques ont été préparés :
» Disques antibiotiques seuls : imprégnés de 20 pl de solution ATB (4 mg/ml) ;

> Disques contenant uniquement D’extrait : imprégnés de 20 pl de Iextrait de

flavonoides totaux (20 mg/ml) ;

» Disques combinés extrait/antibiotique : imprégnés de 20 ul d’extrait (EFTTV ou
EFTOB) dissous dans le Diméthylsulfoxyde (DMSO) (20 mg/ml) et 20 pl d’antibiotique (4
mg/ml) ;

» Disques témoins négatifs : imprégnés uniqguement de DMSO.

Ces disques ont été déposés délicatement sur les milieux préalablement ensemencés.

11.5.5. Incubation et lecture

Les boites ont été pré-incubées a température ambiante pendant 30 minutes, puis
transférées en étuve a 37°C pour une incubation de 24 a 48 heures, en fonction de la souche

testée.

11.5.6. Critéres d’évaluation de diamétres d’inhibition et de typologie des

interactions synergiques

Les diamétres des zones d’inhibition (ZI), exprimés en millimétres, ont été mesures
autour de chaque disque apres incubation. Chaque essai a été réalise en triplicat, et les résultats
sont présentés sous forme de moyenne * écart-type (SD). L'interprétation de I’activité

antibactérienne a été effectuée selon les critéres suivants :
e Z1 <8 mm : souche résistante (-)

¢ 9 mm < ZI < 14 mm : activité moderée (+)
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¢ 15 mm < ZI < 19 mm : activité importante (++)
e 71> 20 mm : activité trés élevée (+++)

En ce qui concerne les disques combinés (ATB + extrait), le type d’interaction entre
les flavonoides totaux et les antibiotiques a été déterminé par comparaison avec les effets

individuels de chaque compose, selon les principes suivants :

« Synergie totale : la ZI combinée est significativement plus grande que la somme des

zones observées pour I’ATB et ’extrait s€parément.

« Synergie partielle : la ZI est Iégérement supérieure a I’effet le plus élevé observé

individuellement.

« Effet additif : la ZI combinée est approximativement égale a la somme des effets

individuels sans amélioration significative.

« Antagonisme : la ZI combinée est inférieure a I’effet de I’antibiotique ou de I’extrait

seul.

e Indifférence : la ZI combinée est comparable a I’une des deux zones individuelles,

sans gain d’efficacité.

11.6. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été realisées en triplicat. Les données obtenues sont présentees

sous forme de moyenne + déviation standard (n = 3).
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

Dans ce chapitre, nous présentons et analysons les résultats expérimentaux obtenus dans
le cadre de I’évaluation de I’effet des extraits flavonoidiques totaux issus de T. vulgaris et O.
basilicum sur la résistance bactérienne a plusicurs antibiotiques de référence. L’objectif
principal de cette étude était de déterminer si I’association de ces extraits avec des antibiotiques
pouvait moduler ou inhiber la résistance chez certaines souches pathogénes multi résistantes,
isolées a partir d’échantillons cliniques. Les tests réalisés in vitro ont permis de comparer, pour
chaque souche, les effets des antibiotiques seuls, des extraits seuls, ainsi que des combinaisons
extrait-antibiotique, en se basant sur les diamétres des zones d’inhibition. Une attention
particuliere a été portée a I’identification des interactions synergiques ou antagonistes, ainsi
qu’a la mise en évidence d’un éventuel effet modulateur des extraits sur les mécanismes de
résistance bactérienne. Les résultats obtenus seront discutés a la lumiére des données de la
littérature récente, en lien avec la composition phytochimique révélée des extraits et les profils

spécifiques de sensibilité des souches testees.

I. Rendement d’extraction des flavonoides totaux

Le rendement d’extraction des flavonoides totaux de T.vulgaris (EFTTV) et O.basilicum
(EFTOB), obtenue selon la méthode de (Harborne, J.B., 1975), a été calculé par rapport au
poids sec de la poudre végétale. Le résultat du rendement a été exprimé en pourcentage (%)
(Figure 10).

mEFTTV 1310
Résidus de 12 plante

mEFTOE
Résiduzd= la plante

70905 06.18 %

Figure 10. Le pourcentage de rendement EFTTV et EFTOB

L’analyse du rendement d’extraction des flavonoides totaux, obtenue selon la méthode
de (Harborne, J.B.,1975), montre une nette différence entre les deux especes végétales étudiées.
Le rendement enregistré pour T.vulgaris s’éléve a 20,1 %, tandis que celui d’O.basilicum est

beaucoup plus faible, avec seulement 3,82 %. Cette différence significative peut étre interprétée
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comme une indication de la richesse intrinséque du thym en composés phénoliques, en
particulier en flavonoides, ce qui corrobore les résultats rapportés par (Anwar, 2021), qui a
obtenu un rendement de 21,6 % a I’aide d’un solvant hydro-alcoolique (80 % éthanol), trés
proche de celui observé dans notre étude. En revanche, (Mehmood et al., 2015) ont noté un
rendement bien inférieur (9,64 %) en utilisant une extraction aqueuse, soulignant ainsi
I’importance du choix du solvant sur la récupération des métabolites secondaires.

Concernant le basilic, le rendement observé (3,82 %) est comparable a ceux obtenus par
(Yasser, 2021) avec des solvants organiques moins polaires, tels que le dichlorométhane (2,93
%) et P’acétate d’éthyle (2,30 %).Toutefois, ce méme auteur a rapport¢ un rendement
méthanolique bien plus élevé (28,61 %), illustrant une fois de plus I’impact majeur de la polarité
du solvant sur I’efficacité de I’extraction. En effet, les solvants polaires comme le méthanol ou
les mélanges méthanol/eau sont plus efficaces pour extraire les flavonoides hydrosolubles,
notamment les flavonols, flavanones et flavonoides polyhydroxylés détectés dans nos extraits.

Outre la nature du solvant, d’autres facteurs peuvent expliquer les écarts observes dans
les rendements d’extraction. La partie de la plante utilisée joue un role crucial : les feuilles sont
souvent plus concentrées en flavonoides que les tiges ou les fleurs (Fadili et al., 2015). De plus,
la méthode d’extraction, les conditions expérimentales (température, durée de macération,
agitation), ainsi que les conditions de récolte (période, localisation géographique, composition
du sol, ensoleillement) influencent de maniere notable la concentration finale des extraits
(Salehi et al., 2016).En résumé, le rendement élevé obtenu avec T. vulgaris témoigne de son
potentiel phytothérapeutique et justifie son utilisation fréquente comme source de flavonoides
bioactifs. A I’inverse, le rendement modeste du basilic dans cette étude pourrait étre amélioré
par loptimisation des parametres d’extraction, en particulier le choix du solvant et

I’enrichissement en feuilles.

I1. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont révélé la présence de divers types des flavonoides, comme

illustré dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 13. Résultats de screening phytochimique des EFTTV et EFTOB

Métabolites EFTTV | EFTOB Couleur

Flavone + ++ Rose vif

Flavonols (-OH libre sur Cs ou + ++ couleur jaune lumineux

Cs)

Flavonols glycosylés - + Jaune péle disparait avec HCI
dans EFTOB

Flavonoides polyhydroxylés + + jaune

Flavanones B - + Couleur jaune intense virant a
I’orange dans EFTOB

Coumarines - - /

Tanins + +++ couleur bleu vert

L’analyse phytochimique des extraits (EFTTV) et (EFTOB) a permis de mettre en
évidence la présence de divers métabolites secondaires, avec une richesse plus marquéee dans

I’extrait de 1’O.basilicum.

La détection des Flavones dans les deux extraits, avec une intensité plus importante dans
celui du basilic, confirme les observations rapportees par (Kumar, 2020) et (Jain, 2022), qui ont
documenté la présence de ces composés dans les deux espéeces. De méme, les flavonols a
groupements hydroxyles libres (en position C3 ou C5) ont été détectés dans les deux cas, ce qui
est en accord avec les résultats de (Ghasemzadeh et al., 2016), soulignant leur réle antioxydant

majeur.

Les flavonols glycosylés n'ont été détectés que dans O. basilicum, ce qui contraste avec
les travaux de (Wang et al., 1998), qui les ont isolés également dans T. vulgaris. Cette
divergence peut s’expliquer par des différences dans les protocoles d’extraction, les conditions

écologiques ou encore la variabilité chimique intra spécifique.

Les flavonoides polyhydroxylés ont éte révélés dans les deux extraits, confirmant les
résultats de (Foroughi et al., 2024) concernant T. vulgaris et ceux de (Ghasemzadeh et al.,
2016) pour O. basilicum, qui mentionnent notamment la quercétine comme flavonoide

majoritaire.

La flavanone B (comme la naringénine) a été détectée uniquement dans O. basilicum,

bien qu'elle ait été identifiée dans les deux plantes par (Ayoub et al.,2022) et (Ciriello et
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al.,2022). L'absence de ce composé dans le thym pourrait étre liee a des facteurs
environnementaux, a la méthode d’extraction ou a la période de récolte, influencant la

biosynthése des métabolites secondaires.

Concernant les coumarines, leur absence dans nos extraits contraste avec les résultats de
(Elsherif, 2023), qui les a rapportées dans T. vulgaris. Il est possible qu’elles soient présentes
en concentrations faibles, non détectées par les méthodes utilisées. Elles sont souvent associées
a d’autres composés phénoliques, tels que les flavonoides et I’acide rosmarinique, comme le

souligne (Dong et al., 2013).

Enfin, les tanins ont été détectés dans les deux extraits, avec une concentration plus élevée
dans O. basilicum. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par (khaled.M.E, 2023) et

(Shaban, 2015), soulignant la richesse de ces plantes en composés phénoliques.

Ces résultats confirment que les deux plantes étudiées constituent une source intéressante
de composes phénoliques, notamment les flavonoides, avec une richesse plus marquée pour O.
basilicum. Cela justifie leur utilisation traditionnelle et encourage leur valorisation en tant

qu'agents bioactifs d'intérét pharmacologique.

I11. Etude quantitative

Pour caractériser les extraits des flavonoides totaux obtenus a partir des parties aériennes
de T. vulgaris et O. basilicum, une quantification des flavonoides et des polyphénols totaux a
été realisée. Ce choix repose sur I'importance biologique reconnue de ces composés, notamment
leurs propriétés antioxydantes, antibactériennes et anti-inflammatoires. Les flavonoides, en
particulier, constituent une classe majeure de polyphénols, largement étudiée pour ses effets

bénéfiques sur la santé humaine.

I11. 1. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides totaux dans les extraits des parties aériennes de Thymus
vulgaris et Ocimum basilicum a été effectuée par spectrophotométrie UV-Visible selon la
méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium (AIClz). Une courbe d’étalonnage a été
générée a partir de solutions standards de quercétine (0—40 pg/mL), dont les absorbances ont
été mesurées a 430 nm. Les concentrations en flavonoides totaux ont été déterminées par
interpolation sur la droite d’étalonnage Y = 0,016x + 0,238 R? = 0,959 / (R? > 0,99) et

exprimées en mg d’équivalents quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g) (cf. Figure 11).
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Figure 11. Teneur en flavonoides totaux ( exprimée en mg EQ/g d'extrait sec mg EQ/g) dans les
EFTTVetlI' EFTOB
Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

111.2. Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénols totaux des extraits flavonoidiques de T. vulgaris et O. basilicum
a été évaluée par la méthode du bleu de Prusse (Price & Butler, 1977); (Graham, 1992), avec
I’acide gallique comme étalon. La mesure d’absorbance a ¢été effectuée a 700 nm. La courbe
d’étalonnage générée suit 1’équationY = 0,004x + 0,112 (R? = 0,965).
Les concentrations ont été expriméees en mg équivalent acide gallique par gramme de matiere

seche (mg EAG/g extrait sec) et illustrées dans la figure 12.
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Figure 12. Teneur en polyphénols totaux (exprimée en mg EQ/g d'extrait sec mg EQ/g) dans les
EFTTV et EVTOB
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Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Les résultats obtenus dans cette étude révelent une différence marquée dans la
composition en métabolites secondaires, notamment en flavonoides et polyphénols totaux, entre
les extraits butanoliques d’O.basilicum (EFTOB) et de T. vulgaris (EFTTV). L’extrait d’O.
basilicum se distingue par une teneur particulierement élevée en flavonoides (83,437 mg EQ/q)
et en polyphénols totaux (218,22 mg EAG/g), comparativement a T. vulgaris (13,375 mg EQ/g
et 100,88 mg EAG/g, respectivement). Ces résultats confirment les données de la littérature,
qui soulignent la richesse en composés phénoliques de cette espece. Par exemple, (Kwee &
Niemeyer, 2011) ont rapporté des teneurs en polyphénols totaux comprises entre 100 et 250 mg
EAG/g selon le solvant utilisé, tandis que (Sellamuthu et al., 2013) ont observé des
concentrations en flavonoides de 75 a 90 mg EQ/g dans des extraits méthanoliques. En outre,
(Lee et al., 2005) ont identifié dans cette espece des composés bioactifs majeurs tels que 1’acide
rosmarinique, la lutéoléine et I’apigénine, connus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-

inflammatoires et antibactériennes (Panche et al.,2016).

En revanche, I’extrait de T. vulgaris présente un contenu phénolique plus modeste, ce qui
corrobore les résultats de (Ghasemi Pirbalouti et al., 2011), qui ont rapporté des teneurs en
flavonoides allant de 10 a 20 mg EQ/g, et ceux de (Zgheib et al., 2022), qui ont mesuré des
teneurs en polyphénols totaux comprises entre 80 et 120 mg EAG/g selon le solvant utilisé.
Cette différence notable peut s’expliquer par la diversité phytochimique intrinséque aux deux
especes, influencée par des facteurs génétiques et environnementaux, tels que 1’origine
géographique, le stade phénologique, les conditions de culture, ainsi que la méthode
d’extraction employée (Dai & Mumper, 2010) ; (Dewanto et al., 2002). Le choix du butanol,
un solvant de polarité intermédiaire, s’avere ainsi particulieérement pertinent pour I’extraction

préférentielle des flavonoides.

La richesse en flavonoides de I’extrait d’O.basilicum est d’un intérét particulier dans le
cadre de cette étude, qui vise a explorer le potentiel synergique entre des extraits végétaux riches
en composés phénoliques et des antibiotiques conventionnels, face a des souches bactériennes
multi résistantes (MDR). Plusieurs recherches ont en effet mis en évidence la capacité de
certains flavonoides a moduler la résistance bactérienne, notamment par 1’inhibition des
pompes d’efflux, ’augmentation de la perméabilité membranaire ou I’interférence avec les
mécanismes enzymatiques de résistance (Cushnie & Lamb, 2011); (Abreuet al., 2012)

(Saracino et al.,2021). De ce fait, ’extrait flavonoidiques d’O. basilicum pourrait induire une
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interaction synergique plus marquée avec les antibiotiques, comparativement a celui de T.
vulgaris, dont I’activité antibactérienne semble davantage attribuable a la présence d’huiles
essentielles telles que le thymol et le carvacrol. Ces observations renforcent I’hypothése selon
laquelle I’association de composés naturels a des antibiotiques pourrait constituer une stratégie
innovante pour restaurer ou potentialiser I’efficacité des traitements antibiotiques, dans un

contexte ou I’antibiorésistance représente une menace croissante pour la santé publique.

111.3. Analyse chromatographique des flavonoides par CCM

L’analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) a été employée pour mettre en
évidence la composition flavonoidiques des extraits butanoliques de T. vulgaris et O. basilicum.
Cette methode repose sur la migration différentielle des composes sur une phase stationnaire
de silice activée, selon leur polarité relative et leur affinité pour la phase mobile. L’identification
des flavonoides a été réalisée par observation des taches sous UV a 254 nm et 365 nm, en
croisant les couleurs et les valeurs de Rf obtenues avec celles décrites dans la littérature
(Harborne & Williams, 2000); (Markham, 1982); (Justesen, 2001).

Les résultats détaillés de 1’analyse chromatographique des flavonoides sont présentés
dans les tableaux et les figures ci-dessous (Tableau 14 et 15), indiquant les valeurs de Rf, les
couleurs observées ainsi que les types de flavonoides presumeés selon les reférences

bibliographiques.

Tableau 14. Caractéristiques chromatographiques des flavonoides d’EFTTV

Systeme  éluant Rf Couleurs Flavonoides classe Réference
(phase mobile) des spots présumés
(UV
254/365)
Toluene/Acétone  Spotl:0.38 Jaune Lutéoline, Flavones (Harborne J.
(2:3) Spot2 :0.83 Jaune Apigénine , 1998) ;
(Marbry et
al.,1970)
Acétate/Méthanol/ 0.33 Jaune Diosmétine Flavones (Markham,
Eau (15:1:0.5) méthoxylées 1982);
(Wagner,
1996)
Acide acétique 0.77 spot Quercétine-  Flavonols (Wagner &
20% violet 3-0 glycosylés  Bladt, 1996)
glucoside
Chloroforme/ 0.89 Bleu - Naringeénine, Flavanones  (Justesen,
Méthanol (2 :8) violet Hespérétine 2000);
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(Marbry et
al.,1970)

Tableau 15 . Caractéristiques chromatographiques des flavonoides d’EFTOB

Systeme  éluant Rf Couleurs  Flavonoides classe Référence
(phase mobile) des spots présumés
(UV
254/365)
Toluéne/Acétone  0.50 Bleu - Lutéoline, Flavones (Harborne J. ,
(2:3) violet Apigénine 1998);
(Marbry et
al.,1970)
Acétate/Méthanol/ 0.27 Violet Diosmétine Flavones (Markham,
Eau (15:1:0.5) clair méthoxylees 1982);
(Wagner &
Bladt, 1996)
Acide acétique 0.58 spots Quercétine-  Flavonols (Wagner &
20% violets 3-0 glycosylés  Bladt, 1996)
glucoside

L’analyse chromatographique par CCM a permis d’identifier plusieurs types de
flavonoides dans 'EFTTV et ['EFTOB), mettant en évidence une diversité structurale et
fonctionnelle notable. Les résultats obtenus (Tableaux 14 et 15) montrent que les deux extraits
contiennent des flavonoides appartenant principalement aux classes des flavones, flavonols
glycosyles et flavanones, mais avec des profils chromatographiques légérement différents selon

la plante.

Chez T. vulgaris, la présence de taches jaunes sous UV avec des valeurs de Rf de 0,38 et
0,83 dans le systeme Toluene/Acétone indique fortement la présence de lutéoline et
d’apigenine, deux flavones largement rapportées dans les especes du genre Thymus (Harborne
J., 1998); (Marbry et al.,1970). L’identification de la Diosmétine & Rf = 0,33 dans le systéeme
Acétate/Méthanol/Eau confirme également la présence de flavones méthoxylées, connues pour
leur activité antioxydante et modératrice de résistance bactérienne (Markham, 1982)et (Wagner
& Bladt, 1996). De plus, les taches violettes a Rf = 0,77 en acide acétique 20 % suggeérent la
présence de quercétine-3-O-glucoside, un flavonol glycosylé reconnu pour ses effets

synergiques avec les antibiotiques (Justesen, 2001). Enfin, les taches bleu-violet observées a Rf
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flavanones telles que la naringénine et I’hesperétine, dont l'activité antibactérienne a été
largement démontrée (Justesen, 2001); (Cushnie & Lamb, 2011).

Dans I’extrait EFTOB d’O. basilicum, une configuration similaire a été observée, mais
avec des valeurs de Rf Iégérement inférieures et des intensités chromatiques plus marquées dans
certains systemes, ce qui pourrait indiquer une concentration plus élevée en certains
flavonoides. Par exemple, la présence de lutéoline et apigénine a Rf = 0,50 est compatible avec
les données rapportées pour les feuilles de basilic riches en flavones (Bais et al., 2012). La
diosmétine identifiée a Rf = 0,27 ainsi que la quercétine-3-O-glucoside a Rf = 0,58 confirment
un profil similaire a celui de T. vulgaris, mais potentiellement plus concentré, comme suggéré

par la coloration plus intense des spots.

Ces résultats sont en accord avec les données phytochimiques disponibles dans la
littérature. Par exemple, dans une étude comparative, (Ghasemi Pirbalouti et al., 2011) ont
identifié des concentrations significatives de flavonoides méthoxylés dans T. vulgaris, tandis
que (Abreu et al., 2012) et (Zgheib et al ., 2022) ont mis en évidence une diversité plus large et

une teneur plus élevée en flavonoides glycosylés dans O. basilicum.

I11.4. Résultats de I’effet des flavonoides totaux des extraits de T.vulgaris et O.basilicum
contre la résistance aux antibiotiques — Méthode des disques

Parmi les souches bactériennes étudiées, toutes ont montré une sensibilité variable vis-a-
vis des (ATB) testés, que ce soit en usage seul ou en combinaison avec les extraits de
flavonoides totaux (EFTTV) et (EFTOB). Toutefois, deux souches ont présenté une résistance
marquée a certains antibiotiques : Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis de 1’amoxicilline, et
Escherichia coli vis-a-vis de I’amoxicilline également. L’étude de ’effet combiné des extraits
de flavonoides et des antibiotiques sur ces souches résistantes a permis de mettre en évidence
une activité potentialisatrice des extraits, révélant des interactions de type synergiques ou
additifs, selon les associations testées. Les résultats detaillés sont présentés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 16 . Effet des extraits de flavonoides totaux (EFTTV et EFTOB) sur les souches

résistantes

Souche ATB ZI ZI ZlI (Cm) ZI ZlI (Cm) Effet de
bactérienne (Cm) (Cm) ATB - (Cm) ATB - Pextrait
EFTTV) EFTOB)

o
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ATB EFTT EFTO
seul Vv B
Pseudomona Amoxicilline / 240,09 2.2+0,2 3+0,1 3.2+0,08 Réduction
S aeruginosa Résista de la
nte résistance
Escherichia  Amoxicilline / 1.5+0,0 2.1+0,04 1.8+0,0 2.2+0,09 Réduction
coli Résista 8 9 de la
nte résistance

Les résultats obtenus mettent en évidence une réduction significative de la résistance chez
les deux souches testées, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli, aprés association de
I’amoxicilline avec les extraits butanoliques riches en flavonoides totaux de T.vulgaris
(EFTTV) et O. basilicum (EFTOB). Ces souches, initialement résistantes a I’amoxicilline
(absence de zone d’inhibition), ont montré une restauration partielle de la sensibilité lors de

I’association avec les extraits végétaux.

Par exemple, chez P. aeruginosa, aucune inhibition n’est observée avec ’amoxicilline
seule (ZI = 0 cm), tandis que I’ajout d’EFTTV augmente la ZI a 2.2+0,2 cm, et '’EFTOB a
3.2+0,08 cm. Une évolution similaire est notée pour E. coli, avec une zone d’inhibition passant
de 0 cm (ATB seul) a 2.1+0,04 cm (ATB+EFTTV) et 2.2+0,09 cm (ATB+EFTOB). Ces
augmentations traduisent un effet modulateur, suggérant une interaction synergique partielle

entre les flavonoides et I’antibiotique.

L’interprétation de ces résultats s’appuie sur la composition phytochimique des extraits
testés. L’extrait d’O.basilicum se distingue par une teneur nettement plus élevée en flavonoides
(83,437 mg EQ/g) et en polyphénols totaux (218,22 mg EAG/g) comparée a celui de T. vulgaris
(13,375 mg EQ/g et 100,88 mg EAG/g respectivement). Cette richesse est corroborée par la
présence de flavonols glycosylés, de flavanones comme la naringénine, et de flavonoides
polyhydroxylés tels que la quercétine, absents ou faiblement exprimeés dans T. vulgaris (Ayoub
et al., 2012) ; (Ghasemzadeh et al., 2016).

Ces composés sont connus pour leurs propriétés antibactériennes et leur capacité a
potentialiser I’activité des antibiotiques en agissant via différents mécanismes : inhibition des
pompes d’efflux, perturbation de la perméabilité membranaire, et inhibition d’enzymes
impliquées dans la résistance (Cushnie & Lamb, 2011); (Abreu et al., 2012) ; (Saracino et al.,

2021). Notamment, la quercétine a été identifiée comme inhibiteur potentiel de la pompe
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MexAB-OprM de P. aeruginosa (Vasquez et al., 2018) , ce qui pourrait expliquer

I’augmentation observée de la sensibilité a I’amoxicilline dans notre étude.

En outre, l'effet plus modeste de l'extrait de T. vulgaris pourrait étre attribué a sa
composition chimique moins riche en flavonoides, son activité antibactérienne étant
principalement due a des composés volatils comme le thymol et le carvacrol. Cette différence
dans la composition explique probablement la variabilité observée dans I’amplitude des effets

modulateurs.

Les résultats obtenus sont cohérents avec plusieurs études antérieures ayant démontré
I’effet potentialisateur de certains extraits flavonoidiques. (Djeussi et al., 2013) Ont rapporté
une activité antibactérienne accrue contre des souches multi résistantes grace aux extraits
d’Ocimum gratissimum, tandis que (Nobrega et al., 2020) ont observé une restauration de

’activité de la ciprofloxacine en présence de flavonoides issus d’Eugenia uniflora.

Enfin, il est important de noter que I’efficacité accrue de 'EFTOB pourrait également
étre lie a la présence combinée d’autres métabolites secondaires tels que les tanins, identifiés
en plus grande quantité dans cet extrait, et connus pour renforcer I'effet des polyphénols sur les

membranes bactériennes (Borges et al., 2013).

L’association des extraits flavonoidiques totaux, en particulier celui d’O.basilicum, avec
I’amoxicilline permet une restauration partielle de 1’activité antibactérienne face a des souches
initialement multi résistantes. Ces résultats soulignent 1’intérét potentiel de combinaisons
phytochimiques-antibiotiques comme stratégie alternative ou adjuvante pour lutter contre

I’antibiorésistance, notamment chez des pathogénes tels que P. aeruginosa et E. coli.

I11.5. Etude de Pintéraction entre les extraits flavonoidiques (EFTTV, EFTOB) et les
antibiotiques sur des souches bactériennes sensibles :

L’interaction entre les extraits flavonoidiques totaux de T. vulgaris et O. basilicum avec
différents antibiotiques a été évaluée sur des souches bactériennes sensibles. Ces associations
peuvent jouer un rdle préventif important en limitant 1’apparition de résistances bactériennes,
notamment par la réduction des doses nécessaires d’antibiotiques, ce qui diminue la pression
de sélection sur les microorganismes. Les résultats obtenus sont présentés dans les
tableaux et les figures qui regroupent les zones d’inhibition des extraits seuls, des antibiotiques
seuls, ainsi que celles observées pour les combinaisons. L’analyse de ces valeurs permet de

déterminer la nature de I’interaction (synergie totale, partielle, additif ou antagonisme).
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Tableau 17 . Effets combinés de I’ EFTTV et des antibiotiques sur des souches bactériennes
sensibles.

Souche Antibiotique Zone Zone ATB Zone Interaction
bactérienne extrait (cm) combinée
_(cm) _ (cm)
Amoxicilline 210,07 4.5+0,09 4.5+0,09 Additif
Bacillus cereus. Oxytétracycline 2+0,1 50,08 70,09 Synergie
totale
Doxycycline 20,07 50,05 50,07 Additif
Oxytétracycline 30,2 4.5+0,09 5+0,06 Additif
Escherichia coli  Doxycycline 3+0,05 4+0,05 5+0,03 Synergie
partielle
Enrofloxacine 1.5+0,1 20,07 2.3+£0,07 Synergie
partielle
Amoxicilline 20,3 3+0,09 4+0,1 Synergie
Klebsiella partielle
pneumoniae Oxytétracycline 20,08 4.5+0,08 50,05 Additif
Doxycycline 1.5+0,2 3+0,08 5+0,08 Synergie
totale
Doxycycline 1.8+0,09 40,09 4.5+0,06 Synergie
Pseudomonas partielle
aeruginosa Oxytétracycline 20,04 4+0,01 50,1 Synergie
partielle
Amoxicilline 1.5+0 20,08 4+0,2 Synergie
Staphylococcus partielle
aureus Oxytétracycline 30,02 4+0,02 4+0,09 Additif
Doxycycline 340,01 4+0,07 5+0,04 Synergie
partielle
Enrofloxacine 1.5+0,1 210,12 2.3+0,06 Synergie
partielle
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B.cereus S.aureus

K. pneumeumoniae.

Figurel3. Photo du résultat de I’effet additif de I’ EFTTV et Oxytétracycline sur des bactéries
E : Extrait A : Antibiotique S : Synergie D : DMSO

Tableau 18 . Effets combinés de I’ EFTOB et des antibiotiques sur des souches bactériennes

sensibles.

Souche Antibiotique Zone Zone Interaction

bactérienne extrait combinée
(cm) (cm)

Amoxicilline 340,14 45+0,09 5.5+0,1 Synergie
Bacillus cereus partielle
Oxytétracycline 30,07 45+0,11  2.5+0,09 Antagonisme
Doxycycline 3+0,2 55+0,05  5+0,12 Additif
Oxytétracycline 210,08 4.5+0,03  4+£0,05 Additif
Escherichia coli  Doxycycline 2+0,09 440,06 3.5+0,1 Antagonisme

E
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Enrofloxacine 2.1+0,4 1.4+0,2 3.5+0,4 Synergie
totale
Klebsiella Amoxicilline 1.5+0,1 3.5+0,3 4.5+0,08 Synergie
pneumoniae partielle
Oxytétracycline 20,07 40,03 4.5+0,2 Additif
Doxycycline 2.310,3 3+0,1 3+0,09 Additif
Pseudomonas Doxycycline 2.5+0,05 4+0,4 5+0,3 Synergie
aeruginosa partielle
Oxytétracycline 2+0,03 3+0,08 4+0,08 Additif
Staphylococcus ~ Amoxicilline 2.5+0,3 2.5+0,3 50,7 Synergie
aureus totale
Oxytétracycline 2+0,4 4+0,06 5+0,1 Synergie
partielle
Doxycycline 2+0,04 3.7£0,09  4+0,2 Additif
Enrofloxacine 2+0,05 1.8+0,02  3.5+0,07 Synergie
totale

E.coli .

K. pneumoniae.

B.cereus.

Figurel4. Photo du résultat de I’effet synergie totale de EFTOB et Enrofloxacine sur des

bactéries.
E : Extrait A : Antibiotique S : Synergie D : DMSO
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Les données montrent que ’EFTOB a présenté une efficacité supérieure a celle de T.
vulgaris PEFTTV en termes d’interactions synergiques, notamment en association avec
I’amoxicilline et ’enrofloxacine contre S. aureus et E. Coli. Ces observations rejoignent les
résultats de (Borges et al., 2013) et (Zgheib et al., 2022), qui ont mis en évidence une forte
synergie entre les flavonoides d’O.basilicum et certains ATB, en particulier les $-lactamines et
les fluoroquinolones. En revanche, bien que T. vulgaris présente une activité antibactérienne
intrinseque, ses interactions avec les ATB ont été globalement plus limitées a des effets additifs,
ce qui corrobore les résultats de (Ghasemi Pirbalouti et al., 2011), soulignant une efficacité

modérée des extraits flavonoidiques de cette espece hors contexte des huiles essentielles.

Les données chromatographiques confirment ces résultats : le profil flavonoidique plus
riche et plus diversifi¢ de PTEFTOB pourrait expliquer sa meilleure capacité a potentialiser
Iactivité antibiotique, notamment par une action synergique marquée. A I’inverse, le spectre
plus limité des flavonoides dans ’EFTTV se refléte dans des effets majoritairement additifs, ce
qui corrobore les tendances observées dans les tests d’interactions. Cette cohérence entre la
composition phytochimique et I’activité biologique souligne I’importance de la richesse en

flavonoides actifs dans I’optimisation des stratégies combinatoires.

Sur le plan biologique, la nature des flavonoides identifiés dans les extraits est
particulierement significative pour comprendre leur mode d’action antibactérien. Les flavones,
telles que la lutéoline et I’apigénine, sont bien connues pour leur capacité a inhiber la formation
de biofilms, a perturber la perméabilité de la membrane bactérienne, ainsi qu’a moduler
I’expression des genes de résistance, ce qui fragilise les bactéries face aux agents antibactériens
(Cushnie & Lamb, 2011) ; (Djeussi et al., 2013). De leur c6té, les flavonols glycosylés comme
la quercétine-3-0-glucoside sont largement documentés pour leur capacité a exercer un effet
synergique marqué avec les antibiotiques f-lactamines et les fluoroquinolones, notamment par
inhibition des pompes d’efflux et renforcement de I’accumulation intracellulaire des
antibiotiques (Vasquez et al ., 2018). Les flavanones, quant a elles, telles que la naringénine et
I’hespérétine, sont souvent associées a une inhibition directe d’enzymes essenticlles comme la

DNA gyrase, bloguant ainsi la réplication bactérienne (Poole, 2004).

L’analyse mécanistique permet de mieux comprendre ces effets. Les flavonoides présents
dans EFTOB agissent selon plusieurs voies complémentaires : ils augmentent la perméabilité
membranaire, facilitant I’entrée des antibiotiques dans la cellule bactérienne (Cushnie & Lamb,

2011) ; inhibent les pompes d’efflux responsables de I’élimination active des ATB (Vasquezet
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al., 2018) ; et chélatent des ions métalliques comme le Zn*" ou le Mg?', essentiels a 1’activité
enzymatique de protéines telles que les B-lactamases, réduisant ainsi la capacité bactérienne a
inactiver les antibiotiques (Saracino., 2021). Par ailleurs, certains flavonoides interferent
directement avec les enzymes cibles comme la DNA gyrase, ou modulent I’expression des
génes impliqués dans la virulence et la formation de biofilms (Djeussi & al., 2013), rendant les

bactéries plus vulnérables, méme en 1’absence de résistance génétique.

L’observation de quelques interactions antagonistes, telles que celles entre EFTOB et
I’Oxytétracycline sur Bacillus sp, illustre cependant I’importance d’une sélection rigoureuse
des associations thérapeutiques. Certaines combinaisons peuvent générer des effets contraires

en raison d’interactions chimiques ou de modifications des sites d’action.

Au-dela de leur role curatif, ces associations extraits-antibiotiques présentent un interét
prophylactique fondamental. En permettant de maintenir une activité antibactérienne a des
doses réduites d’antibiotiques, elles limitent I’exposition prolongée des bactéries a ces agents,
réduisant ainsi la pression de sélection qui constitue le principal moteur de 1’émergence de
résistances (Abreu et al., 2012). Cette réduction de la pression sélective diminue la probabilité
de mutations spontanées ou de transferts horizontaux de génes de résistance. De plus, une telle
stratégie diminue le risque de sélection silencieuse de clones résistants dans les milieux
hospitaliers, vétérinaires ou agricoles. Comme 1’ont souligné (Poole, 2004) et (Zgheibet al.,
2022), ’adjuvantation phytothérapeutique peut jouer un role dans la préservation de I’efficacité

des antibiotiques existants, en ralentissant la dissemination des résistances acquises.

Les résultats obtenus ici démontrent clairement que méme chez des souches sensibles,
une modulation pharmacologique par des extraits flavonoidiques est possible, mesurable et
scientifiguement justifiée. Leur intégration raisonnée dans des protocoles thérapeutiques

constitue une voie vers une medecine plus durable et respectueuse du vivant.

)
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Conclusion et perspectives

Face a I’augmentation préoccupante des cas de multirésistance bactérienne, la recherche de
stratégies alternatives ou complémentaires aux antibiotiques conventionnels s’impose comme une
priorité de santé publique mondiale. Dans ce contexte, 1’exploration des métabolites secondaires
d’origine végétale, notamment les flavonoides, constitue une piste innovante et prometteuse. La présente
étude s’est inscrite dans cette dynamique en évaluant le potentiel modulateur des extraits flavonoidiques
totaux issus de Thymus vulgaris (EFTTV) et Ocimum basilicum (EFTOB) sur la résistance bactérienne
a différents antibiotiques.

Les résultats obtenus ont permis de démontrer que ces extraits possédent une activité modulatrice
mesurable, aussi bien sur des souches multirésistantes que sur des souches sensibles. L’analyse
phytochimique a révélé une richesse et une diversité structurale importante, notamment dans I’extrait
de O. basilicum, marqué par une teneur élevée en flavonoides et polyphénols, et la présence de composés
bioactifs tels que la lutéoline, ’apigénine et la diosmétine. Sur le plan biologique, 1’association de ces
extraits avec des antibiotiques comme I’amoxicilline a induit des effets synergiques ou additifs,
traduisant une restauration ou un renforcement significatif de 1’activité antibactérienne, en particulier

contre Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.

Ces observations confortent I’hypothése selon laquelle certaines molécules d’origine végétale
peuvent interagir avec les mécanismes de résistance bactérienne, qu’il s’agisse de la perméabilité
membranaire, des efflux ou de l'inhibition enzymatique, et ainsi contribuer a restaurer l'efficacité des
antibiotiques conventionnels. Une telle modulation pharmacologique, lorsqu’elle est rationnellement
intégrée dans un protocole thérapeutique, pourrait permettre de réduire les doses administrées, de limiter

la pression de sélection et de ralentir 1’apparition de résistances acquises.

A la lumicére de ces résultats, plusieurs perspectives de recherche s’imposent :

» L’isolement, la purification et la caractérisation structurale des flavonoides responsables de
I’activité modulatice afin d’identifier les composés les plus actifs et d’¢lucider leurs mécanismes

d’action précis au niveau moléculaire ;

» La conduite d’études in vivo, indispensables pour évaluer l'efficacité thérapeutique, la

toxicocinétique, la biodisponibilité et la sécurité des extraits chez I’animal puis chez I’homme ;

» Le développement de formulations pharmaceutiques combinées, intégrant des extraits
flavonoidiques standardisés et des antibiotiques a spectre ciblé, en vue d’applications cliniques ou
vétérinaires ;

» L’élargissement de I’étude a d’autres espéces végétales médicinales et a des familles

d’antibiotiques variées, afin d’explorer la portée générale de ce type d’approche synergique ;

o



Conclusion et perspectives

Ainsi, cette recherche s’inscrit dans une perspective plus large de promotion d’une
pharmacothérapie durable et écologiquement responsable, fondée sur la valorisation des ressources
naturelles et 1’optimisation de 1’usage des antibiotiques dans un contexte de lutte contre

I’antibiorésistance.
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RESUME
Analyse in vitro de I’interaction synergique entre les extraits végétaux et les

antibiotiques sur des bactéries pathogenes présentant un phénotype de résistance
multidrogue (MDR)

Cette étude vise a évaluer le potentiel modulateur des extraits flavonoidiques totaux de Thymus
vulgaris (EFTTV) et Ocimum basilicum (EFTOB) sur la résistance bactérienne a plusieurs
antibiotiques. L’ objectif principal est de déterminer si leur association avec des antibiotiques
peut restaurer ou renforcer I’activité antibactérienne contre des souches pathogenes
multirésistantes isolées a partir d’échantillons cliniques. Le rendement d’extraction des
flavonoides to était plus élevé pour T. vulgaris (20,1 %) que pour O. basilicum (3,82 %), tandis
que ce dernier s’est révélé significativement plus riche en flavonoides et polyphénols : 83,437
mg EQ/g de flavonoides et 218,22 mg EAG/g de polyphénols pour EFTOB, contre 13,375 mg
EQ/g et 100,88 mg EAG/g pour EFTTV.

Le screening phytochimique et I’analyse par CCM ont mis en évidence une diversité structurale
marquée de flavonoides (flavones, flavonols glycosylés, flavanones), avec une prédominance
de composés bioactifs comme la lutéoline, I’apigénine et la diosmétine dans I’extrait de O.
basilicum. Sur le plan biologique, 1’association de ’amoxicilline avec les deux extraits a
entrainé une restauration partielle de la sensibilité chez Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli, initialement résistants. Chez des souches sensibles comme Staphylococcus
aureus et Klebsiella pneumoniae, les combinaisons ont généré des effets synergiques ou
additifs, en particulier avec EFTOB. Ce potentiel synergique pourrait permettre d’atteindre une
efficacité antibactérienne équivalente a des doses réduites d’antibiotiques, ce qui contribue a
limiter la pression de sélection, ralentir 1’émergence des résistances acquises et préserver
I’efficacité des traitements antimicrobiens existants, tant dans un cadre curatif que
prophylactique. Les résultats obtenus démontrent clairement que, tant chez les souches
bactériennes résistantes aux antibiotiques que chez les souches sensibles, une modulation
pharmacologique par des extraits flavonoidiques est possible, mesurable et scientifiquement
justifiée. Leur intégration raisonnée dans des protocoles thérapeutiques représente une piste

prometteuse vers une médecine plus durable et respectueuse des équilibres biologiques.

Mots-clés: flavonoides, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris, résistance aux antibiotiques, synergie,

bactéries multirésistantes.



ABSTRACT

In vitro analysis of the synergistic interaction between plant extracts and antibiotics on
pathogenic bacteria exhibiting a multidrug-resistant (MDR) phenotype

This study aims to evaluate the modulatory potential of total flavonoid extracts from Thymus
vulgaris (EFTTV) and Ocimum basilicum (EFTOB) on bacterial resistance to several reference
antibiotics. The main objective is to determine whether their combination with antibiotics can
restore or enhance antibacterial activity against multidrug-resistant pathogenic strains isolated
from clinical samples.

The extraction yield of total flavonoids was higher for T. vulgaris (20.1%) than for O. basilicum
(3.82%), while the latter was significantly richer in flavonoids and polyphenols: 83.437 mg
QE/qg of flavonoids and 218.22 mg GAE/g of polyphenols for EFTOB, compared to 13.375 mg
QE/g and 100.88 mg GAE/g for EFTTV.

Phytochemical screening and thin-layer chromatography (TLC) analysis revealed a marked
structural diversity of flavonoids (flavones, glycosylated flavonols, flavanones), with a
predominance of bioactive compounds such as luteolin, apigenin, and diosmetin in the EFTTV
extract. Biologically, the combination of amoxicillin with both extracts led to a partial
restoration of sensitivity in Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli, initially resistant
strains. In sensitive strains like Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae, the
combinations produced synergistic or additive effects, particularly with EFTOB.

This synergistic potential could enable antibacterial efficacy to be achieved with reduced
antibiotic doses, thereby helping to limit selective pressure, slow the emergence of acquired
resistance, and preserve the effectiveness of existing antimicrobial treatments, both in curative
and prophylactic contexts.

The results clearly demonstrate that, in both antibiotic-resistant and sensitive bacterial strains,
pharmacological modulation using flavonoid extracts is possible, measurable, and scientifically
justified. Their rational integration into therapeutic protocols represents a promising avenue
toward more sustainable medicine that respects biological balance.

Key words: Flavonoids, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris, antibiotic resistance, synergy,
multidrug-resistant bacteria
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Analyse in vitro de I’interaction synergique entre les extraits végétaux et les antibiotiques sur des
bactéries pathogénes présentant un phénotype de résistance multidrogue (MDR)
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Cette étude vise a évaluer le potentiel modulateur des extraits flavonoidiques totaux de Thymus vulgaris
(EFTTV) et Ocimum basilicum (EFTOB) sur la résistance bactérienne a plusieurs antibiotiques. L’objectif
principal est de déterminer si leur association avec des antibiotiques peut restaurer ou renforcer I’activité
antibactérienne contre des souches pathogénes multirésistantes isolées a partir d’échantillons cliniques. Le
rendement d’extraction des flavonoides to était plus élevé pour T. vulgaris (20,1 %) que pour O. basilicum
(3,82 %), tandis que ce dernier s’est révélé significativement plus riche en flavonoides et polyphénols : 83,437
mg EQ/g de flavonoides et 218,22 mg EAG/g de polyphénols pour EFTOB, contre 13,375 mg EQ/g et 100,88
mg EAG/g pour EFTTV.

Le screening phytochimique et ’analyse par CCM ont mis en évidence une diversité structurale marquée de
flavonoides (flavones, flavonols glycosyles, flavanones), avec une prédominance de composés bioactifs comme
la lutéoline, I’apigénine et la diosmétine dans I’extrait de O. basilicum. Sur le plan biologique, 1’association de
I’amoxicilline avec les deux extraits a entrainé une restauration partielle de la sensibilité chez Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli, initialement résistants. Chez des souches sensibles comme Staphylococcus
aureus et Klebsiella pneumoniae, les combinaisons ont généré des effets synergiques ou additifs, en particulier
avec EFTOB. Ce potentiel synergique pourrait permettre d’atteindre une efficacité antibactérienne équivalente
a des doses réduites d’antibiotiques, ce qui contribue a limiter la pression de sélection, ralentir I’émergence des
résistances acquises et préserver I’efficacité des traitements antimicrobiens existants, tant dans un cadre curatif
que prophylactique. Les resultats obtenus démontrent clairement que, tant chez les souches bactériennes
résistantes aux antibiotiques que chez les souches sensibles, une modulation pharmacologique par des extraits
flavonoidiques est possible, mesurable et scientifiquement justifiée. Leur intégration raisonnée dans des
protocoles thérapeutiques représente une piste prometteuse vers une médecine plus durable et respectueuse des

équilibres biologiques.

Mots-clefs : flavonoides, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris, résistance aux antibiotiques, synergie, bacté
multirésistantes.
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