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Résumé :

La cavité buccale représente toujours le reflet de la bonne santé de I’enfant, tandis qu’elle est
colonisée par plus de 50 milliards de bactéries, appartenant a plus de 500 especes différentes et
réparties en plus de 20 genres distincts, qui vont former des agrégats multicellulaires plus
résistants aux agents antimicrobiens, dits « biofilms ». Contrairement aux antibiotiques et aux
antifongiques commerciaux, les plantes médicinales ont démontré leur efficacité sans provoquer
d'effets secondaires indésirables.

La présente étude vise a isoler et identifier différentes espéces bactériennes et fongiques présentes
dans la cavité buccale des enfants de la communauté de la région de Maghnia, ainsi qu’a évaluer
in vitro l'activité antibiofilm de I'huile essentielle de thym contre des biofilms mono et multi-
especes par la méthode d’aromatogramme et la méthode de micro-dilution sur microplaque.

Les résultats obtenus ont montré que sur 44 échantillons prélevés, 27 % sont altérés par des
bactéries a Gram positif, 3 % par des levures, 55 % par des bactéries a Gram positif associées a
des levures, 5 % par des bactéries a Gram positif associées a des bactéries a Gram négatif, et enfin
10 % par une combinaison de bactéries a Gram positif, a Gram négatif et de levures.

Le rendement de I’huile essentielle de thym est de 1,8241 % avec un pouvoir inhibiteur significatif

a différents degrés selon les souches.

Mots clés : Cavité buccale, biofilm, plantes médicinale, antibiotiques, antifongiques, huile

essentielle, activité anti-biofilm.



Abstract:

The oral cavity still reflects the good health of the child, while it is colonized by more than 50
billion bacteria, belonging to more than 500 different species and distributed into more than 20
distinct genera, which will form more resistant multicellular aggregates to antimicrobial agents,
known as 'biofilm'. Unlike commercial antibiotics and antifungal drugs, medicinal plants have

proven their effectiveness without causing undesirable side effects.

This study aims to isolate and identify different bacterial and fungal species present in the mouth
cavity of children from the Maghnia community, as well as to evaluate in vitro the anti-biofilm
activity of thyme essential oil against mono- and multi-species biofilms using the aromatogram

and micro-dilution methods on microplates.

The results obtained showed that out of 44 samples collected, 27% were altered by Gram-
positive bacteria, 3% by yeasts, 55% by Gram-positive bacteria associated with yeast, 5% by
Gram-negative bacteria, and 10% by a combination of Gram-positive, Gram-negative, and yeast
bacteria. The yield of thyme essential oil is 1.8241% with significant inhibitory power at

varying degrees from one strain to another.

Keywords: Oral cavity, biofilm, medicinal plants, antibiotics, antifungal, essential oil, anti-
biofilm activity.
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Premiére partie Synthése bibliographique

La cavité buccale est I'espace anatomique dédié a I'ingestion, a la mastication des aliments et a leur
mélange avec la salive. Elle assume également la fonction de voie respiratoire secondaire, participe
a la production sonore pour la parole, et agit en tant qu'organe chimio-sensoriel (Van T et Staecker
H, 2006 ; Standring, 2015).

Cette partie anatomique importante abrite une flore commensale constituée de divers micro-
organismes. Ces derniers sont influencés par le contact avec l'air, les aliments et d'autres facteurs,
ce qui contribue a créer une diversité microbienne au niveau de la cavité buccale (Philip D et al.,
2009 ; Scannapieco et Frank A, 2013).

La flore buccale comprend une variété de micro-organismes, notamment des coques Gram positifs,
comme les streptocoques, qui représentent plus de 20 % de cette flore. Les Streptococcus mutans
sont connus pour leur réle dans la formation des caries, tandis que Streptococcus mitis est associé
a la plaque dentaire. Parmi les autres micro-organismes de cette flore, on trouve également des

bacilles et des filaments Gram positifs, tels qu'Actinomyces, Lactobacillus et Eubacterium.

En plus de ces Gram positifs, des coques Gram négatifs, tels que Neisseria et Veillonella, ainsi que
des bacilles Gram négatifs comme Haemophilus, Actinobacillus, Porphyromonas et

Fusobacterium, enrichissent également la diversité microbienne.

La présence de levures, principalement Candida albicans, est une caractéristique notable de cette
flore buccale. De plus, la présence de spirochétes, de mycoplasmes et de quelques virus contribue

a la complexité de cette communauté microbienne (Chardin H et al., 2006 ; Philip D et al., 2009).

Photo N°1 : Micrographies électroniques a balayage de la plaque dentaire sous-gingivale
(Holliday R et al., 2015).
2
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La diversité des microorganismes est influencée par divers facteurs, notamment I'age, les habitudes
alimentaires, I'hygiéne buccale et les traitements médicaux (Filoche S et al., 2010). Ces derniers
peuvent entrainer une dysbiose, perturbant ainsi le microbiote commensal. Cela peut se manifester
lors de diverses affections systémiques telles que I'asthme, le diabete, I'obésité et I'nypertension
(Kitamoto S et al., 2020 ; Piaunica I et al., 2023).

Les microorganismes présents dans la cavité buccale ont la capacité de s'attacher aux dents,
formant ainsi des biofilms buccaux communément appelés « plaque dentaire » (photo N°2). Ces

biofilms sont constitués d'une accumulation de microorganismes, de cellules, de composants de la

salive et de résidus alimentaires (Garnier M et al., 2017).

Photo N°2 : Formation de biofilm buccal sur la surface des dents (Gurenlian, J, 2007).

Ces structures multicellulaires peuvent atteindre une masse d'environ 20 grammes. Sachant qu'un
milligramme de plaque dentaire contient environ 100 millions de microorganismes (Kerner S,
2005 ; Roberts A, 2005).

Il est largement admis que la formation de biofilm implique une cascade d'étapes, comprenant
I'attachement des cellules a la surface, la formation de micro-colonies, la production de substances
exopolymériques (EPS), et finalement la dispersion du biofilm, libérant ainsi des cellules
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planctoniques pour initier un nouveau cycle. Ce processus est gouverné par un mécanisme connu

sous le nom de Quorum Sensing, (Beloin C et McDougald D, 2021 ; Piruthiviraj P et al., 2024).

Ce processus augmente la virulence des microorganismes en rendant les biofilms bucco-dentaires
hautement résistants, capables de coloniser plusieurs surfaces et de s'adapter a diverses conditions
physico-chimiques (Lebeaux D et Ghino J, 2012). Cela fait des infections bucco-dentaires un défi
majeur en matiére de santé publique et figurent parmi les maladies non transmissibles les plus
répandues. Souvent invisibles et insidieuses, elles touchent toutes les tranches d'age a travers le
monde. Ces infections peuvent causer des douleurs de différentes intensités, des déformations des

dents et, dans des cas extrémes, entrainer la mort (OMS, 2018).

La prévention et le traitement de ces infections reposent principalement sur I'élimination réguliére
du biofilm grace a des mesures d'hygiéne bucco-dentaire (Larsen T et Fiehn N, 2017). Cependant,
I'élimination de ces biofilms buccaux demeure difficile en raison de leur capacité a tolérer des doses
élevées de biocides (antibiotiques ou antiseptiques), y compris ceux présents dans les dentifrices et
les bains de bouche, tels que I’amoxicilline, la doxycycline et le métronidazole (Larsen T et Fiehn

N, 1996 ; Larsen T, 2002 ; Lebeaux D., et Ghigo J., 2012).

Ainsi, les recherches actuelles se concentrent sur la phytothérapie pour surmonter la résistance des
biofilms, tout en évitant les effets secondaires et la résistance bactérienne. Les extraits de plantes
médicinales, y compris les huiles essentielles et les composés phénoliques, utilisés depuis
I'Antiquité en médecine traditionnelle, sont de plus en plus considérés comme des solutions

thérapeutiques prometteuses (Saad D et al., 2023).

En nous appuyant sur les éléments précédemment cités, nous avons défini les objectifs de cette
étude comme suit : Dans un premier temps, isoler et identifier les différentes espéces bactériennes
et fongiques présentes dans la cavité buccale des enfants de la communauté de la région de Maghnia
; dans un second temps, évaluer in vitro I'activité anti-biofilm de I'huile essentielle de thym contre

des biofilms mono-espéces et multi-espéces.
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Deuxiéme partie Matériel et méthodes

Ce travail a eté realisé au laboratoire Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, syntheése et

activité biologique de I'Université Abou Bekr Belkaid de Tlemcen.

1. Prélevements :

Les 44 échantillons ont été prélevés chez des enfants agés de 2 a 16 ans, entre novembre 2023 et
février 2024, au sein de la communauté locale, au service de pédiatrie de I’établissement public

hospitalier et a 1’établissement public de santé de proximité de Maghnia.

Pour chaque patient, nous avons utilisé deux écouvillons : I'un pour frotter les surfaces dentaires et
interdentaires, et l'autre pour la mugueuse buccale. Chaque écouvillon a été immédiatement
recueilli dans un tube sec stérile. Chaque patient a répondu a une série de questions et a donné son

consentement éclairé (Annexe N°1 et Annexe N°2).

Une fois prélevés, 3000 puL d’eau physiologique stérile ont été ajoutés a chaque tube. Ensuite, les
tubes ont été agités a 1’aide d’un vortex pendant 2 minutes. Pour chaque tube, 100 pL de la solution
ont été répartis de la maniere suivante : d’une part, dans des tubes Eppendorf contenant 900 uL de
Sabouraud liquide pour la recherche des levures ; d’autre part, 100 uL ont été ajoutés dans des
tubes contenant 900 pL de BHIB pour la recherche des bactéries. Les tubes ont ensuite été incubés

dans une étuve pendant 24 & 48 heures, voire jusqu'a 72 heures, a 37 °C (Seghir A, 2015).
2. lsolement et purification

Chaque échantillon présentant un trouble est inoculé sur des boites de Petri contenant des milieux
de culture MacConkey, Chapman (pour les bactéries) ainsi que de la gélose Sabouraud (pour les
levures), puis incubé pendant 24 a 72 heures a des températures de 37 °C et 35 °C, respectivement.
Une colonie est prélevée de la gélose, repiquée dans le milieu liquide stérile et incubée a 37 °C
pendant 24 a 48 heures. Chaque souche pure est ensemencée sur gélose inclinée en tube, puis

incubée a 37 °C pendant 24 a 48 heures et conservée a +4 °C.
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3. Identification des souches microbiennes :

Aprés avoir effectué des tests préliminaires, y compris I'observation microscopique, la coloration
de Gram, le test TSI et la culture sur le Candida CHROM-Agar®, nous avons utilisé le systéme
VITEK® VK2C17756 pour identifier les souches sélectionnées.

4. Extraction de I’huile essentielle :
L'extraction de I’huiles essentielle a été effectuée au sein du laboratoire des Produits Naturels
LAPRONA de I'Université Abou Bekr Belkaid de Tlemcen.
L'extraction de I’huile essentielle a été réalisée par hydrodistillation classique des parties aériennes
séchées de thym (300 g) (photo N° 3). La matiere végétale a été mélangée avec de I'eau dans un
ballon de 2 litres, puis le mélange a été porté a ébullition pendant 2 heures. Afin de prévenir toute
détérioration causée par l'air ou la lumiere, les huiles essentielles ont été stockées dans des tubes

en verre a hémolyse a une température de 4 = 1 °C, a I'abri de la lumiére.

Photo N° 3 : Montage de I’appareil d’hydrodistillation lors de I’extraction de I’huile
essentielle de thym.
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4.1. Détermination de rendement en huile essentielle de thym :
Le rendement en huile essentielle se définit comme le quotient entre la masse de I'huile essentielle
obtenue et la masse du matériau veégétal sec traité. Cette mesure est calculée selon la formule

suivante :

Rdt % = M/Mp x 100

Rdt % : Rendement en huile essentielle
M : Masse de I’huile essentielle récupérée (Q)

M, : Masse de matiére végétale a traiter ()

5. Aromatogramme :

Il s'agit d'une approche visant a évaluer le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles, analogue
a un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par les huiles essentielles (Ould Amer I,
2024).

Cette méthode implique I'ensemencement en surface, a l'aide d'un écouvillon stérile, de I'inoculum
dans des boites de Muller-Hinton, suivie du dépét d'un disque de cellulose stérile (diamétre 6
mm/Watman n° 40) imprégné préalablement de 5 pL de I'huile essentielle de thym pure. Les boites
sont ensuite laissées a une température ambiante pendant 30 minutes, puis retournées et incubées
a 37°C pendant 24 a 48 heures.
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6. Inhibition de la formation de biofilm par I’huile essentielle de thym :

Ce test a été effectué sur trois souches microbiennes, comprenant une levure, une bactérie Gram-
positive et une bactérie Gram-négative. Ces souches ont été isolées chez un enfant diabétique

présentant a la fois une gingivite et des caries dentaires.
6.1.Préparation des inocula

Pour la levure, quelgues colonies ont été suspendues dans 1 mL de milieu Sabouraud liquide. Apres
une incubation a 35°C pendant 24 heures, la suspension a été centrifugée a 3000 g pendant 5
minutes a trois reprises. Le culot a été lavé apres les deux premiéres centrifugations avec du tampon
phosphate salé (PBS) a une concentration de 0,1 M et un pH de 7,4 (Pierce G et al., 2008).
La concentration initiale de cellules a été établie & 10 UFC/mL par dénombrement des levures sur
une cellule de Thomas, puis la suspension a été ajustée dans le milieu Tryptic Soy Broth (TSB)
(Seddiki S et al., 2010).

Pour les bactéries, la pré-culture de la souche a été réalisée dans 1 mL de milieu Brain Heart
Infusion (BHIB). Aprés incubation a 37°C pendant 24 heures, la suspension a été centrifugée a
1000 g pendant 15 minutes a trois reprises. Le culot a été lavé aprés les deux premiéres
centrifugations avec du PBS a une concentration de 0,1 M et un pH de 7,4. Les souches
bactériennes ont été ajustées a 108 UFC/mL en lisant la densité optique a une longueur d'onde de
625 nm a I'aide d'un colorimetre, ce qui devait étre 0,5 McFarland (entre 0,08 et 0,13) (Daghbouche
Setal, 2017).

6.2.Préparation de la gamme de I’huile essentielle de Thym :

Un volume de 229,33 uL de I'huile essentielle de thym a été aseptiquement solubilisé dans 135,33
pL de DMSO pour dissoudre I'huile, auxquels ont été ajoutés 135,33 pL de Tween 80 pour
homogénéiser le mélange. Ensuite, le mélange a été agité par un vortex. Il a ensuite été soumis a
une cascade de dilution de 1/2, puis a une autre dilution de 1/25, permettant d'obtenir 12
concentrations allant de 8 mg/ml a 3,90625 pg/ml.
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6.3. Inhibition de la formation des biofilms mono-espéce sur microplaques :

Dans chaque puits d'une microplaque a 96 puits, 50 pL de la suspension bactérienne ou levurienne
sont ajoutés a 50 YL de I'huile essentielle de thym. L'avant-dernier puits contient un volume de 50
pL de milieu TSB et 50 pL de la suspension, représentant ainsi le contrdle positif, tandis que le
dernier puits contient 100 pL de milieu TSB seul, agissant comme contrdle négatif. La plaque est

ensuite scellée et incubée a 35°C pendant 24 heures.
6.4. Inhibition de la formation des biofilms multi-especes sur microplaques :

Dans chaque puits de la plaque, on ajoute 100 pL de I'huile essentielle de thym, suivi de 33 uL de
la suspension levurienne et de 33 YL de chaque suspension bactérienne (Gram positif et Gram
négatif). Une ligne de puits est réservée au contrdle négatif, contenant 200 puL de TSB. Dans une
autre série de puits, on trouve le contrdle positif pour les trois souches combinées, ainsi que pour

chaque souche individuellement.
7. Mesure de la biomasse dans le biofilm par la coloration au Crystal violet :

Apres l'incubation, les puits sont rincés trois fois avec 200 pL de PBS pour éliminer les bactéries
sous forme planctonique. Ensuite, 100 pL de méthanol sont ajoutés aux puits de la microplague et
incubés pendant 15 minutes a température ambiante afin de fixer le biofilm formé. Ce dernier est
ensuite coloré en ajoutant 100 pL de cristal violet pendant 20 minutes. Enfin, 150 uL d'acide
acétique (33 %) sont ajoutés pour mesurer la densité optique au moyen d'un lecteur de microplaque
(Biochrom Asys UVM340) a une longueur d'onde de 590 nm (Hola V et Ruzicka F, 2011).
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Les biofilms buccaux sont des agglomérats de multiples micro-organismes qui forment des
environnements complexes et dynamiques, présentant une diversité structurelle associée aux
affections buccales. Un nombre croissant d'études établissent une corrélation entre les
inflammations chroniques de la cavité buccale et divers probléemes de santé systémiques qui
semblent étre interdépendants, y compris avec le diabéte (Kurtzman G. et al., 2022).

Le diabete est la deuxiéme maladie auto-immune la plus courante chez les enfants, englobant
diverses perturbations métaboliques causees par une hyperglycémie chronique (Paunica I. et
al., 2023). Le microbiome oral des enfants diabétiques differe considérablement en quantité et

en qualité de celui des enfants sains (Pachonski M. et al., 2021 ; Kurtzman G. et al., 2022).

Bien que des mesures préventives soient mises en place, ces biofilms demeurent résistants a
I'élimination en raison de leur capacité inhérente a tolérer des doses élevées d'antimicrobiens.
Cela a entrainé I'exploration de nouvelles approches, telles que I'utilisation de composés
naturels comme base pour les remedes (Lebeaux D. & Ghigo J.M., 2012 ; Achi I. &
Benremili L., 2016).

Selon I'OMS, la médecine traditionnelle sert a entretenir la santé, prévenir, diagnostiquer, traiter

et guérir les affections physiques et mentales (Bensalek F., 2018).

Le thym (Thymus vulgaris ; Zaatar) est l'une des plantes aromatiques les plus utilisées en
thérapeutique depuis des siecles (Boukhatem M. et al., 2014). Dans ce cadre, nous allons
étudier, dans un premier temps, la flore microbienne de la cavité buccale des enfants de la région
de Maghnia et dans un second temps, évaluer I’effet de I’huile essentielle de thym sur la

formation des biofilms par quelques micro-organismes isolés chez les sujets étudiés.
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1. Prélévements :

De novembre 2023 a février 2024, nous avons collecté 44 échantillons de la cavité buccale
d'enfants 4gés de 2 a 16 ans dans la région de Maghnia, a la fois dans les établissements de santé

et ailleurs.

Les résultats obtenus aprés la mise en culture des prélevements sur des milieux de cultures

sélectifs sont présentés dans la figure N°1.
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Figure 1: Taux de prélevement positif dans la cavité buccale des enfants communautaires.

La figure N°1 indique que 96 % des prélévements révelent la présence de microorganismes

dans la cavité buccale des patients, tandis que 4 % des prélévements sont négatifs.

Les travaux de Piau et al. (2016), Mosaddad et al. (2019), Hussein, H. (2021), et Gromova et al.
(2023), divers facteurs comme les traitements médicaux tels que les antibiotiques, une bonne
hygiéne bucco-dentaire incluant le brossage régulier des dents, la diminution de la réponse
immunitaire, les prédispositions génétiques et les techniques de prélévement utilisées peuvent

contribuer a expliquer I'absence temporaire de microorganismes dans certains echantillons buccaux.
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2. ldentification préliminaire des microorganismes :

Les résultats concernant l'identification préliminaire des micro-organismes isolés des

prélevements positifs sont présentés dans la figure N°2.

N =42

mGram + Levure mGram+;levure ®mGram+; Gram- mGram+ ; Gram -; levure

Figure 2 : Identification préliminaire des microorganismes isolés

La figure N° 2 montre que les associations des bactéries a Gram positif associées aux levures
sont dominantes parmi nos isolats, représentant 55 % des souches, suivies par les Gram positifs

seuls avec 27 %, tandis que les levures seules ne représentent qu'environ 3 %.

Selon Bouzidi S (2020), les bactéries Gram positives prédominent dans la cavité bucco-dentaire
des enfants sains, alors que chez les enfants atteints d'infections parodontales, les bactéries
Gram négatives sont une préoccupation majeure tant en quantité qu'en qualité dans les

différentes zones bucco-dentaires.

Pour les levures, des taux similaires a ceux révelés par notre étude ont été rapportés par

Schmidt-Westenhausen A et al. (2004), avec une frégquence de 3 %.
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2.1. Répartition des patients en fonction du sexe et des groupes microbiens isolés :

Les résultats relatifs a la répartition des patients en fonction du sexe et du groupe microbien

sont représentés sur le tableau N°1.

Tableau 1 : Répartition des patients en fonction du sexe et des groupes microbiens isolés

Gram+; | Gram+; Gram +;
levure Gram - Gram - ; Totale
Gram + | Levure
levure
Filles 6 1 13 1 1 22
Garcons 6 0 9 1 4 20

Le tableau n° 1 montre une similarité dans la prévalence des bactéries a Gram positif, seules
ou associées a des bactéries a Gram négatif, chez les deux sexes, avec une absence totale de
levures chez les garcons. Selon Parvinen T. et Larmas M. (1981), la présence de levures
buccales est plus fréquente chez les filles que chez les garcons, en raison de différences
biologiques, notamment I'impact des hormones féminines sur la croissance des levures dans

I'environnement buccal.

Le sexe peut étre un facteur de différenciation dans la composition microbienne des plaques
sous-gingivales (Zhao J et al., 2021). Selon Kawamura M et al. (2008), la prévalence des
groupes microbiens de la cavité buccale chez I'nomme dépend du sexe en raison de différences
dans les comportements entre les filles et les gargons, tels que 1’alimentation, les habitudes de
soins bucco-dentaires, les fluctuations hormonales et les facteurs écologiques, ainsi que des

différences genétiques
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2.2.Répartition des patients en fonction des tranches d'ages et des groupes microbiens

isolés :

Les résultats relatifs a la répartition des patients en fonction des tranches d’age et des groupes

microbiens isolés sont représentés dans la figure n° 3
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Figure 3 : Répartition des patients en fonction des groupes microbiens et les tranches

d’age.

Nous constatons que les levures ne sont présentes que chez les enfants agés de 2 a 5 ans, tandis
que les bactéries Gram positives associées aux Gram négatives ne se trouvent que chez les
enfants de 5 a 10 ans. Par ailleurs, les levures associées aux bactéries Gram positives et Gram

négatives sont uniquement présentes chez les enfants agés de 10 a 16 ans.

Nos résultats sont en accord avec les observations de Klapisz-Wolikow M et Lejeune M
(1981), qui ont constaté que les enfants agés de 10 a 16 ans ont tendance a avoir une plus grande
quantité de microorganismes dans la cavité buccale. Selon Xu X et al. (2015), les groupes
microbiens buccaux varient frequemment selon I'age. La variabilité microbienne dans la cavité
buccale est influencee par I'dge de I'enfant en raison des variations dans le développement et la
maturation de la flore buccale, de I'apparition des dents, des facteurs environnementaux, de la

diminution de I’hygiéne bucco-dentaire et des différences génétiques (Sedghi L et al., 2021).
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2.3.Répartition des patients en fonction des groupes microbiens et du poids des

patients :

Les résultats relatifs a la répartition des patients en fonction des groupes microbiens et du poids

des patients sont représentés dans la figure N° 4
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Figure 4 : Répartition des patients en fonction des groupes microbiens et du poids des

patients.

La figure n° 4 indique que les levures seules et les bactéries & Gram positif associées a des
Gram négatifs ne se trouvent que chez les enfants de faible poids (de 10 a 30 Kg), avec une
prédominance des levures associées a des Gram positifs dans presque tous les intervalles de

poids.

Selon Lemos, G et al. (2022), la variété de la flore orale est liée a la masse corporelle de 1’enfant

ou de I’adolescent.
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Les enfants obeses présentent souvent une diversité microbienne réduite et différente par

rapport aux enfants de poids normal (Borgo, F et al., 2017).

2.4.Répartition des patients en fonction des groupes microbiens isolés et de la

fréquence de brossage des dents :

Les résultats relatifs a la répartition des patients en fonction des groupes microbiens et la

fréquence quotidienne de brossage des dents sont représentés sur la figure n° 5

n=42
100%
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® Gram+ Levure ®mGram+; Levure B Gram+;Gram- ®BGram+; Gram -; Levure

Figure 5 : Répartition des groupes microbiens en fonction de la fréquence de brossage

des dents.

La figure N° 5 montre la présence de tous les groupes microbiens dans la cavité buccale des
enfants qui se brossent les dents seulement une fois par jour. En revanche, nous n'observons
que la présence des levures associées a des bactéries a Gram positif chez ceux qui se brossent
les dents trois fois par jour. Une étude menee par Tahari N, et al. (2023) a confirmé 1’efficacité

mais aussi la rareté du brossage trois fois par jour.

Le fait de se brosser régulierement les dents peut prévenir la prolifération de la microflore
buccale et influencer la composition de cette derniere (Watanabe, K et al., 2016 ; Calderon,

S et al., 2021). Selon Magnouloux D (2016), un brossage régulier et efficace est crucial pour
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réduire significativement la formation de plaque dentaire, qui se développe naturellement et

constamment a la surface des dents.

2.5.Répartition des patients en fonction des groupes microbiens isolés et du type de

dentifrices utilisés :

Les résultats relatifs a la répartition des patients en fonction des groupes microbiens et de la

nature des dentifrices utilises par les patients sont représentés sur la figure n° 6.
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Figure 6 : Répartition des patients en fonction des groupes microbiens isolés et du type
de dentifrices utilises.

La figure précédente montre une moindre diversité des groupes microbiens et de leurs
associations chez les patients qui utilisent le dentifrice fluoré. En revanche, chez ceux qui
utilisent un dentifrice non fluoré ou qui ne font pas de distinction, nous remarquons la présence
de tous les groupes microbiens. Cela est en accord avec I'étude de Zen 1 et al. (2023), qui a

affirmé la réduction des microorganismes cariogenes lors de I'utilisation du dentifrice fluoré.
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L'efficacité du dentifrice fluoré a été prouvée des le debut du XXle siecle, car il permet d'éviter
I'apparition des lésions carieuses, de favoriser leur guérison et également de protéger
durablement les dents (Marinho V et al., 2003 ; Muller-Bolla M et Doméjean S, 2019)

2.6.Répartition des patients en fonction des groupes microbiens isolés et de la

consommation des antibiotiques :

Les résultats relatifs a la répartition des patients en fonction des groupes microbiens isolés et

de la consommation des antibiotiques sont représentés sur le tableau N° 2.

Tableau 2 : Répartition des patients en fonction des groupes microbiens isolés et de la

consommation des antibiotiques.

Microorganismes Gram + Gram + Gram + ;
Gram - ;
Gram + Levure et et Totale
Patients levure
levure Gram -
Avec antibiothérapie 2 1 17 0 4 24
Sans antibiothérapie 10 0 5 2 1 18

Le Tableau N° 2 met en évidence un nombre plus élevé de souches chez les patients recevant
une antibiothérapie. De plus, nous avons identifié la présence de levures en association avec les
Gram positifs chez la majorité de ces patients. En revanche, la plupart des enfants non traités

par antibiotiques présentent uniquement des Gram positifs.

Selon Vidal (2015), I'antibiothérapie stimule la croissance des levures au niveau de la bouche,
ce qui entraine l'apparition de Candidoses buccales (muguet). Les antibiotiques peuvent
engendrer l'augmentation de la résistance aux antibiotiques, en favorisant la survie des bactéries
résistantes dans la cavité buccale des enfants (Blair, J. et al., 2014). Ces traitements ne se
contentent pas d'éliminer les bactéries pathogenes, mais affectent également les bactéries de la

flore buccale, perturbant ainsi I'equilibre du microbiote intestinal (Neuman H. et al., 2018).
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2.7.Répartition des patients en fonction de leur état de santeé :

Les résultats relatifs a la répartition des enfants en fonction de leur état de santé sont représentés

sur la figure n°® 7.
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Figure 7 : Répartition des patients en fonction de leur état de santé

La figure n® 7 illustre la répartition des maladies chroniques recensées chez les enfants. Nous
observons une prédominance des enfants diabétiques parmi nos patients (14), suivis par ceux
atteints d'asthme, d'épilepsie, d’obésité et d’insuffisance rénale (10, 5 et 3 respectivement),

tandis que seuls 5 enfants sont en bonne santé parmi la population étudiée.

Selon Menai M (2023) et Bemba E.L.P et al. (2024), le diabete et I’asthme sont actuellement
parmi les maladies chroniques les plus observées chez les enfants. La relation entre le
microbiome oral et I'état de santé générale de I'enfant (Gholizadeh P et al., 2016) joue un réle
crucial. En effet, les enfants a risque d'asthme et de diabete présentent une dysbiose
microbienne, augmentant la virulence du microbiote buccal (Arrieta M et al., 2015 ; Xiao E
etal., 2017)
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2.8.Répartition des patients en fonction des maladies bucco-dentaire :

Les résultats relatifs a la répartition des patients en fonction des maladies bucco-dentaire sont

représentes sur la figure N° 8.
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Figure 8 : Répartition des patients en fonction des maladies bucco-dentaire.

La figure ci-dessus montre que la prévalence de la carie dentaire chez les enfants est de 32 %,
suivie par le muguet a 26 %, les aphtes a 17 %, les gingivites a 16 %, et les parodontites a 3 %.

Seulement 6 % des enfants présentent une bonne santé buccale dans la population étudiée.

Selon ’OMS (2022), la carie dentaire est la maladie la plus répandue et la plus sévére chez les

enfants dans le monde entier.

Cette pathologie d'origine bactérienne résulte d'un déséquilibre entre la surface dentaire et la
plaque, entrainant une diminution de la minéralisation de I'email. Elle dépend des habitudes
alimentaires, de la qualité de I'émail et du taux de bactéries cariogenes (Boussalia R et
Ghodbane, N, 2023).
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2.9.Répartition des patients en fonction de I’adoption des animaux:

Les résultats relatifs a la répartition des patients en fonction de I’adoption des animaux sont

représentes sur la figure n° 9
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Oiseaux

Tortues

Figure 9 : Répartition des patients en fonction de I’adoption des animaux.

La figure N° 9 montre que la plupart des patients ne sont pas en contact avec des animaux.
Cependant, un tiers des patients ont des contacts avec des animaux, principalement des chats
(14%), suivis par I'élevage de vaches et de poules (10%), les chiens (5%), les oiseaux (5%) et

les tortues (2%).

Selon Zahrychuk et ses collaborateurs (2023), certaines souches microbiennes, parfois
résistantes aux antimicrobiens, proviennent exclusivement des animaux. Le terme zoonoses fait
référence aux maladies transmises des animaux aux étres humains par diverses voies. Les
enfants et les femmes enceintes sont particulierement susceptibles d'étre affectés, comme I'ont

noté Fong | en 2017.
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3. Déterminantion du rendement de I'extraction de I'huile essentielle de thym:

L'extraction a révelé que le thym présente un rendement significatif en huile essentielle,
atteignant un pourcentage de 1,8241 %. Cette valeur est similaire a celle obtenue par Hassani
A.etal. (2017). Enrevanche, les résultats obtenus par Dob T. et al. (2006), ainsi que par Hazzit
M. et al. (2009) et Amarti F. (2009), montrent des taux de rendement plus faibles, avec des
valeurs respectives de 1,13 %, 0,4 % et 0,3 %. A l'inverse, Zayyad N. et al. (2014) ont obtenu

un rendement supérieur, s'élevant a 2,96 %.

Cette variation peut étre attribuée a divers facteurs, tels que les conditions topographiques, la
période de récolte, le chémotype du thym, les conditions de culture, les pratiques agricoles, la
méthode d'extraction, les conditions de conservation, ainsi que les facteurs génétiques de la
plante (Carron C et al., 2010).

Pour la suite de notre étude, nous avons choisi trois souches prélevées chez un enfant de 11 ans
atteint de diabete, présentant a la fois de la gingivite et des caries dentaires. Cet enfant est en
contact avec des animaux, ne se brosse pas régulierement les dents et est sous traitement

antibiotique.
4. Aromatogramme :

Les résultats relatifs aux diamétres de la zone d'inhibition de I'huile essentielle de T. vulgaris

vis-a-vis des souches sélectionnées sont représentés dans le tableau N° 3 :

Tableau 3 : Les diamétres des zones d'inhibition de I'huile essentielle de T. vulgaris

vis-a-vis des souches sélectionnées.

Souches Diamétres Sensibilité
Staphylococcus epidermidis 35 mm Extrémement sensible
Klebsiella pneumoniae 13 mm Sensible
Candida famata 32 mm Extrément sensible

Le tableau N° 3 montre I’effet de I’huile essentielle de thym sur les trois souches, avec des
degrés de sensibilité variés. Staphylococcus epidermidis et Candida famata sont les plus

sensibles, suivis par Klebsiella pneumoniae.
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Ces résultats sont comparables a ceux de Haddouchi F (2009), qui ont observé une inhibition
de 30 mm de diamétre pour les bactéries a Gram positif et de 9 mm pour les bactéries a Gram

négatif.

Cette diminution de la sensibilité peut étre attribuée a la composition de la paroi cellulaire des
bactéries gram-négatives qui empéche les composés de pénétrer et d'exercer leur activité
antimicrobienne a l'intérieur de la cellule (Kalemba D et Kunicka A, 2003 ; Alvesalo J et al.,
2006).

5. Inhibition de la formation de biofilm par I’huile essentielle de thym :

La figure N° 10 présente les résultats de la quantification des biofilms formés par chacune de

nos souches microbiennes apres l'exposition a I’huile essentielle de thym a 12 concentrations

différentes (de 8 mg/ml a 3,90625 pg/ml).
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Figure 10 : Biomasses des biofilms constitués d'une ou plusieurs espéces apres inhibition par I'huile essentielle de thym
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Les résultats obtenus concordent avec ceux de I'antibiogramme (tableau N° 3), montrant que
Staphylococcus epidermidis et Candida famata sont particulierement sensibles a I'huile

essentielle de thym, suivi par Klebsiella pneumoniae.

De plus, La figure n°10 indique que la biomasse des biofilms multi-espéces [36,21% - 79,83%)]
formée aprés I’inhibition par l'huile essentielle de thym est supérieure a celle des biofilms
mono-especes [17,83% -57.11%], a des concentrations équivalentes. Selon Seghir et al. (2015),

la biomasse des biofilms formés change en fonction des souches et des especes.

Une étude récente d'Al-Shoaibi et Benedicts (2021) a comparé I'efficacité de trois huiles
essentielles différentes (thym, clou de girofle et ail) contre des souches bactériennes a Gram
positif, montrant que I'huile essentielle de thym était la plus efficace contre Staphylococcus
epidermidis.

Candida famata, une levure rare chez I’homme, est souvent transmise par contact direct avec
les animaux ou par voie alimentaire. Cette levure peut étre un pathogéne opportuniste chez les
patients vulnérables (Beyda et al., 2013 ; Delgado et al., 2023). Le thym est bien connu pour
ses propriétés antifongiques efficaces, y compris contre le genre Candida et dans la lutte contre
la plague dentaire (Agherghour et Khemis, 2015).

Une étude récente d'Ebani et al. (2018) a montré I'efficacité de I'huile essentielle de thym contre
Candida famata, avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) inférieure a 1 mg/ml pour

les cellules planctoniques.

Klebsiella pneumoniae, une bactérie a Gram négatif, est une entérobactérie capable de causer
diverses infections (Li et al., 2023). Alibi et al. (2020) ont démontré que I'huile essentielle de
thym pouvait réduire la formation de biofilm par Klebsiella pneumoniae, ce qui va dans le méme

sens que nos résultats.

Les biofilms multi-espéces, avec leurs interactions complexes de commensalisme et
d'antagonisme, augmentent la virulence et la résistance, ce qui peut modifier les interactions
hote-pathogene lors d'infections polymicrobiennes (Thein et al., 2009 ; Trejo-Hernandez et
al., 2014).

En raison de leur résistance elevée aux antimicrobiens conventionnels, les biofilms mixtes
Candida-bactéries posent un défi pour le traitement des infections, bien que les produits
naturels, comme le thym, puissent offrir des solutions prometteuses (Freynet, D. et Vivant, M.
2020 ; lIseppi et al., 2020 ; Khan et al., 2021) ont suggéré que I'huile essentielle de thym

pourrait étre utilisée en combinaison avec des antibiotiques pour traiter diverses infections.
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L'augmentation des infections bucco-dentaires chez les enfants souligne la nécessité d'étendre
la recherche sur les biofilms buccaux, en examinant les agents pathogenes impliques, leur

résistance et le développement de traitements efficaces avec moins d'effets secondaires.
De ce fait, nous avons entrepris ce travail qui avait pour objectifs de :

e Isoler et identifier les germes présents dans la cavité buccale des enfants de 2 a 16 ans
dans la région de Maghnia.
e Evaluer in vitro l'effet inhibiteur de I’huile essentielle de thym sur les biofilms mono-

especes et multi-especes de certaines souches isolées.

Les résultats obtenus indiquent que parmi les 44 prélevements analysés 27% présentaient des
bactéries a Gram positif, 55% présentaient des bactéries a Gram positif associées a des levures, et

10% montraient une association de bactéries a Gram positif, a Gram négatif et de levures.

L'huile essentielle de thym a démontré un rendement élevé de 1,82 %. De plus, les souches
Staphylococcus epidermidis et Candida famata se sont révélées plus sensibles a cette huile

essentielle par rapport a Klebsiella pneumoniae.
A une concentration de 8 mg/mL, I'nhuile essentielle de thym a réussi a réduire significativement
la biomasse des biofilms : de 82,17 % pour Candida famata, de 80,84 % pour Staphylococcus

epidermidis, de 59,2 % pour Klebsiella pneumoniae, ainsi que de 63,76 % pour le biofilm mixte.

Nos résultats indiquent qu'une bonne hygiéne bucco-dentaire, incluant I'utilisation réguliére de

bains de bouche, peut contribuer a préserver la santé bucco-dentaire des enfants.
Pour compléter cette étude, il serait intéressant de :
e Augmenter le nombre d'échantillons et diversifier la population étudiée.

e Evaluer l'impact inhibiteur de différentes combinaisons d'antibiotiques et de produits

naturels sur les biofilms bucco-dentaires.
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Annexe N°1 : Questionnaire médical

Code anonymat (........ccccveuee )
Date a laquelle le questionnaire médical a été rempli : ..../..../....

Nom prénom : .......ceevevennnenns

2.Sexe :
O Homme

O Femme
3Taille: covevieviieninnnnnne.

5. Composition fratrie (nombre d'enfants) : ....ccceeeeevennnnne

6. Place de I'enfant dans la fratrie ? .....cccoeeeveninennnns

7.votreville ? ..ooviviiinininiannnee

8. Age de la premiere visite chez un chirurgien-dentiste ? ..............

9. A guand remonte le dernier examen dentaire ?
O 1ere fois aujourd'hui
O Moins de 6 mois

Moins d'un an

Moins de 2 ans

O O O

Plus de 2 ans

<

10. Motif(s) de la consultation :
Conseil / Information
Détartrage

Extraction

Caries
Orthodontie/ODF

Autres motifs : ............

OO OO0O

O

11. vous brossez vous les dents tous les jours ?
O Oui

O Non
12. A quelle fréguence vous brossez-vous les dents par jours ?

O Trois fois
O Deux fois
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O Une fois

O Jamais

13. combien de temps dure votre brossage de dents ?

O 3 minutes
O 2 minutes
O 1 minutes
O Quelque seconde

14. Brossez-vous les dents sous la supervision de vos parents ? (Notamment les enfants moins de 8
ans).

O Oui

O Non
15. Brossez-vous les dents par un dentifrice fluoré ?

Utilisez-vous un fil dentaire ?

O Oui

O Non
16. Est-ce indispensable selon vous que chaque membre de la famille posséde sa
Propre brosse a dents ?

O Oui

O Non

17. Consommez-vous des sucreries (bonbons, chocolat, sucre de table, miel,
Confiture, gateaux...) ?

O 3 fois ou moins par semaine

O 4 a5 fois par semaine

O Tous les jours
18. consommez-vous | des boissons sucrées (jus ou boissons aux fruits, boisson
Gazeuse ou énergisante, thé glacé, limonade...) ?

O <1 verre ou canette par jour

O 143 verres ou cannettes par jour

O 3 verres ou cannettes par jour

O Rarement
19. Consommez-vous réguliére des aliments acides : (d'agrumes, de tomates, de vinaigres...) ?

O OQui
O Non

20. Consommez-vous des produits laitiers (lait, fromage, petit-suisse, yaourt, beurre.) ?
O Rarement

O 1 produit laitier par jour
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O 2 produits laitiers par jour
O 3 produits laitiers par jour
O Plus de 3 produits laitiers par jour

21. La carie dentaire est-elle selon vous une maladie infectieuse ?
O Oui
O Non

22. Pensez-vous qu'une carie dentaire puisse se transmettre d’une dent a une autre ?

O Oui

O Non
23. Les bactéries présentes dans votre bouche peuvent-elles entrer en contact avec la bouche de
votre enfant ?

O Oui

O Non

24. Avez-vous des animaux a votre maison ?
O Oui
O Non
Si oui lesquels................
25. Avez-vous déja eu une maladie bucco-dentaire ?
O Oui
O Non

26. Si oui, laquelle ?
O Caries
O Gingivites (Les saignements gingivaux en cours de brossage)
O Parodontites
O Aphtes
O Muguets

27. L'hygiene bucco-dentaire a-t-elle de I'importance pour vous ?
O Oui
O Non

28. Avez-vous des problemes de santé ?
O Diabéte (type 1 ou type 2).
Cardiaque
Asthme
Obésité
Autres ; lesquels...............
¢ Depuis combien de temps souffre-t-il de la maladie ?.........ccccccvvevveennne.

O O 0O
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‘0

% Quels Médicaments SONE PriS 2......c.cvvvvverrrerrrsrre s

R/

s Ladurée d’hospitaliSation..............oeveuieininiiniiereeeereeeaeeaeaas

29. Avez-vous pris des antibiotiques au cours du dernier mois ?
O Oui

O Non
Si oui lesquels :

30. Les antécédents familiaux révelent-ils une forte susceptibilité aux caries ?
O Oui

O Non

31. Quels sont les objets que vous pouvez étre amené a partager de bouche en bouche avec votre
enfant ?

Aucun

Bisous
Bouteille d’eau
Cuillere
Fourchettes
Verre

Bonbons

O O 0O0O0OO0OO0O0

w
N

uelle est la catégorie socioprofessionnelle de vos parents ?

Agriculteurs exploitants

Avrtisans, commercants, chefs d’entreprise
Cadres et professions intellectuelles supérieures
Professions intermédiaires

Employés

Ouvriers

Retraités

O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0

Sans activité professionnelle
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Annexe N°2 : Formulaire de consentement parental éclairé

INFORMED PARENTAL CONSENT FORM
Ol gl il (e B pliaall A8 gal) £ agal

bud) "3l S,
Madam
Last Name <l
FITST NG ..ttt ettt et e e et e et et e st e sbesbeeseesee st e sbesresbesbearsaneereeneas psadl)
Address O giad)

Allaal) o U acdl) 2B ey
pdll i g (e &l g nall Adal) ) LS (o A gSiall Ay guad) dpdiall) Jani -y ging sl 0 (84S jall o JLEA) i
Sl c (b Qb g

sali SRl S5 gl g Al Aol r g Bl (8 Lt (gunsi ) il

A i ale) Ulg Ay gadll lawiall padms 4l ot gh 88151 sl jall o (B i AS Ll 80) ga oo i 24
Jsd

L\J.\I\ ohgéghhkjmﬁjji

Ay g Jalal ol &y (3l Claghna 6 (g < ppdida gf 0 ol (B AL (o RASH o o 4T Al o

Your child (Last name, first name, date birth) ......................ooenni.

Was selected to participate in the study entitled:

Inhibition of polymicrobial biofilms formed by microorganisms isolated from the oral cavity of
children in the west of Algeria.

Whose principal investigator is Ms. LAOUEDJ Nadia, student at AbouBaker Belkaid Tlemcen
University.

I certify that | have given my consent for my child to participate in this study. | voluntarily agree
that this child will be subject to oral swabs. And | understand that | am free to accept or refuse my
child's participation in this study.

I have been informed that his identity will not be disclosed in any report or publication, and that
any information relating to him will be treated confidentially.

Parent’s Signature : ......ceeeuvunenennn. Bty
slaal

Investigator Signature : ......oceeveeeennns
Ealdl slaal

ATITIEXE TN
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Annexe N° 3 :

Annexes

Prélevement | Sexe | Age | Poids | Fréquence | Consommation | Consommation | Maladie Etat de Prise Catégorie
de brossage | de sucreries de produits bucco- santé d’antib | socioprofession
laitiers dentaire iotique | nelle

P 38 F 13 56 2 fois Tous les jours 1 produit/j / Sain Non Enseignant

P39 F 8 36 2 fois Tous les jours | 3 produits/ j Carie Sain Non Enseignant
gingivite

P40 F 7 22 1 fois Tous les jours Plusde 3p/j Carie Sain Oui Employé

P41 H 2 12 Jamais 3f / semaine Plusde 3p/j / Sain Non Cadre

P43 H 10 31 1 fois 3f / semaine Rarement Muguet Autisme | Oui Employé

P44 F 10 36 1 fois Tous les jours | Rarement Carie Sain Non Employé
aphte

P48 F 11 30 1 fois 3f / semaine 3 produits / j Carie Asthme Non Artisan

P49 H 11 36 1 fois 4 a 5f/ semaine | 3 produits/ j Carie Arthrite Oui Retraité
gingivite
aphte

P52 H 6 17 1 fois 4 a 5f/ semaine | 2 produits/ | Carie Diabete Non Sans activ

professionnelle

P53 H 4 15 Jamais 3f / semaine 1 produit/j Carie Asthme Non Commercant
muguet

P54 F 13 47 1 fois 3f / semaine Plusde 3p/j Gingivite Insuff Non Commercant
aphte rénale
muguets
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P55 14 112 1 fois Tous les jours Rarement Gingivite Obésité Non Commercant
aphte
muguets

P56 8 26 1 fois 3f / semaine 2 produits / | Carie Diabéte Non Agriculteur

P57 10 51 1 fois Tous les jours | 1 produit/ j Carie Diabéte Non Retraité
muguet

P58 9 42 Jamais Tous les jours | 3 produits/ | Carie Asthme Oui Ouvrier
gingivite
parodontite

P66 11 47 1 fois 3f / semaine Rarement Gingivite Insuff Oui Employé
aphte rénale
parodontite

P67 2 11 Jamais 3f / semaine 3 produits / j Aphte Obésité Oui Cadre
muguet

P68 6 40 1 fois 4 a 5f/ semaine | Plusde 3p/j Gingivite Asthme Oui Employé
aphte
muguet

P69 5 22 1 fois Tous les joues | 2 produits/ j Carie Crise Non Commercant

d’épilepsi

P73 3 25 Jamais Tous les jours Rarement Muguet Diabete Oui Commercant

P74 16 50 3 fois 4 3 5f / semaine | Rarement Gingivite Insuff Non Dentiste
aphte rénale
muguet

P75 13 45 1 fois 3f / semaine 1 produit/j Carie Obésite Non Agriculteur
muguet

P76 15 120 2 fois Tous les jours | Rarement Carie Crise Non Commergant
gingivite d’épilepsi
muguet e

P89 6 27 1 fois Tous les jours Rarement Carie Crise Non Employé

d’épilepsi
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P90 55 |23 Jamais Tous les jours Rarement / Diabete Non Commercant
PI1 13 25 2 fois Tous les jours | 2 produits/ | Carie Asthme Oui Agriculteur
gingivite
aphte
P92 11 50 2 fois Tous les jours 1 produit/ j Gingivite Diabéte Oui Prof
muguet intermédiaire
P93 8 23 1 fois Tous les jours 1 produit/j / Diabéte Non Artisan
P99 4 18 2 fois 3f / semaine 2 produits / Carie Diabéte Oui Chef
aphte d’entreprise
P100 8 20 1 fois Tous les jours 1 produit/j Carie Asthme Non Cadre
muguet
P101 8 25 1 fois 4 3 5f / semaine | Rarement Carie Asthme Oui Ouvrier
aphte
P102 12 32 1 fois Tous les jours Plusde3p/j Carie Asthme Non Employé
gingivite
aphte
muguet
P103 35 |28 2 fois Tous les jours 1 produit/j Muguet Asthme Oui Commercant
P104 5 15 1 fois Tous les jours Rarement Muguet Asthme Non Employé
P105 6 23 Jamais Tous les jours 1 produit/j Carie Asthme Non Sans activ
gingivite professionnelle
parodontite
P106 9 33 1 fois Tous les jours | 3 produits/ | Carie Asthme Oui Commercant
aphte
P107 2 13 Jamais Tous les jours 3 produits / j / Diabete Non Chef
d’entreprise
P116 16 40 1 fois 3f / semaine Plusde3p/j Carie Cancer Oui Cadre
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P117

15

52

1 fois

Tous les jours

Rarement

Gingivite
muguet

Diabete

Non

Ouvrier

P118

10

30

Jamais

Tous les jours

Rarement

Carie
muguet

Asthme

Oui

Employé

P132

11

26

1 fois

435 f/semaine

3 produits / j

Carie
Gingivite

Diabéte

Non

Agriculteur

P133

38

1 fois

Tous les jours

1 produit /j

Carie
Gingivite
aphte
muguet

Asthme

Oui

Agriculteur

P134

18

Jamais

Tous les jours

2 produits / |

Carie
muguet

Diabéte

Non

Commergant

P135

24

1fois

Tous les jours

1 produit/j

Carie
aphte
muguet

Diabéte

Non

Commergant

P136

29

1 fois

4 3 5f / semaine

1 produit/ j

Carie
muguet

Diabéte

Oui

Commergant
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Annexe N° 4 : Observation microscopique de test coloration de Gram
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Annexe N° 5 : Résultats du test TSI

Annexe N° 6 : Isolement des souches sur des boites de milieux de culture spécifiques
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Annexe N°7 : Aspects et couleurs des colonies orientant I’identification des levures
appartenant au genre Candida CHROM-Agar® (Odds et Bernaerts, 1994)

Levures Couleurs des colonies
Candida albicans Vert clair
Candida tropicalis Bleu a violet
Candida glabrata Pourpre, flou
Candida krusei Rose péle a blanchatre
Autres levures Couleur créme
Annexe N° 8 :

Selon (Touhami) 2017, la classification botanique du thym est la suivante :

o Regne : Plantae.

o Division : Spermaphytes.

o Subdivision : Angiospermes.
o Classe : Dicotylédones.

o Sous classe : Métachlamydées
e Ordre : Lamiales,

o Sous ordre : Verbéninées.

o Famille : Lamiaceae.

o Genre: Thymus.

o [Espéce : Thymus numidicus Poiret.
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Annexe N° 9 : Microplaques 96 puits inoculé par la suspension et I’huile essentielle de
thym

Annexe N° 10 : Coloration de biofilm par cristal violet sur microplaques 96 puits
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N

0.157( 0.159 0195 0185/ 0.217/ 0.158 0187/ 0336/ 0.384

0.165( 0.143 0.204 0.189/ 0.155/ 0.179 0183/ 0.206( 0511

p—]

0.170f 0134 0.124 0.131] 0138 0.120 0149/ 0.216/ 0.459

: 0.263) 0.303( 0,270 0.208/ 0.265/ 0.169 0254/ 0.093] 0.339

0.229/ 0.284 0277 0.247( 0.215/ 0,135 0129] 0.147

1925) 0414 0198 0.192] 0,00 0102 0.168/ 0.097

S

' 108/ 0179 0.222 0187 0157| 0166/ 0094/ g,

s

0946/ 0332 0119 0103/ 0138 024p)

Annexe N°12 : Résultat de I’aromatogramme

S. epidermidis

K. pneumoniae
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Annexe N° 13 :
La sensibilité des souches en fonction du diamétre des zones d'inhibition (Ponce et al., 2003)

Le diametre La sensibilité

<6 mm Non sensible

Entre 9 et 14 mm Sensible

Entre 15 et 19 mm Tres sensible

> 20 mm Extrémement sensible
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