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Résumé :

La cavité buccale est un véritable écosystéeme complexe, abritant plus d'un millier d'especes bactériennes
différentes. Parmi elles, certaines peuvent causer des problemes buccodentaires tels que les caries dentaires,
qui sont courantes chez les enfants. Le but de cette étude est d'étudier la composition de la flore microbienne
dans la cavité buccale. De plus, nous avons testé 1’effet et ’efficacité de 1’huile essentielle des clous de
girofle sur I’inhibition de la formation de biofilms in vitro de K. pneumoniae, Staphylocoque hémolytique
et Candida parapsilosis. Pendant une durée de cing mois, entre novembre 2023 et mars 2024, nous avons
réalisé des prélévements sur des enfants en bonne santé 4gés de 2 a 16 ans a Ghazaouet. Les résultats

obtenus ont montré une bonne activité antimicrobienne des clous de girofle vis-a-vis des souches testées.

Mots-clés : Cavité buccale, infection buccodentaire, K. pneumoniae, S. hémolytique , C. Parapsilosis,

I’huile essentielle de Clou de girofle, biofilm.
Abstract:

The oral cavity is a truly complex ecosystem, harboring more than a thousand different bacterial species.
Among them, some can cause oral health problems such as dental caries, which are common in children.
The aim of this study is to examine the composition of the microbial flora in the oral cavity. Additionally,
we tested the effect and efficacy of clove essential oil on the inhibition of biofilm formation in vitro by K.
pneumoniae, hemolytic Staphylococcus, and Candida parapsilosis. Over a period of five months, from
November 2023 to March 2024, we collected samples from healthy children aged 2 to 16 years in
Ghazaouet. The results obtained showed good antimicrobial activity of clove essential oil against the tested

strains.

Key words: Oral cavity, oral infection, K. pneumoniae, S. haemolyticus , C. Parapsilosis, Clove essential

oil, biofilm.
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Premiére partie SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

La cavité buccale est un environnement fascinant qui abrite une grande variété de
microorganismes qui vivent en communautés organisées et sont capables de coloniser les
surfaces. Ces structures sont appelées « biofilms », terme introduit par Costerton et ses
collaborateurs en 1999 (Lewis, 2001; Daep et coll., 2010).

Les microorganismes qui peuplent la cavité buccale sont d'une grande diversité, comprenant
des bacteéries, des champignons, des mycoplasmes, des protozoaires, et parfois méme une flore
virale (Samarnayake, 2006). Leur présence revét une importance cruciale pour la santé bucco-
dentaire et pour I'équilibre de la communauté microbienne humaine (Zarco et coll., 2012). En
effet, la microbiologie bucco-dentaire est intimement liée aux processus inflammatoires
buccaux et peut méme contribuer au développement de pathologies systémiques
(Han et Wang, 2013).

Le développement des micro-organismes est conditionné par une multitude de facteurs en
perpétuelle évolution. Parmi ceux-ci, on peut citer I'numidité ambiante, la température, le pH et
la disponibilité des nutriments. Ces facteurs varient en fonction de I'individu, de sa santé buccale
et de son alimentation (Chardin et coll., 2006 ; Philip et coll., 2009).

Selon les recherches du National Institutes of Health (NIH), plus de 80 % de toutes les infections
microbiennes sont liées a la formation de biofilm. Cela inclut les infections bucco-dentaires,
telles que la carie dentaire, les parodontopathies, la perte des dents, ainsi que les cancers des
levres (Lewis, 2001 ; Wachtler, 2011). Les chercheurs ont découvert une possible association
entre les microbiomes buccaux et les changements génétiques dans le carcinome épidermoide
de la cavité (Yang et coll., 2018) (Fig. 1).

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS) en 2012, les caries dentaires sont considérées
comme la quatrieme maladie la plus courante a I'échelle mondiale. Les caries dentaires sont une
maladie multifactorielle qui se caractérise par la déminéralisation acide de I'émail dentaire. Les
principales responsables de cette dégradation sont les bactéries cariogenes, telles que les
Streptococcus mutans et les Streptococcus sobrinus, qui produisent des acides organiques
(Marsh, 2004).

Des virus ont également été découverts dans la cavité, mais leur présence est généralement
considérée comme pathologique. Au cours de la derniéere décennie, seules quelques publications
ont abordé le virome oral, contrairement au microbiome oral qui suscite un intérét considérable
(Pride et coll., 2012).
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Figure 1 : Microbiome buccal et maladies bucco-dentaires.

Un déséquilibre peut se produire dans la cavité en raison de facteurs tels que la prise
d'antibiotiques, une alimentation riche en sucre et une altération des défenses de I'organisme.
Ce déséquilibre, appelé "dysbiose", modifie la composition du biofilm et augmente le risque de
maladies bucco-dentaire. (Marsh ,2003; Marsh et devine, 2011).

La théorie de Il'infection focale buccale n'a pas recu suffisamment d'attention et de soutien
théorique. Cependant, grace aux avancées de la recherche sur le microbiome, on a étudié
I'association entre les microbes buccaux et diverses maladies chroniques humaines, comme les
maladies inflammatoires de I'intestin, les cancers, les maladies cardiovasculaires, la maladie
d'Alzheimer et le diabéte. (Read et coll., 2021 ; Tuominen & Rautava, 2021 ; Li et coll.,
2021).

De plus, les changements dans le microbiote buccal lors de maladies systémiques sont
progressifs et reproductibles. Par conséquent, les bactéries présentes dans la cavité peuvent
refléter en temps réel la santé humaine et I'état de la maladie, ce qui est crucial pour détecter
précocement les risques de maladie et prédire les effets curatifs. 1l y a plus de 700 types de

micro-organismes qui colonisent la cavité buccale humaine. Le microbiome buccal est I'une des
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communautés microbiennes les plus importantes et complexes du corps humain (Turnbaugh
et coll., 2009 ; Xian et coll., 2018).

La différence entre les différentes zones de la cavité buccale contribue a la diversité du
microbiote oral. Par exemple, la composition bactérienne de la plaque dentaire varie entre la
région supragingivale et sous-gingivale. De plus, la salive contient des bactéries provenant de
différentes parties de la cavité, notamment de la muqueuse de la langue. Il est important de
mieux comprendre cette complexité pour étudier les liens potentiels entre le microbiote buccal
et la santé genérale (Yamashita ; Takeshita ,2017 ; Hoare ; et coll., 2017) (figure2).

MICROBIOTA
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Figure 2: Les différentes populations microbiennes présentes dans les diverses parties de la

cavité buccale

La flore buccale se développe des la naissance et devient plus diversifiée avec I'éruption
dentaire, comprenant des bactéries coques a Gram + (comme Streptococcus sp) et des bactéries
bacilles a Gram - (comme Fusobacterium sp, Prevotella, Porphyromonas) (Giordano-
Kelhoffer et coll., 2022).
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Les microorganismes sont responsables de diverses maladies, et leur résistance croissante aux
antibiotiques est préoccupante. Pour contrer ce phénomene, il est crucial d'explorer d'autres
approches pour traiter les maladies sans recourir aux produits synthétiques. Ainsi, l'utilisation
de molécules bioactives d'origine végétale offre des solutions alternatives efficaces (Vanden
Berghe et Vlietinck, 1991).

Les huiles essentielles, extraites de plantes médicinales et aromatiques, sont reconnues pour
leurs propriétés antiseptiques et antimicrobiennes. De nombreuses huiles essentielles possédent
également des vertus antitoxiques, antivirales, antioxydantes et antiparasitaires. Plus
récemment, certaines sont méme étudiées pour leurs propriétés anticancéreuses (Valnet , 2005
; Haddouchi , Benmansour , 2008 ).

En tenant compte de ces éléments précédents, nous avons entrepris cette recherche dans le but
d'isoler et d'identifier des microorganismes présents dans la cavité buccale d'enfants de la région
de Ghazaouet. Dans un second temps, nous avons évalué I'effet inhibiteur de I'huile essentielle

de clou de girofle sur la formation des biofilms par quelques microorganismes isolés.
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Deuxieme partie MATERIEL ET METHODES

Notre étude a été réalisée dans le laboratoire Antibiotiques Antifongiques de I'Université
Aboubekr Belkaid de Tlemcen.

1. Prélévements :

Les échantillons ont été recueillis sur une période de trois mois, de novembre 2023 & mars 2024,

aupres de 27 enfants, agés de 2 a 16 ans, vivant dans la région de Ghazaouet.

Pour chaque patient, nous avons utilisé un écouvillon stérile pour frotter les surfaces dentaires
et de la muqueuse buccale. Nous avons également collecté des informations sur ces patients,

telles que le sexe, I'age et les antécédents médicaux (voir Annexe N°1.1).

Les écouvillons utilisés ont été placés dans des tubes stériles, auxquels nous avons ajouté 3 mi

d'eau physiologique. Nous avons ensuite agité ces tubes au vortex pendant 2 minutes.

Ensuite, nous avons prélevé 100 uL de chaque tube et les avons mélangés avec 900 pL de

milieux de culture (Bouillon Cerveau-Ceeur « BHIB » ou Sabouraud liquide).

Enfin, nous avons incubé ces échantillons a 37°C pendant une période de 24 a 72 heures. Cette
incubation permet aux bactéries et aux levures de se développer et de former un trouble visible

a l'ceil nu.
2. lsolement et purification des souches isolées:

A partir des échantillons présentant un trouble, des boites de pétri préalablement coulées avec
de la gélose Chapman destinée a l'isolement des bactéries Gram-positives, de la gélose Mac
Conkey pour l'isolement des bactéries Gram-négatives et de la gélose Sabouraud pour
I'isolement des levures sont ensemencées par stries, puis incubées a 37°C pendant 24 a 48

heures.

Ensuite, une colonie est prélevée de la gélose, repiquée dans un milieu liquide stérile et incubée
a 37°C pendant 24 a 48 heures.

Chague souche pure est ensemencée sur une 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

L'identification a été réalisée par la coloration de Gram, le test TSI et la culture sur le Candida
CHROM-Agar®, ainsi que par le systtme VITEK® VK2C17756.

4. Extraction de I’huile essentielle de Clou de Girofle (Syzygium aromaticum) :

Pour extraire I'huile essentielle, nous avons utilisé 233,4 g de clous de girofle (Syzygium
aromaticum) dans un réacteur, en employant la technique d'hydrodistillation avec I'appareil
Clevenger, a I'aide d'un seul montage. Le processus a duré entre 2 et 4 heures dans le laboratoire

de recherche « Produits naturels » (Figure 3)

Figure 3 : L’extraction de Clou de Girofle (Syzygium aromaticum) dans un hydrodistillateur
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5. Aromatogramme :

A partir d'une culture de 24 heures, quelques colonies ont été prélevées et placées dans 5 ml
d'eau physiologique stérile. Ensuite, la densité optique a été ajustée a 108 UFC/mL en mesurant
I'absorbance a une longueur d'onde de 625 nm, qui devait étre comprise entre 0,08 et 0,13 pour
les bactéries. La concentration des levures a été ajustée a 10° UFC/mL en mesurant I'absorbance
a 530 nm. La solution de culture bactérienne et fongique a été étalée sur des boites de Pétri

contenant de la gélose Muller-Hinton.

Un disque de papier imbibé d'huiles essentielles a été placé sur la surface de la gélose. Apres
24 heures d'incubation a 37 °C, le diamétre des zones d'inhibition a été mesuré pour évaluer

I’efficacité antimicrobienne et antifongique des huiles essentielles testées.

6. Inhibition des biofilms :

6.1.  Préparation des inocula :

Les pré-cultures bactériennes (Gram+ et Gram-) sont préparées dans 1 ml de BHIB, tandis que
les pré-cultures de levures le sont dans 1 ml de Sabouraud liquide, dans des tubes Eppendorf.
Apres 24 heures d'incubation a 37°C, la suspension bactérienne est centrifugée trois fois a 1000
g pendant 15 minutes a 4°C. Le culot est lavé deux fois avec du PBS (pH 7,4, 0,1M), puis
resuspendu dans le milieu de culture choisi pour former le biofilm a une concentration de 107

cellules/mL.

De méme, la suspension fongique est centrifugée a 3000 g pendant 5 minutes a 4°C. Le culot
est lavé deux fois avec du PBS (tampon phosphate salin) a pH 7,4, 0,1M, puis resuspendu dans
le milieu de culture choisi pour former le biofilm & une concentration de 10° cellules/mL.Aprés
ajustement, une dilution au 1/10 est réalisée dans le milieu TSB.

6.2.  Préparation de I’extrait de I’huile essentielle :

Nous avons effectué une série de dilutions a partir d'une solution meére de 300 mg/ml afin
d'obtenir 12 concentrations différentes. Pour un échantillon d'extrait d'huile de 297.65 pL, nous
avons ajouté un melange de DMSO et de Tween 80 (1:1) jusqu'a atteindre un volume total de
1 ml. Ensuite, nous avons prélevé 500 pL de cette solution et mélangé avec 500 pL de DMSO
et de Tween 80 (1:1). Ce processus de dilution a été répété jusqu'a obtenir les 12 concentrations
désirées.

10
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Ensuite, nous avons procédé a une deuxieme série de dilutions a un facteur de 1/25 en prélevant
80 L de chaque tube de la premiére série et en ajoutant du TSB pour ajuster le volume total a
2 ml. Les concentrations finales obtenues dans les puits de la microplaque vont de 6 mg/ml a
0.003 mg/ml.

6.3. L’inhibition de la formation de biofilm :

Dans chaque puits d'une microplaque a 96 puits, 50 UL de la suspension ont été mélangés avec
50 pL de différentes solutions d'huile essentielle pour les biofilms mono-espéces. Pour les
biofilms multi-especes, 50 pL d'huile essentielle ont été combinés avec 50 pL répartis entre les
suspensions bactériennes et fongiques. La plaque a ensuite été fermee et incubée a 37°C pendant

24 heures.
7. Mesure de la biomasse dans le biofilm par la coloration au Crystal violet :

Pour évaluer la quantité de biofilms formés, le milieu est retiré et les puits sont rincés trois fois
avec une solution de PBS stérile (pH 7,4, 0,1 M) afin d'éliminer les cellules planctoniques et
non adhérentes. Pour fixer le biofilm, 100 uL de méthanol sont ajoutés a chaque puits de la
microplaque. Apres incubation pendant 15 minutes a température ambiante, les puits sont a
nouveau lavés et 100 pL d'une solution de crystal violet sont ajoutés. Les microplaques sont
ensuite laissées pendant 20 minutes a température ambiante pour permettre la fixation du cristal
violet. Ensuite, le crystal violet lié est libéré par I'addition de 150 pL d'acide acétique (33%).
La densité optique est mesurée a 570 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques. Cette

manipulation est répétée trois fois.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Préléevements :

Entre novembre 2023 et mars 2024, nous avons effectué 27 prélevements buccaux dentaires sur
des enfants en bonne santé ages de 2 a 16 ans, dont 15 gargons et 12 filles.
Les prélevements ont été mis en culture sur les milieux Chapman, MacConkey et Sabouraud,

et les résultats obtenus sont regroupés dans la Figure N°4.

n=27

m Positifs m Négatifs

Figure N°4 : Pourcentage de prélévements positifs

Dans notre étude, nous avons constaté que 89 % des enfants examinés présentaient des
microorganismes dans la cavité buccale. Cela indique que la majorité des enfants sont
potentiellement a risque d'infections bucco-dentaires dans certaines conditions que nous allons

abordées au cours de cette étude.

Une étude réalisée par Miyake et coll. (1991) sur 307 enfants en bonne santé a montré que 84
% d'entre eux avaient des micro-organismes buccaux. Ce taux est similaire a celui que nous
avons observé. En ce qui concerne les prélevements négatifs, certains auteurs attribuent ces
résultats a des facteurs liés aux patients, tels que les traitements antibiotiques, qui auraient pu
limiter la croissance des micro-organismes dans la cavité buccale au moment des prélevements
(Sixou et coll., 2004).
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RESULTATS ET DISCUSSION

1.1. Analyse de la distribution des prélevements positifs selon le sexe :

Les résultats relatifs a la répartition des prélevements positifs en fonction du sexe sont présentés
dans la figure N°5.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

15 Gargons 12 Filles

B Prélevements positifs B Prélevements négatifs

Figure N°5 : Répartition des prélévements en fonction du sexe.

Cette répartition montre que le pourcentage de prélevements positifs est plus élevé chez les
garcgons que chez les filles. Ces résultats concordent avec ceux de Starr et ses collégues (2002),
Bakama et son équipe (2020), et Zhang et ses collaborateurs (2018), qui ont démontré que
la présence de flore microbiologique est liée au sexe. Une autre étude menée au Sénégal par
Fall (2003) a réveélé que 59,8 % des prélévements positifs provenaient de patients masculins.

De plus, I'étude de Kane et coll au Mali (2018) a rapporté un taux similaire de 57,7 %.
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1.2. Répartition des enfants en fonction de la consommation de sucreries :
Les résultats relatifs a la consommation de sucreries par les enfants sont affichés dans le
tableau n°1 :

Tableau N°1 : Répartition des enfants en fonction de la consommation de sucreries.

Fréquence de consommation des sucreries | Nombre d’enfants avec (%) n=24
Tous les jours 14 (58%)
4 3 5 fois par semaines 6 (25%0)
< 2 fois par semaines 4 (17%)

Nos résultats indiquent que 58 % des enfants consomment des sucreries quotidiennement,
ce qui constitue un facteur de risque pour les infections bucco-dentaires. En effet, une
alimentation riche en sucre favorise la croissance des microorganismes qui se nourrissent de

glucides.

Les microorganismes décomposent les glucides et produisent des acides qui se propagent a
travers la plaque dentaire. Ces acides dissolvent les phosphates de calcium, qui constituent
la structure minérale de I'émail, de la dentine et du cément. Par conséquent, la dent devient
fragile et vulnérable (Righetti, 2007).
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1.3. Distribution des enfants en fonction de I'état de santé de leurs dents:

Les résultats relatifs a la répartition des enfants en fonction de I'état de santé de leurs dents

sont représentés sur la figure N°6.

MW Caries dentaires | Sains

Figure N°6 : Répartition des enfants en fonction de I'état de sante de leurs dents.

D'apres la figure précédente, il apparait que la majorité des enfants étudiés souffrent de carie
dentaire. En fait, selon Bourgeois et coll. (2005), c'est la maladie la plus fréquente parmi les
enfants. Il est également important de souligner que chaque individu a eu au moins une fois
dans sa vie une carie dentaire, illustrant ainsi la prévalence de cette affection dans la population
(Badet et Richard, 2004).
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RESULTATS ET DISCUSSION

14. Répartition des enfants en fonction des tranches d’ages :

Les résultats concernant la répartition des enfants sains et des enfants atteints de caries dentaires

selon les tranches d'age sont illustrés dans la figure N°7.

SN

w

N

[

Age [2-5] Age [6-10] Age [11-16]

B Enfants avec caries dentaires B Enfants sains

Figure N°7: Répartition des enfants en fonction des tranches d’ages

Les données de la figure N7 révélent une prévalence significativement élevée de caries
dentaires parmi les enfants agés de 6 a 10 ans, alors que la majorité des enfants agés de 2 a 5
ans n'en souffrent pas. Selon TAHARI et ses collegues (2023), plus de 72 % des écoliers
présentent une mauvaise hygiene bucco-dentaire. L'OMS (2012) estime que de 60 a 90 % des
enfants en age scolaire dans le monde sont affectés par les caries dentaires, soulignant ainsi

I'ampleur de ce probléme de santé publique.
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1.5. Répartition des enfants selon la fréquence de brossage des dents :

Les données concernant la fréquence quotidienne du brossage des dents chez les enfants ont été

recueillies et présentées dans le tableau N° 2.

Tableau N° 2 : Répartition des enfants selon la fréquence quotidienne du brossage des

dents
Fréquence de brossage Enfants avec carie Enfants sains
par jour (n=24) n=17 n=7
Irréguliere 16 (94%) 2 (29%)
1 fois/jour 1 (6%) 4 (57%)
2 fois/jour 0 (0%) 1 (14%)

Selon les données du tableau précédent, il est notable qu'il existe une différence entre les enfants
atteints de caries et ceux ayant une bonne hygiéne bucco-dentaire. En effet, I'absence de caries
chez les enfants peut étre liée a leur pratique quotidienne du brossage des dents.

Une étude réalisée par THIAM en 1997 a mis en lumiére que seulement environ 10,4 % de la
population mondiale se brosse les dents deux a trois fois par jour. De plus, cette étude a souligné
que ceux qui négligent ou brossent leurs dents de maniére irréguliére présentent une

accumulation de plaque dentaire.
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1.6. Répartition des enfants selon le type de dentifrices utilisés :

Le Tableau N°3 présente la répartition des enfants selon les différents types de dentifrices qu'ils

emploient.

Tableau N°3: Les différents types et marques de dentifrices utilisés par les enfants.

Marques de dentifrices Nombre d'enfants Enfants utilisateurs
utilisateurs présentant des caries
Colgate ® (Fluoré) 10 5 (50%)
Signal ® (Fluoré) 9 7 (78%)
Extra Kids ® (Non Fluoré) 5 5 (100%)

D'apres les données du tableau précédent, il est clair que la majorité des enfants utilisent un
dentifrice contenant du fluor. Des recherches menées par Kerebel et ses collegues en 1985 ont

montré une amélioration notable de la santé bucco-dentaire.

Cette amélioration est principalement attribuée a l'augmentation du niveau de vie, a la
généralisation de l'utilisation des dentifrices fluorés, ainsi qu'a l'adoption de mesures
préventives. En 2007, I'Institut national de santé publique du Québec a souligné I'efficacité
du fluor, en mettant en avant la formation d'une couche protectrice de fluorure de calcium sur
les dents. De plus, une étude menée par Ingegerd et coll. en 2015 a démontré que I'apport

optimal en fluor est efficace pour prévenir la carie dentaire.
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1.7. Répartition des enfants en bonne santé et des enfants atteints de maladies

chroniques

Les résultats relatifs a la répartition des enfants en bonne santé et de ceux atteints de maladies

chroniques sont illustrés dans la figure N°8.

M Enfants sains

M Asthme

M Insuffisance rénale
M Diabéete

M Crise d'épilepsie

M Cardiaque

Figure N°8 : Distribution des enfants en bonne santé et des enfants atteints de maladies

chroniques.

A partir des résultats précédents, nous pouvons voir que les enfants sains sont majoritaires
parmi nos sujets étudiés (58%). En ce qui concerne les enfants atteints de maladies chroniques
(42%), la plupart d'entre eux sont asthmatiques (21%).

Les micro-organismes de la cavité buccale peuvent affecter le traitement des maladies
chroniques. En effet, le déséquilibre de la flore buccale peut entrainer des infections provoquant
une inflammation générale, ce qui peut aggraver les maladies chroniques ou rendre leur
traitement plus difficile (Babajko et coll., 2020). Au cours de la seconde moitié du XXe siécle,
une augmentation du nombre d'enfants asthmatiques a été observée dans la plupart des pays
occidentaux, notamment chez les enfants d'age scolaire et les jeunes adultes (Magnus et
Jaakkola, 1997; Wieringa et coll., 2001; Eder et coll., 2006).

Une autre étude révéle que les maladies cardiaques sont significatives chez les enfants et
souligne I'endocardite infectieuse comme une complication majeure. Il est important de noté
que la cavité buccale peut étre la principale voie d'entrée pour cette infection (Lefevre et coll.,
2004).
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1.8.Répartition des enfants en fonction de la consommation d'antibiotiques:

Les résultats concernant la répartition des enfants selon leur consommation d‘antibiotiques sont

illustrés dans le graphique ci-dessous ;

B Enfants qui prennent des
antibiotiques

B Enfants qui ne prennent
pas des antibiotiques

Figure N°9 : Répartition des enfants en fonction de la consommation d'antibiotiques

Selon nos résultats, une grande partie des enfants (83%) recoivent des traitements antibiotiques.

Ces médicaments peuvent altérer la composition de la flore buccale et favoriser I'émergence
d'une résistance chez certains microorganismes de la cavité buccale, posant ainsi un sérieux
probleme pour la santé. Cette résistance compromet I'efficacité des soins de santé, car un
nombre croissant d'agents pathogénes deviennent insensibles aux antibiotiques (Donkor et
Kotey, 2020).
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1.9. Identification préliminaire des microorganismes

Les résultats de I'identification préliminaire des microorganismes sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau N°4 : Identification préliminaire des microorganismes

Nombre d’enfants : n=24 (%)
Bactéries a Gram + 10 (42%)
Bactéries a Gram- 0 (0%)
Levures 2 (8%)
Association : Gram+, Gram- et levures 4 (17%)
Association : Gram+, Gram- 1 (4%)
Association : Gram+, levures 7 (29%)
Association : Gram-, levures 0 (0%)

D'aprés nos résultats, nous avons constaté que la majorité des patients présentaient des bactéries
a Gram positif. De plus, une association entre les bactéries a Gram positif et les levures a été
observée. En revanche, nous avons noté un faible pourcentage de bactéries a Gram négatif,

toujours associées aux Gram positif.

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a établi une liste de pathogénes prioritaires, incluant
certains classés comme des bactéries résistantes aux antibiotiques nécessitant de toute urgence
des recherches et le développement de nouveaux traitements. Parmi ces pathogeénes, les
bactéries Gram positives sont particulierement préoccupantes car elles peuvent causer des
infections graves. Les bactéries multirésistantes (MDR) représentent également un probleme
majeur de santé nécessitant une attention particuliere (Cornaglia, 2009 ; Asokan et coll.,
2019).

Pour la suite de notre étude, nous avons sélectionné une souche de Klebsiella pneumoniae isolée
chez un patient souffrant d'une maladie cardiovasculaire et hospitalisé en raison d'une infection
généralisée par cette bactérie. De plus, chez ce méme patient, nous avons également isolé une

souche de Staphylococcus haemolyticus ainsi qu'une souche de Candida parapsilosis.
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2. Le rendement d'extraction de I'huile essentielle du clou de girofle « Syzygium

aromaticum »

Le rendement en huile essentielle (RHE) est calculé en pourcentage comme étant le rapport
entre la quantité de matiere végétale utilisée et la quantité d'huile essentielle obtenue, selon la

formule suivante :

RHE (%) = (M’/M) x 100

RHE : Rendement en huile essentielle en pourcentage.
M’ : Masse de I’huile essentielle en grammes.
M : Masse de la matiere végétale seche utilisée en grammes (Belyagoubi, 2006).

Le résultat obtenu est présenté dans le tableau ci-dessous :

Le tableau ci-dessous illustre le taux de rendement en huile essentielle extrait du clou de girofle

Tableau N°5 : Calcul du rendement d'extraction de I'huile essentielle du clou de girofle

(Syzygium aromaticum)

Masse de plante | Masse des HE(g) | Rendements(%6)
Meéthode seche ()
d’extraction
hydrodistilation 233449 11.05¢ 4.7 %

Nos résultats montrent que le rendement en huile essentielle des clous de girofle est de 4,7 %,
calculé par rapport au poids du matériel végétal sec. Ce rendement est considéré comme élevé
pour cette espéce. En effet, notre résultat est proche de celui rapporté par Merghache et ses
collaborateurs (2009) qui ont obtenu un rendement de 4,2 %, et il est supérieur a celui rapporté
par Zwaving et Smith (1971) qui ont obtenu un rendement de 2,95 %.
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3. Aromatogramme :

RESULTATS ET DISCUSSION

Cette méthode permet de déterminer l'activité inhibitrice des huiles essentielles et des

extraits en mesurant le diameétre de la zone d'inhibition autour d'un disque imprégné de

ceux-ci, ou d'un produit a base des extraits. Les résultats sont classes dans le Tableau N°6.

Il est important de noter que la sensibilité des microorganismes aux huiles essentielles est

évaluée en fonction du diameétre des halos d'inhibition :

e Non sensibles : diamétre < 8mm

e Sensibles : diamétre entre 8mm et 14 mm

e Tres sensibles : diamétre entre 15mm et 19 mm

e Extrémement sensibles : diamétre > 20 mm (Ouis, 2015).

Tableau N°6 : I'activité antimicrobienne de Clou de Girofle « Syzygium aromaticum ».

Diameétres (mm)

Sensibilité

Staphylocoque hémolytique 19 mm Tres sensible
Klebsiella pneumoniae 15 mm Tres sensible
Candida parapsilosis 20 mm Extrémement sensible

D'apreés les résultats présentés dans le tableau, nous constatons que les levures et les bactéries a

Gram positif sont plus sensibles a I'huile essentielle de clou de girofle que les bactéries a Gram

négatif. En effet, selon certaines études, les huiles essentielles ont un effet moins marqué sur

les bactéries a Gram négatif en raison de la composition de leur paroi cellulaire (Toure, 2015).

Les extraits aromatiques agissent sur les souches fongiques d'une maniere encore partiellement

comprise. Selon certaines recherches, leur effet antifongique serait lié a une altération de la

membrane cellulaire (Hamoud et coll., 2009).

4. Activité anti-biofilm de I'huile essentielle de clou de girofle (Syzygium aromaticum) :

Les résultats illustrant I'effet de I'huile essentielle de clou de girofle sur l'inhibition de la

formation des biofilms mono- et multi-espéces sont représentés sur la figure N° 10 :
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Les résultats obtenus montrent que I'huile essentielle de clou de girofle inhibe de maniére
significative la formation de biofilms, notamment ceux formés par Candida parapsilosis et
Staphylocoque haemolyticus, indiquant un effet comparable sur ces deux types de micro-

organismes. Cependant, son effet inhibiteur est moindre contre Klebsiella pneumoniae.

Nous remarquons également que les biofilms multi-espéces formes par ces trois souches sont
moins sensibles a I'huile essentielle, ce qui concorde avec des recherches démontrant une

résistance accrue des biofilms multi-espéces aux agents antimicrobiens.

L'huile essentielle de clou de girofle est riche en eugénol, ce qui lui confére des propriétés
bactéricides, fongicides et acaricides. Des études antérieures, notamment celles d'Oussalaha
et coll. (2007) et de Rhayour et coll. (2016), ont confirmé son activité antibactérienne
puissante, principalement attribuée a I'eugénol. Par ailleurs, des recherches récentes comme
celles d"Afif et coll. (2018) ont souligné l'efficacité des huiles essentielles, y compris celle de
clou de girofle, contre des pathogénes tels que Klebsiella pneumoniae, mettant en lumiére leur

potentiel dans la lutte contre ces bactéries pathogeénes.

Les huiles essentielles, riches en composés actifs, offrent des avantages uniques par rapport aux
traitements conventionnels. Leurs propriétés peuvent étre exploitées pour contrbler la

croissance des microorganismes bucco-dentaires, comme I'a souligné Yahyaoui (2020)
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CONCLUSION

La formation de biofilms sur les surfaces de la cavité buccale joue un réle essentiel dans le
développement des infections bucco-dentaires. Ce phénomene peut étre accentué par une mauvaise
hygiene buccale ou une maladie chronique, surtout face aux limites de I'utilisation des antibiotiques.
Les etudes actuelles explorent l'utilisation d'agents antimicrobiens naturels, tels que les huiles

essentielles, pour inhiber la formation des biofilms et réduire les risques d'infections bucco-dentaires.
Dans cette optique, nous avons entrepris une étude avec les objectifs suivants :
Avoir un apercu de la composition de la flore buccale chez les enfants de la région de Ghazaouet.

Evaluer I'effet inhibiteur de I'huile essentielle de clou de girofle sur des souches cliniquement
intéressantes, a savoir Klebsiella pneumoniae, Staphylocoque hémolytique et Candida parapsilosis,

isolées de la cavité buccale d'un enfant souffrant de maladie cardiaque.
Les résultats obtenus ont permis de tirer les conclusions suivantes :

= La consommation réguliere de sucreries peut entrainer une augmentation des bactéries buccales
qui se nourrissent de glucides, favorisant ainsi le développement de caries dentaires.

= La flore microbienne de la cavité buccale est principalement composée de bactéries a Gram
positif.

= Lactivité inhibitrice de I'huile essentielle de clou de girofle sur les biofilms de Klebsiella

pneumoniae, Staphylocoque hémolytique et Candida parapsilosis s'est révélée prometteuse.

Pour réduire le risque de formation de biofilms bucco-dentaires, et en se basant sur les réponses
obtenues grace au questionnaire proposé aux parents des enfants, nous sommes en mesure de formuler

les recommandations suivantes :

= Brosser les dents au moins deux fois par jour avec une brosse a dents adaptée a leur age et un
dentifrice fluoré.
= Limiter la consommation de sucreries et de boissons sucrées.

= Planifier des visites réguliéres chez le dentiste des leur plus jeune age.
Pour enrichir cette étude, il serait pertinent de :

= Augmenter la diversité de la population étudiée.
= Utiliser des techniques moléculaires pour caracteriser les différentes souches.
= Examiner l'efficacité de I'huile essentielle de clou de girofle contre le biofilm dans divers

environnements.
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Annexe N°1.1 : Questionnaire médical

Code anonymat (......)

Date a laquelle le questionnaire médical a été rempli: .... /... /....

Nom prénom : .....................

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

6. Place de l'enfant dans la fratrie ? ...........cccvnnn..

T.votreville ? ...,

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

9. A quand remonte le dernier examen dentaire?

0 1ére fois aujourd'hui
0 moins de 6 mois

0 moins d'un an

0 moins de 2 ans
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0 plus de 2 ans

10. Motif(s) de la consultation :

0 Conseil / Information
0 Détartrage

0 Extraction

0 Caries

0 Orthodontie/ODF

11. vous brossez vous les dents tous les jours ?
0 Oui
0 Non

12. A quelle fréquence vous brossez vous les dents par jours?

0 Trois fois
0 Deux fois
0 Une fois
0 jamais

13. combien de temps dure votre brossage de dents?

0 3 minutes
0 2 minutes
0 1 minutes
0 Quelque secondes

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

0 Oui

0 Non

15. Brossez-vous les dents par un dentifrice fluoré ?
Utilisez-vous un fil dentaire ?

0 Oui
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0 Non

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

0 Oui

0 Non

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

0 3 fois ou moins par semaine
0 4 a5 fois par semaine
0 tous les jours

18. consommez-vous | des boissons sucrées (jus ou boissons aux fruits, boisson gazeuse ou
énergisante, thé glacé, limonade...) ?

0 < 1 verre ou canette par jour

0 1 a 3 verres ou cannettes par jour
0 3 verres ou cannettes par jour

0 Rarement

19. Consommez-vous réguli¢re des aliments acides : (d'agrumes, de tomates, de vinaigres....
)?
0 Oui

0 Non

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

0 Rarement

0 1 produit laitier par jour

0 2 produits laitiers par jour

0 3 produits laitiers par jour

0 Plus de 3 produits laitiers par jour

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

0] Non

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

0 Oui

0] Non

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

0 Oui

0 Non

24. Avez-vous des animaux a votre maison ?
0 Oui
0] Non

Si oui lesquels.................
25. Avez-vous déja eu une maladie bucco-dentaire?
0 Oui

0] Non

26. Si oui, laquelle?

0 Caries

0 Gingivites (Les saignements gingivaux en cours de brossage)
0 Parodontites

0 Aphtes

0 Muguets

27. L’hygiéne bucco-dentaire a-t-elle de I'importance pour vous?

0 Oui
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0 Non

28. Avez-vous des problemes de santé ?

0 Diabéte (type 1 ou type 2).

0 Cardiaque

0 Asthme

0 Obesité

0 Autres ; lesquels:.....................

0 Depuis combien de temps souffre-t-il de la maladie ?..........ccccooovvveinnnnn
0 Quels MEdicaments SONE PriS 2......ccveveiririeieeresiee e
0 La durée d’hospitaliSation...........oouvvuiiitiiniiiiiitiii i eieeaaeeeeenn

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

Sioui lesquels :
30. Les antécédents familiaux révelent-ils une forte susceptibilité aux caries ?

0 Oui

0 Non
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Annexe N°1.2 : résultats de I’aromatogramme

Photo N°2 : Aromatogramme de Klebsiella pneumoniae
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Aromatogramme de Candida parapsilos

Photo N°3



