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Résumé
Les biofilms sont un probléme majeur pour la santé humaine, responsables de 80 %
des infections bactériennes, des infections chroniques et des infections nosocomiales, ce qui

représente un défi dans I'environnement clinique.

Dans ce contexte, I'objectif de notre étude est d'évaluer la richesse des extraits aqueux
et éthanoliques de la plante Ocimum basilicum L, en composés bioactifs par criblage
phytochimique. Identifier leurs propriétés biologiques, en particulier leurs propriétes

antioxydantes, antibactériennes et antibiofilm.

A cet égard, nous avons criblé les molécules bioactives des extraits aqueux et
éthanolique (80%) d'O. basilicum L. , puis étudié le pouvoir antioxydant par le test DPPH et
I'évaluation de l'activité antibactérienne réalisée contre deux souches de S. aureus isolet et
référencé. En outre, nous avons déterminé la capacité de formation de biofilms des souches
testées en utilisant la méthode du Rouge Congo et évalué l'activité antibiofim des extraits
aqueux et éethanoliques de basilic en utilisant la méthode du cristal violet contre les deux

souches de S. aureus R et I.

Le rendement (%) de I'extrait éthanolique d'O. basilicum L. est de 13,05% et de 7,58%
pour l'extrait aqueux. L'extrait éthanolique d'O. basilicum possede un pouvoir antioxydant

plus intéressant que I'extrait aqueux.

Le pouvoir antibactérien de l'extrait aqueux d'O. basilicum a montré une forte
inhibition contre S. aureus | et R , avec des zones d'inhibition de (24.14+ 0.89mm et 22.82+
1.7mm) respectivement, tandis que I'extrait éthanolique a été capable d'inhiber les souches
testées, avec une zone d'inhibition significative contre S. aureus | de (11.13 £0.36 mm)
significative pour S.aureus | et (11.77 £0.63 mm ) pour S. aureus R . Avec une CMI de 25

mg/ml pour les deux extraits contre les souches testées.

En revanche, l'activité anti-biofilm révéle une puissante capacité a inhiber la formation
de biofilms et a détruire les biofilms formés par les souches | et R de S. aureus, avec des taux
de 72,70+0,03% et 79,36+0,14% pour l'extrait aqueux et de 75,64 +00% et 79,59 +0,18%

pour I'extrait éthanolique, respectivement.

Mots clé : Ocimum basilicum , S. aureus I, pouvoir antioxydant, composés bioactifs,

antibactérienne, biofilm.



Abstract

Biofilms are a major problem for human health, responsible for 80% of bacterial
infections, chronic infections and nosocomial infections, which represents a challenge in the

clinical environment.

In this context, the aim of our study is to assess the richness of aqueous and ethanolic
extracts of the plant Ocimum basilicum L. , in bioactive compounds by phytochemical
screening. To identify their biological properties, in particular their antioxidant, antibacterial

and antibiofilm properties.

To this end, we screened the bioactive molecules of the aqueous and ethanolic (80%)
extracts of O. basilicum L. , then studied the antioxidant power using the DPPH test and
assessed the antibacterial activity carried out against two strains of S. aureus | and R. In
addition, we determined the biofilm-forming capacity of the strains tested using the Rouge
Congo method and assessed the antibiofim activity of aqueous and ethanolic basil extracts

using the crystal violet method against the two S. aureus strains R and I.

The yield (%) of the ethanolic extract of O. basilicum L. was 13.05% and 7.58% for
the aqueous extract. The ethanolic extract of O. basilicum has a more interesting antioxidant

power than the aqueous extract.

The antibacterial power of the aqueous extract of O. basilicum showed strong
inhibition against S. aureus I and R , with zones of inhibition of (24.14+ 0.89mm and 22.82+
1.7mm) respectively. whereas the ethanolic extract was able to inhibit the strains tested, with
a significant zone of inhibition against S. aureus I of (11.13 £0.36 mm ) significant for S.
aureus | and (11.77 £0.63 mm ) for S. aureus R . With an MIC of 25 mg/ml for both extracts

against the strains tested.

On the other hand, the anti-biofilm activity revealed a powerful capacity to inhibit
biofilm formation and destroy biofilms formed by S. aureus | and R strains, with rates of
72.70+0.03% and 79.36+0.14% for the aqueous extract and 75.64 £00% and 79.59 +0.18%
for the ethanolic extract, respectively.

Key words: Ocimum basilicum , S. aureus R and I, antioxidant power, bioactive compounds,

antibacterial, antibiofilm.
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AICI3 : Chlorure d’ Aluminium.

ATCC: American Type Culture Collection
DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (C18H12N506).
EAG : Equivalent Acide Gallique.

Eps: Exopolysaccharides

EQ : Equivalent Quercétine.

Ex Aq : Extrait Aqueux.

Ex Eth : Extrait Ethanolique

FeClI3 : Chlorure ferrique.

H2S04 : Acide sulfurique

H2S04 : Acide sulfurique.

IC50 : Concentration inhibitrice médiane
MH: Muller Hinton.

Na2 CO3 : Carbonate de sodium.
Na2CO3 : Carbonate de sodium

NH4 OH : Ammoniaque

O.basilicum: Ocimum basilicum

RCA: Rouge Congo agar

SBEO : Sweet Basil Essential Oil

Sl : Staphylococcus aureus Isolée

SR : Staphylococcus aureus Référencé
TFC :Teneur en flavonoides totaux.
TPC :Teneur en polyphénols totaux

UV : Ultra-violet
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Introduction

La progression de la résistance aux antimicrobiens constitue un défi majeur pour le
traitement efficace des infections bactériennes, aggravé par la surconsommation
d'antibiotiques. De ce fait, il est urgent de découvrir de nouveaux agents antimicrobiens et des
remedes naturels pour lutter contre cette menace (Eid et al., 2023).

Staphylococcus aureus est I'une des bactéries Gram-positives les plus importantes en
matiére de santé publique, reconnue par 'OMS comme hautement prioritaire en raison de sa
résistance aux antibiotiques. En outre, S. aureus est responsable d'infections communautaires
et hospitalieres, causant environ 110 500 déces en 2019. Grace a sa capacité a adhérer aux
surfaces et a former des biofilms, elle contamine souvent les dispositifs médicaux et les

instruments (Beltran-Martinez et al., 2024).

Les biofilms, constitués de communautés bactériennes attachées a des surfaces solides
ou a linterface air-liquide, protégent les bactéries en réduisant la pénétration des
antimicrobiens et en inactivant les antibiotiques grace a une matrice de polysaccharides, de
protéines et d'acides nucléiques. Les variations environnementales induisent des mécanismes
de résistance et des changements phénotypiques chez les bactéries, favorisant la formation de
cellules persistantes et pouvant entrainer des rechutes apres le traitement (Slobodnikova et
al., 2016). La présence de biofilms bactériens est & I'origine de plus de 80 % des maladies
infectieuses humaines et de certaines maladies animales telles que la mammite, ce qui

souligne I'importance de ces biofilms en médecine clinique et vétérinaire (Wang et al., 2024).

Face a l'augmentation des effets secondaires des antibiotiques et de la résistance des
agents pathogénes, la recherche porte actuellement sur les plantes médicinales en tant que
source d'agents thérapeutiques efficaces, qui constituent une alternative médicinale
prometteuse en raison de leur faible codt et de leurs effets secondaires tolérables (Yelwa et
al., 2018).

Les plantes médicinales sont étudiées depuis des décennies pour leurs effets
thérapeutiques, elles sont reconnues pour leurs constituants phytochimiques qui aident a
prévenir et a guérir diverses maladies (Yelwa et al., 2018). Selon I'Organisation mondiale de
la santé, la plupart des populations des pays développés font un usage intensif des plantes
pour traiter leurs problémes de santé primaires (Faur et al., 2020). 1l a été établi que sur les
3000 espéces vegeétales connues dans le monde, seules 15 % sont utilisees a des fins
médicinales (Elahe et al., 2023).



Introduction

Le grand basilic (Ocimum basilicum), qui appartient a la famille des Lamiaceées, est
I'une des plus de 60 especes du genre Ocimum (Bin-Masalam et al., 2021), dont les
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et immunomodulatrices sont
particulierement reconnues. Ces vertus proviennent de composés phytochimiques tels que les
flavonoides, les acides phénoliques, I'acide rosmarinique, les composés aromatiques tels que
l'eugénol, le chavicol, le linalol et I'a-terpinéol, ainsi que les huiles essentielles (Teofilovic et
al., 2021).

Les extraits éthanoliques de ses feuilles présentent des effets antibactériens
significatifs contre S. aureus (Dehi et al., 2023). Dans certaines régions du monde, les fruits
du basilic sont utilisés pour traiter les infestations de vers, les inflammations, la diarrhée et
certaines maladies oculaires (Faur et al., 2020). En outre, les feuilles de basilic sont utilisées
comme tonique et vermifuge, et le thé de basilic traite la dysenterie, la fatigue mentale, les
rhumes, les spasmes et les rhinites, et est utilisée comme premier soin pour les pigres de

guépes et les morsures de serpents (Benabdallah et al., 2020)

Dans ce contexte, cette étude vise a :
+ Evaluer la richesse des extraits éthanoliques et aqueux d'Ocimum basilicum par un

criblage phytochimique.

+ Déterminer le taux des polyphénols et des flavonoides dans les extraits.

+ Déterminer la capacité antioxydante in vitro en utilisant la méthode de piégeage des
radicaux libres DPPH.

+ Evaluer de D’effet antibactérienne des extraits contre Staphylococcus aureus, par
des techniques de diffusion en puits et concentration minimale inhibitrice par la technique de
macrodilution.

+ Estimer de l'activité antibiofilm "prévention-destruction” des extraits éthanoliques

et agqueux d'Ocimum basilicum contre Staphylococcus aureus.
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Recherche Bibliographique

I Biofilm

| .1. Définition

Le biofilm est une communauté microbienne sessile dans laquelle les microbes évoluent
en association sur des substrats biotiques ou abiotiques reliés par des polysaccharides
extracellulaires, des protéines, des lipides et de I'ADN. Il s'agit d'un milieu de vie essentiel et
permanent pour les bactéries, qui y adaptent leur métabolisme et leurs propriétés
physiologiques (Boubakeur et al., 2022; Suchita et al., 2020).

| .2. Historique

Les biofilms ont été découvert la premiére fois par Anton Von Leeuwenhoek a I’aide de
son microscope lorsqu’il examine des raclures dentaires, Mais la premiére formulation de la
théorie générale de la prédominance du biofilm a été énoncé en 1978 (Leanne et Garmatt.,
2023; Dolan et Costerton., 2002).

Voici ce tableau qui montre 1’histoire de biofilm :

Tableau N°01: Histoire de biofilms (Suchita et al.,2020).

Année Contribution de chercheur

17°™ sigcle Antony Van Leeuwenhoek a été examiné pour la premiére fois des

microorganismes sur la surface de ses dents.

1930 Claude Zobelle a été examiné I’adhésion bactérienne.

La création du biofilm par Bill Costeron.

1978 Heukelein et Heller ont été étudié ’effet bouteille sur les

microorganismes.

Jones et al ont été utilisé la microscopie électronique a balayage

pour examiner les biofilms

2002 Description silencieuse de biofilm par Donlan et Codterton.
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| .3. Mécanisme de formation

Les biofilms représentent une forme naturelle de croissance pour la plupart des micro-
organismes, dont le développement se fait en plusieurs stades (Wang et al., 2023). La figure
N°01 illustre cette évolution.

Matrice des EPS & x Les cellules
reprennent leur
mode de vie
\ & planctonique et
= le cycle
\D\D ~E) recommence.
- ~
Cellules ~CO)~
planctoniques ~O ~&
/ b\ %\ = V \/ \\
1. Attachement 2. Formation des 3. Maturation 4. Détachement
cellulaire microcolonies de biofilm

Figure N°01 : Stades du développement du biofilm (Samrot et al., 2021).

La premiere étape de la formation d'un biofilm, qui fait suite a I'interaction instantanée
avec une surface abiotique, est I'adhésion au biofilm, lorsque I'interaction initiale des bactéries
avec un substrat est réversible. Les bactéries, une fois attachées a la surface, se divisent et se
multiplient en générant des microcolonies. Durant cette étape, la formation de la matrice
extracellulaire a lieu, comprenant une substance polysaccharide extracellulaire (EPS) et des
protéines structurelles, parmi d'autres composants, fournissant une protection contre les
variables externes. Cette étape est connue sous le nom "d’attachement irréversible". La
troisieme étape est la maturation, ou les bactéries communiquent entre elles et modifient en
conséquence leur réponse aux variables environnementales et leur résistance (Grishma et al.,
2023; Murul et Lavanya., 2022). Finalement, c'est I'etape de la dispersion des cellules du
biofilm, ou les cellules planctoniques disseminées peuvent adhérer a d'autres sites (Leanne et
Garmett., 2023).
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1.4. Les facteurs favorisant la formation de biofilm

La formation de biofilms bactériens est un phénoméne présent au sein de la plupart des
environnements de notre planete (Elena et al., 2023). Ces biofilms sont influencés par
diverses conditions environnementales notamment le pH, la température, la salinité, la force
ionique, la vitesse d'écoulement du milieu, la disponibilité¢ des éléments nutritifs et

I'nydrodynamique.

En outre, cette formation est influencée par des facteurs liés a I'note, tels que la réponse
immunologique, les problémes de santé et les facteurs génétiques ( Asghar et al., 2023;
Sakshi et al., 2023).

1.5. Problémes liés a la formation de biofilm

Les biofilms offrent aux bactéries plusieurs avantages écologiques et physiologiques,
ainsi que la constitution de biofilms peut multiplier la résistance bactérienne aux
antibiotiques, aux agents antimicrobiens, aux desinfectants et au systéme immunitaire de
I'n6te par un facteur pouvant aller jusqu'a 1000 (Berlang et Guerrero., 2016; Singh et al.,

2017). Cependant, les biofilms constituent une source de préoccupations importantes

+ Environnementaux : les biofilms concentrent les matiéres pauvres en oxygene

dans les lacs et les riviéres.

+ Industriels : les biofilms entrainent une dégradation des installations immergées, un
encrassement biologique, une augmentation des risques de corrosion et une contamination des

équipements agroalimentaires et des réseaux de distribution d'eau (Klein et al., 2010).

+ Médical : les biofilms sont responsables de 80% des infections bactériennes
(Penesyan et al., 2021), ils jouent donc un réle trés important dans diverses infections
chroniques associées aux pathologies humaines, ce qui représente un défi dans
I'environnement clinique (Chin et Zeuko, 2023), ils peuvent coloniser les implants médicaux,
orthopédiques et dentaires et les cathéters de dialyse, provoquant des infections urinaires
(Asghar et al., 2023).
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Ocimum baslicum L.

11.1. Description

Ocimum basilicum L. (basilic doux), également connu sous le nom de " Roi des herbes",
est une plante médicinale aromatique, membre de la famille des Lamiaceae compte plus de
150 especes (Bensaid et al., 2022). Traditionnellement, le basilic est utilis¢ comme remede

maison pour soigner les maladies humaines (Azizah et al., 2023 ; Akoto et al., 2020).

Figure N°02 : Une présentation du basilic (Zhakipbekov et al., 2024).

Ocimum basilicum s'adapte a une grande variété de climats, prospérant dans les zones

fraiches et humides (Dharsono et al., 2022), et il est naturellement présent dans les régions
tropicales et subtropicales (Rahimi et al., 2023).
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Figure N°03 : Répartition géographique du basilic (Boukhadoum., 2021).
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I1. 2. Classification

La classification de la plante Ocimum basilicum L. est présentée ci-dessus :

Tableau N°02 : Classification d’Ocimum basilicum (Kamelnia et al., 2023)

Regne Plantae
Division Magnoliphyta
Classe Magnolipsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Ocimum
Espece Basilicum

I1.3. Propriétés biologiques d’Ocimum basilicum

Plusieurs études montrent qu'Ocimum basilicum contient une diversité de composés
bioactifs d'origine phytochimique, dont des phénols, des flavonoides, des alcaloides, des
terpénoides, des tanins, des stéroides, des saponines, des glycosides et des sucres réducteurs,
qui exercent des effets thérapeutiques varies (Zhakipbekov et al., 2024 ; Teofilovic et al.,
2021). Elle pourrait donc avoir des propriétes biologiques exceptionnelles, notamment anti-
inflammatoires en bloquant les enzymes et les meédiateurs du processus d'inflammation
(Akoto et al., 2020). De plus, diverses recherches ont démontré la capacité des composés
terpéniques a attaquer et a détruire les membranes cellulaires des micro-organismes
(Zhakipbekov et al., 2024).
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11.4 Effet des plantes médicinales sur la formation de biofilm

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siecles pour traiter diverses maladies.
Elles restent une ressource sous-exploitée contenant des composés naturels puissants, offrant
un potentiel significatif en termes d'activité antimicrobienne et/ou antibiofilm, en particulier

face a la résistance croissante aux antibiotiques (Guimaraes et al., 2021).

Differentes stratégies peuvent contribuer a I'élimination du biofilm (Figure N°04) dont
I'inhibition de la formation du biofilm comme stratégie préventive en empéchant I'adhésion
initiale, la transition de la forme planctonique & la formation du biofilm pour limiter la
maturation du biofilm, la promotion de la dispersion des cellules bactériennes du biofilm. Ou
une stratégie curative alternativement, par dissociation du biofilm existant ( Goetz., 2018;
Aumeran et al., 2020 ; Dvid et Jean ., 2012).
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Figure N°04 : Mécanisme antibactérien et antibiofilm de la plante medicinale (Zhang et al .,
2023).
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I. Matériel et Méthodes
I.1. Objectifs d’étude

Cette étude a pour objectifs les suivants :
+ Caractérisation phytochimique des extraits d'Ocimum basilicum L.

+ ldentification des propriétés biologiques des extraits aqueux et éthanoliques d'

Ocimum basilicum L. en particulier leurs propriétés antioxydantes et antibactériennes.

+ Détermination de la capacité de ces extraits a prévenir la formation et la destruction de
biofilms.

1.2. Lieu d’étude

Cette expérimentation a été effectuée au sein du laboratoire d'hygiéne et de pathologie
animale de l'institut vétérinaire - Université Ibn Khaldoun de Tiaret durant la période allant du
27 janvier au 03 juin 2024 .
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1.3. Matériel et produits

» Les outils utilisés dans cette recherche résumée dans le tableau ci-dessous

Tableau N°03: Différentes matériel et produits utilisés

Appareillages

Verreries

Réactifs et Produits
chimique

Milieux de
culture

-Agitateur
magnétique

-Autoclave
-Bain marie

-Balance analytique
(OHAUS)

-Bec bunsen
-Broyeur
-Etuve

-Hote
bactériologique

-Micropipette (1000
ul)

-Microscope optique
(Cimex)

-Pied a coulisse
-Secouer

-Spectrophotomeétre
(Biochrom-Libra S6)

-Stérilisateur UV
(AIR FLOW CJ-20)

-Tamis (250 Um)

-Vortex (Wise mix
VM10)

-Ecouvillons stériles
- Embouts

- Erlenmeyer
-Béchers

-Boites pétries
-Entonnoir
-Eprouvette
-flacons

-Lames et lamelles
-Papier filtre
-Pince -

-Pipette pasteur
-Spatule

-Tubesa essai/Tubes
sec

-portoir

-Verrede montre

- Acétate de sodium

-acétate de
plomb(10%)

-acide sulfurique
-Alcl3(10%)
-Anhydride acétique
-Chlorofome

-Chlorure
ferrique(Fecls)

-Cristal violet
-DPPH

-Ethanol/Méthanol
absolu

- Folin-Ciocalteu
(10%)/ Na,COs3(7,5%)

-Fuchsine

- H2 SO4 /INH4 OH
(10%)

-Huile d’immersion
-Lugol

-réactifde
Mayer/Bouchardat

-Saccharose

-Violet de Gentiane

Milieux solides :
Gélose Chapman

Gélose nutritive

Gélose
Congo

rouge

Muller Hinton

Milieux liquides
: Bouillon nutritif
Bouillon glucosé
Eau
physiologique
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I1. Matériel végétal

Dans cette expérience, nous avons utilisé la partie aérienne de I'espéce Ocimum
basilicum L. achetée chez un herboriste de la ville de Tiaret (Figure N°05). Celle-ci a été
broyée a l'aide d'un broyeur jusqu'a obtention d'une consistance fine, puis tamisée pour
obtenir une poudre homogene (Rahayu et al., 2021).

Figure N°05 : La partie aérienne de la plante Ocimum basilicum L.

I1.1. Préparation des extraits

Les extraits d'Ocimum basilicum ont été préparés par macération de 20mg de poudre de
plante dans 200ml de solvant (éthanol 80% et aqueux) sous agitation continue pendant 24
heures a température ambiante ( Figure N°06). Les mélanges ont ensuite été filtrés sur papier
filtre et le filtrat obtenu a ensuite été évaporé a 40°C jusqu'a l'obtention d'un résidu sec
conserveé a -20°C jusqu'a utilisation (Annexe 1) (Bouteldja et al., 2021)

11
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20 g de poudre Ethanol ~ Eau Macération sous agitation
véaétale 80% distillee continue pendant 24 h a T°
ambiante

¥

Filtration (papier filtre)

—

Concentration par
évaporation a 40°C

¥

Conserver a (-20°C) al’abri de la
lumiere

Figure N°06 : Différentes étapes d’extraction éthanolique et aqueuse de basilic (Annexe 1)
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11.2. Détermination du rendement des extraits

Le rendement des extraits est le rapport entre le poids de I'extrait aprés évaporation du
solvant et le poids initial de la plante en poudre.
R% = (Pe /Pp)*100
R : Rendement
Pe : Poids de I'extrait apres évaporation du solvant .

Pp: Poids de la poudre .

11.3. Caractérisation phytochimique

11.3.1. Screening phytochimique

Le criblage phytochimique est une méthode permettant de détecter la présence de
différents composés phytochimiques (EI-Haoud et al., 2018).
» Tanins
La présence de tanins est détectée en ajoutant 2 gouttes de solution de Fecl3 (chlorure
ferrique) diluée a 0,1% dans 2ml de chaque extrait. Une coloration vert foncé ou bleu-vert
indique la présence de tanins. En effet, les couleurs vert foncé et bleu-vert indiquent la
présence de tanins catéchiques et galliques respectivement (Bouteldja et al., 2021 ) .
» Alcaloides
Les alcaloides sont détectés par deux tests de Bouchardat et Mayer, dans lesquels 2
gouttes de réactif de Bouchardat ou Mayer sont ajoutées a 2 ml de chaque extrait. L'apparition
d'une précipitation rouge-brun indique un résultat positif (Rabai et al., 2021).
> Flavonoides
Les flavonoides ont été détectés en ajoutant 1ml d'une solution d'acétate de plomb a
10% a 1ml de chaque extrait. La formation d'un précipité jaune est considérée comme un
résultat positif (Saidi et Doumandji., 2023).
» Terpénoides
Le test des terpénoides a été effectué en ajoutant 0,5 g du résidu sec de chaque extrait a 2 ml
de chloroforme et 3 ml d'acide sulfurique concentré (Rafique et al., 2021 ).
» Mucilage
En ajoutant 5 ml d'alcool absolu a 1 ml d'extrait, la précipitation floconneuse indique la

présence de mucilage (ElI-Haoud et al., 2018).

13
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» Saponines

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de chaque extrait, agiter pendant 15 secondes et
laisser reposer pendant 15 min. La formation de la mousse sur une hauteur de plus de 1 cm
indique la présence de saponosides (Rabai et al., 2021).

» Anthocyanes

On mélange 1ml de chaque extrait avec 3ml de H2 SO4 10% et 1 ml de NH4 OH 10%.
On considere que le résultat est positif si la couleur est accentuée par l'acidification puis
devient bleue en conditions basiques (Traore et al., 2024) .

» Glycosides

Dissoudre 2 ml de chaque extrait dans 2 ml de chloroforme, puis ajouter avec précaution 3
ml d'acide sulfurique concentré. L'apparition d'une couche rouge-brunétre foncée a I'interface
de I'anneau indique un résultat positif (Sonie et Sosa., 2013 ).

» Stéroides

Introduire 5 ml d'anhydride acétique dans 5 ml de chaque extrait dans un tube a essali, puis
0,5 ml de H>SO4 concentré. La réaction est positive si une couleur violette apparait, devenant

bleue puis verte (Daira et al., 2016).

11.3.2. Dosage des polyphénols

La concentration totale en polyphénols a été évaluée selon la méthode décrite par
(Rezzoug et al., 2019) avec de 1égéres modifications, qui consiste a ajouter 0,2 ml de chaque
concentration (de 1 a 0,062 mg/ ml) a 2 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10%) et 0,4 ml de
Na,COs (7,5%), suivi d'une incubation a température ambiante pendant 30 minutes.
L'absorbance de chaque échantillon a été mesurée par un spectrophotomeétre (765 nm). Une
courbe d'étalonnage a été obtenue en utilisant une solution d'acide gallique. Les résultats ont
été exprimés en milligrammes d'équivalents d'acide gallique par gramme de poids sec (mg
GAE/g de poids sec).

11.3.3. Dosage des flavonoides

La déetermination des flavonoides dans les extraits d'O. basilicum est realisée par la
méthode du chlorure d'aluminium (Ali-Rachedie et al., 2018). Dans laquelle, un volume de
0,5ml de chaque concentration ajoute 1,5ml de méthanol (95%), 100ul d'Alcl3 préparé a 10%
(m/v), puis 100ul d'acétate de sodium (1M) et 2,8ml d'eau distillée. Le mélange est ensuite
agité et incubé pendant 30 minutes dans l'obscurité a température ambiante. L'absorbance est
mesurée a 415 nm a l'aide d'un spectrophotometre, ou le blanc est préparé en remplacant
I'extrait par du méthanol (95%) (Bouteldja et al., 2021).
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Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent quercétine /g de matiere végétale seche

en reférence a la courbe d'étalonnage de la quercétine.

11.3.4. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant a été évalué a l'aide de la méthode DPPH. Celle-ci est I'un des
substrats les plus couramment utilisés pour I'évaluation rapide de l'activité antioxydante (Eid
etal., 2023) .

La capacité d'élimination des radicaux DPPH des extraits d'O. basilicum a été
déterminée selon la méthode décrite par (Rezzoug et al., 2019), dans laquelle 2 ml de chaque
extrait ont été mélangés avec 2 ml d'une solution méthanolique de DPPH a 0,004%, puis le
mélange a été maintenu a température ambiante et a I'abri de la lumiere pendant 30 min avant
de mesurer l'absorbance a 517 nm. Le méthanol a été utilise a la place de I'extrait
comme contrdle, et I'acide ascorbique a servi d'antioxydant de référence.

L’activité de capture a été calculée a I’aide de la formule suivante :

%Piégeage des DPPH= [100x(Ac — As /Ac)]

Dont : Ac : absorbance de controdle. As : absorbance de ’échantillon d’essai.

11.4. Teste de ’activité antibactérienne

11.4.1. Matériel biologique

Les souches bactériennes examinées ont été obtenues du laboratoire d'hygiene et de
pathologie animale de l'institut vétérinaire - Université 1bn Khaldoun de Tiaret. Un panel de
deux souches a Gram positif a été choisie pour cette étude, a savoir :

e Staphylococcus aureus isolé a partir d’un lait de vache.
e Staphylococcus aureus référencée par I’ATCC25923.

11.4.2. Description des souches étudiees

» Staphylococcus aureus

S. aureus est un pathogéne Gram positif important qui provoque des infections localisées
et systémiques chez I'nomme et I'animal, associées a une morbidité significative. Les souches
de S. aureus sont plus résistantes a une large gamme d'antibiotiques couramment utilisés, tels
que les B-lactames. S. aureus est également capable de former des biofilms a la fois in vitro et
in vivo, ce qui renforce sa tolérance et sa résistance aux traitements antibiotiques et en fait une

cause majeure de maladies réfractaires liees aux biofilms (Wang et al., 2024 ).
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11.4.3. Méthode de diffusion sur gélose

Le test d'activité antibactérienne in vitro d'un extrait éthanolique et aqueux de basilic a

été réalisé en utilisant la méthode de diffusion en puits telle que décrite par (Ampofo et al.,
2020) avec de légeres modifications présentees dans (Figure N°07).
En bref, des puits de taille équivalente ont été créés a l'aide d'une pipette Pasteur en verre
stérile dans des plaques de gélose Mueller-Hinton, puis une couche uniforme de bactéries a
été obtenue en étalant 100 pL de la suspension ajustée a une valeur standardisée de 108
(CFU)/ml sur chacune des boites de Petri et remplies avec les extraits a des concentrations de
50mg/ml et 25 mg/ml. Les boites de Petri ont été laissées au repos pendant 1 heure a 25°C
pour permettre la diffusion des extraits dans la gélose ensemencée, puis incubées a 37°C
pendant 24 heures.

L'expérience a été realisée en trois exemplaires et les résultats sont présentés comme la

moyenne des trois valeurs + I'écart-type.
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1. Creuser des puits dans
les plaques de Mueller-
Hinton

2. Standardiser la souche
selon I'échelle de 0.5
Mac Farland

Culture jeune de Eau

S.aureus sur ph}lsiolﬂgique

3. Etaler la suspension
bactérienne ajustée

4. Remplir les 03 puits
avec I"extrait et laisser
un pour le témoin
négatif’

5.Incubation pendant 24 ha 37°C

Figure N°07 : Etapes principaux de I’activité antibactérienne des extraits de basilic.
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11.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI des extraits aqueux et éthanolique d'Ocimum basilicum a été déterminée en
utilisant la méthode de dilution en bouillon décrite par (Adebsin et al., 2023)

Une série de 9 dilutions des extraits aqueux et éthanoliques ont été préparées a partir
d'Ocimum basilicum dans un bouillon nutritif. Ensuite, 2 ml de la suspension bactérienne
standardisée a 108 UFC/ml ont été ajoutés a un tube contenant 2 ml des différentes dilutions
préparées.

- Un tube contenant 4 ml de suspension bactérienne a été considéré comme un contrdle
positif.

- Un tube contenant 4 ml de bouillon nutritif est considéré comme un contréle négatif.

Les tubes sont incubés pendant 24 heures a 37°c, aprés quoi ils sont inoculés sur des boites
contenant de la gélose de Muller Hinton a partir de tubes sans croissance bactérienne, puis
incubés a 37°c pendant 24 heures. La CMI est la concentration des boites sans croissance

bactérienne.

11.6. Evaluation de P’activité anti-biofilm

11.6.1. Evaluation de la capacité des souches a former biofilm

La méthode utilisée pour détecter la capacité des souches R et | de S. aureus a former
des biofilms est la méthode Rouge Congo Agar, qui comporte les étapes suivantes :

1. On remplit des boites de Pétri avec de la gélose Mueller Hinton additionnée de 5 % de
saccharose et de 0,8 g/l de rouge Congo a I'état liquide et on les laisse se solidifier.

2. Inoculer les souches sur les boites et incuber a 37°C pendant 24 heures.

3. La production de biofilm est détectée par la présence de colonies noires dues a
I'association du lipopolysaccharide et du rouge Congo (Harika et al., 2023 ; Mori et
al., 2023).

11.6.2. Activité anti-biofilm

Aprés avoir sélectionné les souches productrices de biofilms, I'activité antibiofilm des extraits

sera déterminée en deux phases :
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1. Prévention de la formation de biofilms (prévention de I'attachement initial des
cellules bactériennes)

Apreés I'incubation, I'adhésion du biofilm et I'effet de I'extrait aqueux et éthanolique d'O.

basilicum ont été évalués en utilisant la méthode décrite par Akinboyea et al., 2024 ;

Mahgoub et al., 2022 ; Costa et al., 2018

» Une série de 10 dilutions de chague extrait d'O. basilicum a été réalisée dans un
bouillon nutritif glucosé (50 ; 25; 12,5, 6,25; 3,12 ; 1,56 ; 0,7 et 0,39 mg/ml ) , puis
un volume égal de la souche standardisée & une concentration de 108 UFC/ml a été
ajouté pour les deux souches testées (S. aureus R et I ). La série a ensuite été incubée
pendant 5 jours a 37°C.

> Les tubes ont ensuite été vidés, lavés delicatement trois fois avec de I'eau distillée pour
éliminer les cellules planctoniques et séchés a l'air. 1ls ont ensuite été traités avec du
cristal violet a 0,1 % pendant 30 minutes, et ont été rincés pour éliminer I'exces de
colorant.

> Le colorant a ensuite été solubilisé avec une solution d'éthanol a 95 %. Enfin, une
analyse au spectrophotométre a été effectuée a une longueur d'onde de 625 nm pour
déterminer le pourcentage d'inhibition.

Le pourcentage d'inhibition de la formation du biofilm est mesuré par la formule suivante :

% d’Inhibition= [(DO Témoin — DO Echantillon) /DO Témoin] x 100.

2. Inhibition du développement de biofilms formés (évaluation de la destruction
massive de biofilms)

Deux séries de 10 tubes stériles sont remplis avec 2 ml de suspension bactérienne
standardisée a une concentration de 108ufc/ml . Ils ont été incubés pendant 5 jours a 37°C.
Aprés incubation, 2 ml de chaque extrait ont été ajoutés a chaque tube et incubés une seconde
fois pendant 24 heures a 37°C (Akinboyea et al., 2024). Le pourcentage de destruction du
biofilm a été mesuré selon les mémes procédures que pour la technique du cristal violet
décrite ci-dessus
Analyses statistiques
Dans notre étude, tous les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type. Les résultats ont

été traités statistiguement a l'aide de Microsoft Excel 2016.
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Repiquage de souche
Souche jeune

Standardisation de la
souche

Prévention Destruction

|

L’ajout de I’extrait +la souche Incubation 5 jours I’ajout de la souche

Apres I’incubation I’ajout
del’extrait et incuber 24h

Lecture par méthode de cristal
violet

Rincer les tubes et Eli&?‘»‘»"ié’ e

remplir avec cristal —
i iolet p——
Vi

Rincer le cristal
violet et traiter par
I’ethanol 15 min

Lecture avec spectrophotométre a 625 nm

Figure N° 08 : Diagramme des déférentes étapes de 1’activité anti biofilm

20



Reésultats
&

Discussion



Résultats & Discussion

Résultats et discussion

|.1. Rendement des extraits bruts

L’extraction par macération des parties aériennes d’O. basilicum dans I'eau et I'éthanol

a 80%, nous a permis d’obtenir des extraits secs significatifs en fonction de solvant utilisé.

L'extrait éthanolique a montré un rendement plus important (13,05%) meilleur que
celui obtenu par I'extrait aqueux (7,58%) (Figure N°09).
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Figure N°09: Rendement d’extraction obtenus pour les différents extraits d’O. basilicum

Nos résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Valdi et al., 2023, qui ont
également observé que les extraits hydro-éthanoliques offrent un rendement d'extraction plus
élevé que les extraits aqueux.

Ainsi, Ibrahim et ses collegues en 2015, ont rapporté que I'extraction des feuilles d'O.
basilicum L avec de I'éthanol a l'aide d'un Soxhlet a permis d'obtenir un rendement de 13 %.
Une autre recherche, réalisée sur 1’extrait éthanolique d’O. basilicum, a mis en évidence un
rendement de 10 % (Pandey et al., 2019).

Des travaux de recherche ont mis en évidence l'efficacité accrue du méthanol en tant
que solvant d'extraction, puisqu'il permet de recupérer (28,67 %) davantage de composés
bioactifs que I'extrait aqueux (Benabdelah et al., 2020).

En 2020, Akoto et al., ont révélé que le rendement des fruits de basilic était de 9,43%
pour I'extrait éthanolique et de 18,60% pour I'hexane.
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Il est bien connu que la polarité du solvant est un facteur déterminant dans I'extraction
des métabolites secondaires des plantes (Nadeem et al., 2022). En outre, I'éthanol peut
remplacer le méthanol dans les applications alimentaires et cosmétiques, en raison de sa faible

toxicité et de ses rendements comparables a ceux du méthanol (Oreopoulou et al., 2019).

La technique d'extraction est également importante, la macération étant la plus simple
et la plus rentable, avec un rendement dix fois supérieur a celui des autres techniques
(Nugroho et al., 2023). D'autres facteurs importants comprennent le climat, la localisation, la
variabilité génétique et les parties de la plante utilisées, ainsi que le moment de la récolte et le

stockage du matériel végétal (Al Ubeed et al., 2024).

1.2. Screening phytochimiques

Les résultats de ’analyse phytochimique de I’extrait aqueux et éthanolique d’O.

basilicum sont présenté dans le tableau N°04.

Le criblage phytochimique obtenu pour chaque extrait d'O. basilicum L. révéle une
richesse en flavonoides, tanins, terpénoides, glycosides, mucilages et saponines. Par contre,

les alcaloides, les stéroides et les anthocyanes sont absents.

Dans les deux extraits, les alcaloides, les stéroides et les anthocyanes sont absents,

alors que les saponosides ne sont présents que dans l'extrait aqueux(Annexe I1)

Tableau N°04 : Screening phytochimique d’extrait aqueux et éthanolique d’O. basilicum L.

Métabolites | Les réactifs Les résultats
secondaires utilisés . - -
Observation Extrait Extrait
testé , ]
aqueux | éthanolique
Les Tanins Fecls + +++
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Les résultats ont été évaluer comme suit : (+++) : Fortement positif ; (++) : Moyennement
positif ; (+) : Positif ; (-) Négatif

Ces résultats sont en accord avec les résultats qui sont trouvées par Nguyen et ses
collégues en 2021.

En 2018, Murali et Prabakaran indiquent I’absence des glycosides, tanins, et la

présence des stéroides, Terpénoides ,saponines dans I’extrait méthanoique de basilic.

D'autres recherches montrent que l'extrait éthanolique d'O. gratissium et I'extrait
aqueux d'O. canum sont riches en anthocyanes (Kpétéholo et al., 2019 ; Tshilanda et
al.,2019).

Nos résultats sont en désaccord avec ceux de Jakob et al, 2016, qui rapportent que les
extraits aqueux et éthanoliques contiennent des stéroides et des alcaloides. L'extrait aqueux
d'O. basilicum L. est dépourvu de saponines ( Nadeem et al ., 2023).

11.3. Dosages des polyphénols et des flavonoides

Le contenu en polyphénols des extraits éthanoliques et aqueux d'O. basilicum a été
estimé par la procédure Folin-Ciocalteau et représenté en termes d'équivalent d'acide gallique.
En outre, la teneur totale en flavonoides a été mesurée par la méthode Alclz et exprimée en

termes d'équivalent quercétine (Annexe 111)

Dans la présente étude, I'éthanol a donné le meilleur ratio de composés phénoliques
avec des valeurs de 162,13 + 1,42, tandis que la teneur de I'extrait aqueux était égale a 96,2
mg EAG/g (Annexe 1V).

Concernant les flavonoides, I'extrait éthanolique a fourni une teneur plus importante

que l'extrait aqueux, avec des valeurs de 61,86+ 1,74 vs. 10,8+ 0,4 mg EQ/g respectivement
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(Figure N°10) .
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Figure N°10 : Teneurs en phénols totaux, flavonoides des extraits d’O basilicum

Ces résultats sont confirmés par les travaux de Bensaid et al, (2022), qui ont
enregistré une plus grande quantité de polyphénols dans I'extrait éthanolique des feuilles et

des tiges par rapport a I'extrait aqueux.

Nadeem et al., en 2022, ont réalisé une étude comparative entre différents solvants et
ont trouvé que l'extrait éthanolique avait une teneur en polyphénols et en flavonoides plus
élevée que les extraits au dichlorométhane et a I'eau, avec des valeurs correspondantes de
(191,2 ; 86,6 et 70,7 mg EAG/g) contre (13,3 ; 9,63 et 6,49 mg EQ/g). En outre, les extraits de
n-hexane ont montré une faible affinité pour I'extraction du polyphénols (29,7 mg EAG/Qg) et
du flavonoides (3,51 mg EQ/g).

Nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par Nguyen et al, (2020 ). En effet, ils ont
obtenu un contenu en polyphénols et en flavonoides a partir de I'extrait éthanolique de
(29,60« 1,64 mg EAG /g) vs (19,58+ 0,93 mg EQ/g), et (12,98+ 0,53 mg EAG /g) vs (5,77+

0,25 mg EQ/qg) pour I'extrait agueux respectivement.

Dautres recherches ont révelé que les niveaux de polyphénols ont été mesurés a
(317,75 £ 4,105 pg EAG/mg) de l'extrait éthanolique, tandis que les flavonoides totaux étaient
de (46,9 + 0,884 ng EQ/mg) (Babayan et al., 2023).
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En revanche, ces résultats sont plus faibles que ceux rapportés dans I'étude de
Rezzoug et al en 2019, qui ont montré que I'extrait éthanolique absolu présentait des valeurs
de (226 2 mg EAG /g) vs (213+ 3 mg EQ /g) pour les polyphénols et les flavonoides

respectivement.

En 2019, Ahmed et ses chercheurs ont prouvé que I'extrait de basilic a une teneur
tres élevée en polyphénols par rapport & son huile essentielle.

Le processus d'extraction de substances bioactives telles que les polyphénols dépend
largement du solvant utilisé, en particulier de sa polarité, de son degré de polymérisation et de
son interaction avec d'autres composants (Sharma et al., 2022 ; Pandey et al., 2023) .

En effet, les composés bioactifs sont tres solubles dans les alcools, entrainant une
augmentation des rendements d'extraction lorsque la teneur en éthanol de I'eau est supérieure
a 70 % (Oreopoulou et al., 2019).

I.4. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits de plantes

1.4.1. Piégeage du radical DPPH

Le pouvoir antioxydant a été évalué a l'aide de la valeur IC50 correspondant a la
concentration d'inhibition de 50 % des radicaux libres dont la valeur 1C50 la plus faible
représente le pouvoir antioxydant le plus élevé (Nguyen et al., 2021). On a utilisé l'acide

ascorbique comme référence (Annexe I11). Les résultats sont résumés dans (Tableau N°05).

Notre étude montre que les extraits éthanoliques présentent une forte inhibition du
radical DPPH, avec une 1C50 de (0,083 mg/ml) et de (0,164 mg/ml) pour I'extrait aqueux.
L'acide ascorbique étaient de (0.004 mg/ml) (Annexe 1V).

Tableau N°05 : Valeurs de la IC50 des extraits d’Ocimum basilicum et de 1’acide ascorbique
exprimées en mg/ml et obtenues par le test de DPPH.

Extraits Extrait éthanolique | Extrait aqueux Acide ascorbique

IC50(mg/ml) 0.083 + 7.54 0.164 + 0.006 0.004 + 2.86

27



Résultats & Discussion

Nos resultats sont trés similaires a ceux rapportés par Nguyen et al., 2021, qui ont
rapporté que l'extrait éthanolique avait une forte activité de piégeage des radicaux libres avec

une IC50 de (91,3 1pug/ml) par rapport a celle de 1'extrait aqueux (258,55 ug/ml).

De méme, Bensaid et al., en 2022 ont rapporté que l'extrait éthanolique des tiges et
des feuilles d'O. basilicum avait un effet antioxydant plus important que leur extrait aqueux.

En 2020, Faur et al., ont découvert que les extraits hydroalcooliques de la partie
aérienne et des feuilles d'O. basilicum L. montrent une forte activité antioxydante, en

comparaison avec celle de la vitamine C, en inhibant respectivement 68 et 89%.

Ces résultats montrent la forte capacité des extraits éthanoliques a inhiber les radicaux
libres, suggérant que cette propriété est attribuée a leur richesse en composés bioactifs. Ceci
est validé par les recherches de Zlotek et al en (2015) dévoilant que les composés
phénoliques des plantes peuvent jouer un réle crucial dans la création des caractéristiques

biologiques des plantes, y compris les propriétés antioxydantes.

Les agents thérapeutiques et les médicaments a base de plantes, principalement utilises
pour lutter contre les radicaux libres et les maladies liees au stress oxydatif, offrent des
propriétés régénératrices significatives grace a la présence de composés phénoliques et
flavonoides et de tanins ( Babayan et al., 2023 ; Mahendran et al., 2023 ; Olde pavlovic et
al., 2021).

I1.5.1 L’évaluation de ’activité antibactérienne

Pour déterminer l'activité antibactérienne des extraits aqueux et éthanoliques d'O.
basilicum, on utilise la méthode de diffusion en puits, en mesurant la zone d'inhibition en

millimeétres ( Figure N°11) .

L'effet antibactérien de la partie aérienne d'O. basilicum a été observé contre deux

souches de S. aureus l'une isole et l'autre est référencée. .
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Figure N°11 : (A) Zone d’inhibition d’extrait éthanolique, et (B) I’aqueux d’O. basilicum

sur S. aureus |.

Les résultats obtenus montrent que I'extrait aqueux d'O. basilicum a atteint un haut
pouvoir d'inhibition contre les deux souches testées, avec (24.14+ 0.89mm et 22.82+ 1.7mm)

zones d'inhibition contre S. aureus | et R respectivement.

D'autre part, I'extrait éthanolique d'O. basilicum a été capable d'inhiber S. aureus R et |
avec une zone d'inhibition (11,13 £0,36 mm ) pour S. aureus | et (11,77 £0,63 mm ) pour S.

aureus R (Figure N°12).

Cependant, l'extrait éthanolique a montré une activité significativement plus faible

quel'extrait aqueux contre les S.aureus isolés et reférencés (Annexe VI).

25

20

15

v

Zone d'inihibition (mm)

S .aureus R S .aureus |

m Extrait Aq m Extrait Eth

Figure N°12 : Résultats d’activité antibactérienne d’extrait aqueux et éthanolique d’O.

basilicum.
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Les résultats ont révélé que les deux souches de S. aureus étaient plus sensibles a
I'extrait aqueux d'O. basilicum qu'a I'extrait éthanolique. Ces résultats concordent avec ceux
obtenus par Zhakipbekov et al., 2024, qui montrent que I'extrait éthanolique d'O. basilicum
est capable d'inhiber S. aureus avec une zone de 20+1mm . D'autre part, I'extrait aqueux
fournit des activités puissantes contre S. aureus de 24+1.2 mm a une concentration de

50mg/ml.

En outre, des études soulignent que I'extrait éthanolique des feuilles d'O. grastissim a
une activité antibactérienne contre la croissance de S. aureus (Adebsine et al., 2023 ; Khalil
et al.,2013).

D'autre part, les huiles essentielles d'O. basilicum ont une forte activité antibactérienne

contre plusieurs souches bactériennes, y compris S. aureus (Zhakipbekov et al., 2024).

Ces résultats intéressants peuvent étre attribués a la présence de tanins, connus pour
leurs propriétés antimicrobiennes. Ceux-ci inhibent la croissance des micro-organismes en
précipitant les protéines microbiennes et en les empéchant d'obtenir les protéines

nutritionnelles nécessaires a leur croissance et a leur développement (Jacob et al., 2016).

Des etudes préliminaires ont révélé la présence de tanins et de flavonoides dans les
extraits de feuilles et de tiges de basilic. Ces composés phytochimiques actifs se révélent
redoutables contre les bactéries en détruisant les fonctions membranaires, en empéchant la
formation de biofilms et en bloquant les pompes d'efflux (Sulistiyawati et al., 2023 ; Prasath
etal., 2019).

Par ailleurs, de nombreuses études ont montré que les alcaloides, les flavonoides, les
saponines, les tanins, les glycosides cardiaques et les terpénoides jouent un role crucial dans
I'activité antibactérienne, en inhibant la croissance de bactéries dont S. aureus (Yan et al.,
2024; Aminiain et al., 2022 ; Wirtu et al., 2024 ; Qamar et al., 2024).
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1.5.2 Détermination des concentration minimales inhibitrices (CMI)

Les concentrations inhibitrices minimales d’extrait éthanolique et aqueux de la plante
O. basilicum contre les bactéries S. aureus isolées et référencées ont été évaluées par la

méthode de macrodilution (Figure N°13).

Figure N°13 : (A): Détermination de la CMI par la méthode de macrodilution,

(B):Ensemencement des tubes qui ne présent pas de turbidité .

L’extrait éthanolique de O. basilicum présente une valeur de CMI de 25 mg/ml vis-a-
vis S. aureus | et R. Les mémes valeurs de CMI ont été observé pour I’extrait aqueux de

basilic contre les deux souches étudiées (Annexe VI) .

Tableau N°06 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits d’O. basilicum

Extraits E. Ethanolique E. Aqueux
S.aureus | 25 mg/ml 25 mg/ml
S.aureus R 25 mg/ml 25 mg/ml

Nos résultats sont confirmes par les travaux de Popescu et al., 2023, ayant mesuré une
CMI de 11,2 mg/ml pour I'extrait hydroéthanolique des feuilles d'O. basilicum vis-a-vis S.

aureus.

En outre, I’extrait méthanolique et éthanolique de feuilles d’O. basilicum ont montré

des CMI de 6.5 mg/ml contre les souches S. aureus isolé de mammite (Okmen et al .,2018).
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En 2023, des travaux montrent que I'extrait aqueux de feuilles de basilic avait une
CMI de 0,5 g/ml contre la souche de référence ATCC de S. aureus (Karakas et al., 2023).

Chenni et al., 2016, ont également constaté que S. aureus référencé était
particulierement sensible a I'huile essentielle d'O. basilicum avec des concentrations
inhibitrices allant de (18 a 25 pl/ml).

Les études de Rezzoug et al., 2019 et Azizah et al., 2023, ont démontré I'efficacité de
I'huile essentielle de basilic contre la bactérie S. aureus.

Par conséquent, ces résultats peuvent étre expliqués par la présence de composes
phénoliques. Cette proposition est confirmée par les travaux de Popescu et al. 2023 qui
montrent que les deux extraits de basilic endommagent la perméabilité de la membrane
bactérienne en complexant le substrat, perturbant la membrane, inactivant les enzymes et

chélatant les métaux, ce qui entraine la mort de la bactérie.

Zhakipbekov et al., 2024, ont également montré que I'huile essentielle de basilic
posseéde un pouvoir antibactérien important contre les bactéries Gram-positives, en raison de
ses principaux composants phénoliques, qui perturbent les membranes bactériennes et

induisent la mort cellulaire.
1.6. Evaluation de Pactivité antibiofilm

11.6.1. Technique de Rouge Congo

La capacité des souches isolées de S.aureus référencées "ATCC25923" a former un
biofilm a été testée en utilisant la méthode du rouge Congo (RCA) sur milieu gélosé nutritif

apres incubation. Les résultats ont montré la présence de colonies noires. (Figure N°14).
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Figure N°14 : Phénotype de la production de biofilm sur RCA par S.aureus R et I.

Ces résultats sont en accord avec Banerjee et al., 2018, qui indique que le S. aureus
isolé a un fort potentiel a produire un biofilm. En plus , Abdulrahim et al., 2019, montre que

la souche S. aureus de référence est une souche productrice de biofilm .

En 2018, Neopane et chercheurs ont montré que le S. aureus isolé d'une infection de

plaie chez des patients hospitalisés avait une forte capacité a former des biofilms.

De plus, une autre étude a montré la capacité de S. aureus isolés a produire un biofilm
entrainant l'apparition de colonies noires aprés 24 h d'incubation sur du rouge congo
(Ferreiraetal., 2014).

La capacité de production de biofilms de la souche bactérienne correspond a la
diffusion de pigments noirs dans la gélose, avec la croissance de colonies noires pigmentées
sur la gélose rouge Congo ( Mariana et al., 2009). On attribue la formation de colonies noires
a la production d'exo-polysaccharides (EPS) en reaction avec le rouge Congo ( Anjali et al.,
2015).

La formation de biofilms conféere aux bactéries une protection accrue contre les
agressions environnementales, comme le nettoyage, la désinfection et les traitements

antimicrobiens ( Zhang et al., 2020; Avila-Novoa et al., 2018).
11.6.2. Capacité d’inhibition de la formation de biofilm (5 jours)

Apres une période d'incubation de 5 jours, les résultats ont montré que 1’extrait aqueux
d’O.basilicum avait un pouvoir inhibiteur contre la formation de biofilms par S. aureus | et R
de (72,70+£0.03% a 6.25mg/ml et 79.36+£0.14% 0.39 mg/ml ) respectivement (Annexe
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VI1)..De plus, I’extrait éthanolique a une possibilité d'inhibition de la formation de biofilm de
S. aureus | et S. aureus R de 75,64 £00% a 0.39mg/ml et 79,59 £0.18% 0.39 mg/ml
respectivement (Figure N°15)
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Pourcentage d'ihnibition de la

mSaureus I mS.aureus R

Figure N°15 : Pourcentage d’inhibition de la formation du biofilm par I’extrait aqueux et

éthanolique d’O. basilicum.

Nos résultats démontrent la capacité des extraits éthanoliques et aqueux d'O. basilicum
a empécher la formation de biofilms. Ceci est en accord avec les travaux de Pernando et al.
en 2023, révélant que I'extrait de feuille de basilic pouvait inhiber la croissance du biofilm
formé par S. aureus référencé (ATCC 25923). En effet, une étude in vitro a démontré que
I'extrait aqueux des feuilles d'O. basilicum inhibait significativement la formation du biofilm
apres 48h, avec un pourcentage de 35,32+0,31 a 40,01+1,22% pour le S. aureus de référence
ATCC (Karakas et al., 2023).

Des études ont démontré le potentiel antibactérien et anti-biofilm du basilic sous deux
formes : bain de bouche a base de feuilles de basilic et huile essentielle de feuilles de basilic (
Slobodnikova et al., 2016).

En revanche, Les biofilms bactériens sont des colonies de bactéries qui adherent aux
surfaces et se recouvrent d'une substance protectrice qu'elles produisent elles-mémes. Celle-ci
protége les bactéries contre les attaques du systeme immunitaire et leur permet de survivre
dans des environnements difficiles (Vestby et al., 2020 ; Zhao et al., 2023).
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En plus, Staphylococcus aureus, une bactérie a Gram positif, cause de nombreuses
infections et déces chaque année en raison de sa résistance aux antibiotiques et de sa capacité
a former des biofilms, ce qui nécessite de nouvelles stratégies efficaces pour lutter contre ce
pathogeéne (Beltran-Martinez et al., 2024).

En 2021, Al-Tamimi et al., signalent 1’efficacité des polyphénols de réduit la
formation de biofilm bactérienne. Les composés bioactifs ont une capacité considérable pour
inhiber la matrice du biofilm des Staphylocoques (Matilla-Cuenca et al., 2020).

11.6.3 Destruction de biofilm produit par S. aureus R et | (5 jours)

Nos résultats soulignent que I'extrait aqueux d’O. basilicum est efficace pour éliminer
le biofilm produit durant les 5 jours par S. aureus R et | avec un pourcentage de dégradation
égale a 62,71 + 00% (6.25 mg/ml) et 76,35 £0.03 (6.25mg/ml) respectivement.

.En revanche , I’extrait éthanolique détruit le biofilm produit par S. aureus | avec
70,20 +£0.07 % (1.56 mg/ml ), d’autre part pour le biofilm former par S. aureus R y compris
77,73 0. 25% (0.39mg/ml). (Figure N°16) (Annexe VII ).
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Figure N°16 :Pourcentage d’inhibition de la formation du biofilm par I’extrait aqueux et
éthanolique d’O. basilicum.
Les résultats de notre étude sur l'activité antibiofilm révélent la capacité de I'extrait
éthanolique et aqueux a inhiber la production de biofilms matures produits par S. aureus R et
I. Ceci est confirmé par les travaux de Benabdelah et al., 2020, qui montrent que les huiles

essentielles de plantes médicinales peuvent éradiquer le biofilm produit par S. aureus a des
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pourcentages allant de 12,65 a 98,01%. En effet, I'nuile essentielle d'Ocimum basilicum L.
capable d'éradiquer le biofilm mature de 74,7 a 99,9 % (Pej¢i¢ et al., 2020).

En outre, Zain et al., 2022, ont étudié les effets d'éradication des biofilms de SBEO
sur des biofilms préétablis (24 h) produits par S. mutans et S. aureus, en montrant une forte
élimination a court terme.

Des études suggeérent que I'effet antibiofilm du basilic est d0 & sa teneur élevée en
phénylpropanoides, qui sont considérés comme un traitement potentiel du biofilm (Cabalfin
et al., 2020).

En 2019, Nassima et al., suggerent que les extraits polyphénoliques pourraient
constituer une approche thérapeutique prometteuse pour lutter contre les biofilms microbiens
et ainsi réduire le risque d'infections sur les surfaces épithéliales et les muqueuses.

La richesse des extraits de plantes en polyphénols suggere leur potentiel en tant
qu'agents thérapeutiques complémentaires dans la lutte contre les biofilms et les infections
microbiennes ( Salem et al., 2022).

Une forte concentration de polyphénols donne une meilleure activité
antibiofilm (Calvo et al., 2023).
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Conclusion

A la fin de notre étude le rendement des extraits sec obtenu a partir de I'extrait aqueux

et I’extrait éthanolique (80%) d’O. basilicum était respectivement de 7,58 et 13,05%.

Les résultats du criblage phytochimique montrent que I'extrait aqueux est riche en
flavonoides, tanins, terpénoides, glycosides, mucilages et saponines, tandis que I'extrait
éthanolique est dépourvu de saponines. En outre, les deux extraits sont dépourvus

d'alcaloides, de stéroides et d'anthocyanes.

La teneur en polyphénols et en flavonoides de I'extrait éthanolique est plus élevée que
celle de l'extrait aqueux, et son activité antioxydante est particulierement intéressante.
L’estimation d’activité antibactérienne par la méthode des puits contre bactéries
S.aureus R et S. aureus |, révéle que I’extrait aqueux et éthanolique ont une grande capacité

d’inhiber les souches testées.

La détermination de I'activité anti-biofilm par la méthode du cristal violet montre une
forte capacité des extraits d'O. basilicum a inhiber la formation et a détruire le biofilm produit

par des S. aureus R et I.
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Annexes



Annexe |

Figure N°03 : Résidu sec de I’extrait éthanolique (A), et aqueux (B) aprés 1’évaporation
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Figure N°04 : Screening phytochimiques des extraits éthanoliques et aqueux de basilic
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Figure N°05 : Courbes d’étalonnages des standards



Annexe V

Figure N°06 : Dosages des polyphénols des extraits de basilic
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Figure N°08 : Test de DPPH pour extrait éthanolique et aqueux de basilic



Annexe V

Composition de milieu de culture utilisée
Milieux solides :

Gélose Chapman

Extrait de viande (DOVIN au POICIN) .....ooviiiiiiiiecce e 19

Peptone de caseine et de viande (bovin et porcine) .........cccceveveveiereveseseseenenn, 10g

ChIorure de SOATUM .......ooiiiiiiccee e 759

Y F= ] ] (] OSSR 10g

N0 | PSR UPRTRUPRTRUPI 159

RoUGE e PRENOI ... e 0.025¢
pH =7.6

Gélose nutritive

P EITONE . 159
EXErait de VIANGE .....c.eeieieiece ettt re e 10g
EXTIrait de [EVEUT ..o.ooiiiee e 029
ChIOrure de SOOIUM ........cviiiie et re e 05¢
AAGAL e 209
BaU ISHIIEE ... s 1000 ml

pH=6,8+0,2a 25 °C.

Stérilisation a ’autoclave a 121+ 1 °C pendant 15 minutes

Muller Hinton

=T 01 (0] [ RSP URPTPIN 10
EXEFrAIt 08 JEVUFE ... 05
ChIorure de SOOIUM ........ooiiiiiie bbb 05
GIUCOSE ... bbb bbbt e b b n e 01
N - | PP 15

pH non précisé ajouté a 7,0.

Stérilisation & I’autoclave a 118 °C pendant 15 minutes.



Annexe V

Gélose rouge Congo

ANJAL s 379

ROUGE CONQO .t 08¢

BHIB .ottt eeee e s e s s es e ee e e s st s ettt e e st en e 10g

SACCNANOSE ...t 1000 ml

[ LU 0 1] €] T SO PSS 509
pH=6.8- 7.4

Milieu liquide

PEPTONE ... 15¢g
= 1) W0 (=3 UL T OSSPSR 30
ChIOrure de SOOIUM.........ccuiiiiiice e e 69
GIUCOSE ...t b b bbbt bttt b bbb b 1g
BaU diSHIll@ ... e 1000 ml

pH=6.8



Annexe VI

Figure N° 10 : Repiquage des souches.



Annexe VI

Figure N°12: (A) : Micropipette, (B) : Piéd a coulisse



Annexe VI
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Figure N°13: Activité antibactérienne par la Méthode de Macrodilution.

Figure N°14: Détermination de la CMI.



Annexe VII

Figure N°16 : Traitement de biofilm formé par les souches S. aureus R dans les tubes sec par
la méthode cristal violet

Figure N°17 : Traitement de biofilm formé par les souches S. aureus | dans les tubes sec par
la méthode cristal violet



