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SP: Stomatite Prothétique
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SPSS : Statistical Package for the Social Sciences
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LEXIQUE DES TERMES SCIENTIFIQUES

Absorbance : Grandeur physique sans unité mesurant la capacité d'une solution a absorber
une onde électromagnétique pour une longueur d'onde donnée, détectée par un
spectrophotometre, elle est directement proportionnelle a la concentration de la substance.
Appelée également densité optique

Confluence : C’est le degré d’écartement qui existe entre les cellules adhérentes cultivées en
monocouche sur un support approprié. 100 % de confluence décrit un tapis cellulaire ne
présentant aucun interstice entre deux cellules, elles se touchent toutes.

Cellules planctoniques : cellules libres, flottantes, non adhérées.

Cellules sessiles : Cellules qui adhérent a la surface prothétique, constituant le biofilm
prothétique.

Microplaque : Plaque micro titre est une plaque utilisée au laboratoire, peut contenir plusieurs
puits : 6, 12, 24, 48, ou 96 puits.

Falcon : Tube en plastique faisant partie du matériel de biologie moléculaire.
Flasque : Bouteille de petite forme aplatie dans sa largeur, utilisée au laboratoire.

Isomeére : Composes ayant la méme formule d'ensemble, mais des propriétés différentes dues
a un agencement différent des atomes dans la molécule.

Mac Farland standard : Standard de turbidité qui sert pour préparer les suspensions des
microorganismes.

Microbiote : Ensemble des micro-organismes vivant dans un écosystéme donné.
Nom vernaculaire : Nom courant, s’oppose a hom scientifique.

Turbidité : Caractéristique optique d’un liquide, par sa capacité a diffuser ou a absorber la
lumiere incidente ; désigne la teneur, d’un fluide en matieres, qui le trouble.

Organoleptiques : Caractéristiques d'une substance qui sont perceptibles par les organes des
sens : saveur, odeur, aspect et consistance.

Emollient : Substance qui amollit, relache les tissus tendus et calme I'inflammation.

Hygroscopique : Propriété d’une substance lui permettant d'absorber I'hnumidité de I'air.
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Introduction

L’espérance de vie a manifestement augmenté ces dernicres années, elle est de 77ans
en 2018 (70 ans en 1’an 2000) publiée par 1’Office Nationale des Statistiques [222], ce qui
classe les Algériens comme étant le peuple ayant la meilleure espérance de vie du continent

africain.

Le vieillissement de la population et l'augmentation de cette espérance de vie dans le monde
représentent les principaux facteurs responsables de I'accroissement du nombre des patients
édentés totaux, et ce malgre la prévention et des soins conservateurs de plus en plus fréquents
et performants, de ce fait I’édentation totale constitue actuellement une infirmité répandue [76,
176].

En 2010, une étude menée par Rabeira et al. ont rapporté que 56% parmi les 216 patients
examinés étaient édentés et que les 95 patients restants possédaient en moyenne 3,22 dents
[184]. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) prévoit 30 % d’édentés totaux dans le
monde en 2030 [36, 107].

La prothese complete constitue et reste toujours une solution avérée dans le traitement de cet
handicap, pour répondre aux espérances esthétiques et fonctionnels des patients[183, 223].
Selon HUE 2004 [107] ,61,5 % des patients sont porteurs de protheses adjointes ,parmi eux

16,3 % ont une prothese compléte unimaxillaire et 14,3 % une prothése compléte bimaxillaire.

L’insertion en bouche de ce dispositif n’est pas sans conséquences sur 1’environnement buccal,
une étude a Tlemcen menée par Oussadit en 2009 [171] constate que 160 patients consultés
sur une période de deux ans, souffraient de lésions chroniques de la mugueuse buccale
engendreées par le port d’une prothése totale amovible, ce qui fait de ces Iésions un probléme de
santé publique. Parmi elles, la stomatite prothétique est rapportée, majoritairement
asymptomatique, reconnue comme la lésion la plus fréquente chez les porteurs de prothéses
amovibles. Son étiologie est multifactorielle, ayant comme facteur principal la présence d’un
agent fongique opportuniste de la cavite orale le Candida albicans, retrouve dans le biofilm
prothétique.

Les sujets immunodéprimés sont particulierement vulnérables aux infections fongiques, chez
qui le risque d’une candidémie (infection systemique par infiltration du Candida dans le flux
sanguin) est présent. En outre, le Candida albicans figure parmi les microorganismes

responsables des infections nosocomiales.
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La prescription des antimycosiques est une des phases de la gestion thérapeutique de la
stomatite prothétique. Cependant, plusieurs études ont rapporté une résistance des germes aux

produits pharmaceutiques, et une récidive de la lésion aprés arrét du traitement.

Face a cette réalité, des chercheurs se sont penchés vers la voie des produits naturels, plus
exactement celle des huiles essentielles dont I’efficacité anti-infectieuse a été scientifiquement
démontrée in vitro [177, 224]. Ces métabolites représenteraient une nouvelle source de
composeés actifs réagissant et dégradant par différents mécanismes, la membrane plasmique des

microorganismes [203].

On assiste, ces derniéres années, a un regain d’intérét pour les extraits des plantes médicinales
et aromatiques. Sachant que 1’ Algérie est un pays riche par une flore végétale trés diversifiée,
elle serait plus de 5000 taxons (espéces), sous espéeces et hybrides [109] dont plusieurs d’entre
elles sont utilisées en médecine traditionnelle Algérienne. Pour cela nous avons souhaité mener
cette thése afin de valoriser une espece végétale de Thym (Thymus fontanesii) poussant
spontanément en Algérie surtout dans la région de Tlemcen et démontrer son potentiel

antifongique in vitro.

Apreés une synthese bibliographique de la stomatite prothétique et de son traitement,
notre étude aura pour objectif principal de comparer le caractére antifongique d’un gel buccal
formulé a partir des huiles essentielles du Thym (Thymus fontanesii) (récoltée a Tlemcen) et
du Girofle (Syzygium aromanticum) (acheté chez un herboriste et dont 1’origine serait en
Indonésie) contenant le carvacrol et 1’eugénol avec celui du Miconazole sur le Candida
albicans responsable des stomatites prothétiques, ceci dans le but de valoriser une ressource
biologique naturelle du nord algérien afin de créer peut étre de nouvelles voies de traitement

des stomatites prothétiques.

En seconds objectifs, déterminer grace a des investigations biologiques in vitro, les
concentrations minimales inhibitrices et fongicides des huiles essentielles dans un intérét
pharmacologique, nous aborderons ensuite une étude de la cytotoxicité des huiles essentielles
étudiées. Nous acheverons la partie épidémiologique par une estimation de la prévalence de la
stomatite prothétique chez 1’édenté total appareillé dans la région de Tlemcen, ainsi que la
fréquence du Candida albicans selon les types de ces lésions. Enfin dans un intérét préventif,
le profil épidémiologique des sujets avec stomatite prothétique sera decrit.
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1.1. Port de la Prothése et la Stomatite Prothétique

1.1.1. Description et épidémiologie de la stomatite prothétique
La stomatite prothétique est une forme de candidose induite par une prothése dentaire,
définie comme une réaction inflammatoire chronique affectant les porteurs de prothéses

dentaires amovibles aussi bien partielles que totales [76, 205, 220].

Cette Iésion était décrite pour la premiere fois par Cahn 1936 sous un nom anglais de
« denture sore mouth, » [38], elle a été ensuite rapportée sous de nombreux termes anglais et
frangais (Tableau n° 1) , actuellement I’appellation de « stomatite prothétique » est quasi

majoritaire.

Tableau n°l : Dénomination anglo-saxonne de la stomatite prothétique dans le temps [148].

Référence Année Dénomination anglo-saxonne
Cahn [38] 1936  Denture sore mouth
Classification précoce - Denture stomatitis
Lambson et al.[127] 1967  Palatal papillary hyperplasia
Maurizio Dotto [72] 1984  Ouranite sous-prothétique
Samarnayake and MacFarlane [195] Denture-associated candidosis,

1990  Candida-associated denture stomatitis

Mc Cullough and Savage [148] 2005  Denture-induced stomatitis

Source : McCullough, M. J. Oral candidosis and the therapeutic use of antifungal agents in dentistry. Austr Dental Journa.2005

Elle se manifeste par un érythéme et un cedéme de la muqueuse buccale, siégeant surtout a la
mugqueuse palatine sous une prothese maxillaire partielle ou compléte , et cela est due a
I’absence de I’effet protecteur de la salive et de nettoyage de la langue, et enfin a une
oxygeénation correcte de cette muqueuse ; elle plus rare a la mandibule puisque la quantité de

la salive est suffisante et I'action nettoyante de la langue est présente [103, 201].

La stomatite prothétique est la Iésion buccale la plus courante chez 1’édenté appareillé ,sa
prévalence augmente dés la premiére année du port de la prothése et qui risque de se compliquer

en une stomatite séveére si elles n’est pas traitée[152, 198].

Les études rapportent une prévalence variant de : 25% a 65% [108],entre 6,5 % et77,5% [76],
65% des porteurs de prothéses[1]entre 15 et 70%[95], et 19,5% a 50,6%porteurs de prothéses
complétes au Brésil [139, 180]. En moyenne, un tiers des porteurs de protheses sont touchés
par cette pathologie [226], une prévalence de 74 ,4% est rapportée par une étude a
Tlemcen.[171], et une incidence de la SP de 78,8%[198].

Revue Bibliographique 5


https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Maurizio+Dotto%22

Une récente revue systématique rapporte que la stomatite prothétique était la lésion buccale la

plus fréquente chez les sujets agés a 13,3 %[191].

La prévalence et I’incidence de la stomatite prothétique sont plus élevées chez le sujet féminin

appareillé [86, 95, 226],1’age de semble pas étre un facteur de risque[226].

Il s’agit de la forme clinique la plus fréquente des mycoses buccales associée au Candida, la

levure est isolée dans 93 % des cas [76, 89, 105, 177, 186, 201].

De découverte fortuite, la SP est majoritairement non douloureuse, les symptdmes se traduisent
par un erytheme léger ou sévere, chronique de la muqueuse palatine, et un cedéme localisé ou
géneralisé limité a la zone de support de prothese dentaire souvent avec des bords nettement
définis[76] rarement des démangeaisons, ou des sensations de brlures sont rapportées[95, 105,
194].

La lésion peut étre associée a d’autres pathologies, comme la chéilite angulaire décrite par des

I¢ésions fissurées des commissures labiales accompagnées d’inconfort et de douleurs [3].

1.1.2. Etiopathogénie
L’étiopathogénie de la stomatite prothétique est multifactorielle [89, 95, 194, 205]. Elle

comprend des facteurs locaux et des facteurs systémiques liés a I'hote.

Les causes d’une apparition de la stomatite prothétique (SP) sont dues: a une agression
traumatique des prothéses dentaires[76, 79],une hygiene bucco-prothétique déficiente [76, 89,
122]un port prothétique continu[89, 226],un facteur infectieux[76, 180] et des facteurs

systémiques.

1.1.2.1.Facteurs Locaux

a) Existence et ancienneté des appareils dentaires

Le traumatisme et la présence de protheses ont été répertoriés parmi les principaux facteurs
responsables de 1’apparition de la stomatite prothétique (SP), I’inflammation jouerait alors le
rle de précurseur a une infection fongique. Les traumatismes a répétition, ou une occlusion
mal équilibrée réduisent la résistance des tissus a I’invasion, et augmentent la perméabilité de
I'épithélium aux toxines produites par les levures opportunistes. Une stomatite prothétique (SP)

de type | peut apparaitre apres seulement DEUX jours de port prothétique[86, 89, 152, 205].

L’instabilit¢ d’une prothése mandibulaire risque de causer un traumatisme a la muqueuse
palatine et favoriser ainsi le développement de la stomatite prothétique (SP). Selon une étude

canadienne, des patients traités par une prothese mandibulaire stabilisée sur implants souffraient
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cing fois moins de SP, en raison d’une meilleure distribution des charges occlusales et d’une

rétention optimale[76, 79].

II a ét¢ démontré que la mise en bouche d’un appareil orthodontique, modifierait

I’environnement buccal engendrant une augmentation du nombre de levures en bouche [3, 212].

Selon certains auteurs, la SP semble étre liée a I’ancienneté de la prothése, et non pas au nombre
de protheses renouvelées [226]. Les porteurs de protheses partielles sont moins a risque de
développer une SP que les porteurs de prothéses complétes[205], la prévalence de la SP chez
ces patients varie entre 1,1% et 36,7% [76].

Les résultats ont montré que le renouvellement des protheses et I'amélioration de I'hygiéne des

prothéses étaient utiles pour le traitement de la stomatite prothetique[180].

Certains chercheurs pensent que la lésion se produit moins souvent sous des protheses " non
traumatiques ", elle serait moins fréquente chez les patients dont les crétes alvéolaires sont
satisfaisantes que chez ceux dont les crétes sont plates, chez qui le degré de traumatisme

prothétique se trouve plus élevé [117].

b) Réaction allergique

11 est difficile pour les auteurs d’écarter la possibilité que la stomatite soit une manifestation
d’une réaction allergique au matériau de base de la prothése qui est I’acrylique, dont I’allergéne
serait le monomere résiduel, retrouvé plus dans les résines auto-polymérisables que dans les

autres résines.

Par ailleurs, dans le cas d’une réaction allergique, la mandibule serait aussi affectée, ce qui est
trés rarement le cas avec la stomatite, en plus la faible incidence de la réaction allergique a la
résine ne correspond pas a la prévalence élevée des stomatites prothétiques. Pour toutes ces
raisons, cette étiologie est trés peu retenue [103, 198].

¢) Hyagiéne bucco-prothétique insuffisante

Les études démontrent une association claire entre une mauvaise hygiéne de la prothese et la
prévalence de la SP (une relation statistiquement significative entre la stomatite prothétique, la
présence de levures et 1’hygiéne des protheses)[110, 122, 142, 180]. Un simple brossage
prothétique est insuffisant pour empécher la formation du biofilm et maintenir une bonne
hygiéne bucco prothétique, cependant le trempage des prothéses dans des solutions
désinfectantes telle que I'hypochlorite de sodium dilué, avec I’utilisation des microondes ou des

ultrasons est requis dans le cadre de I'entretien régulier des protheses dentaires [219].
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Malheureusement la majorité des patients porteurs de protheses sont des patients ages et
beaucoup d’entre eux ont des déficiences qui rendent difficile le nettoyage régulier des

prothéses [95].

Le manque de brossage du palais est aussi répertori¢ comme facteur étiologique, I’effet
protecteur de la salive et I’oxygénation de la muqueuse se trouvent atténué, cette derniére est

sujette & des agressions mécaniques et microbiologiques[114].

d) Biofilm prothétigue a Candida

La stomatite prothétique (SP) est une infection en rapport avec la présence et le maintien d’un
biofilm prothétique [95] ; qui est une communauté de microorganismes mono ou pluri-especes
,structurée et complexe , encapsulée dans une matrice polysaccharidique attachée a une surface
biotique vivante ou inerte abiotique formant des structures tridimensionnelles(Fig n°1) [95, 202,
218].

Figure n° 1 : Observation microscopique (x1000) du C. albicans mycélium sur I’intrados
prothétique [95]

Leur formation se produit en réponse & une varieté de signaux, notamment une densité cellulaire
élevée, et des contraintes physiques environnementales, connue pour étre plus résistants aux
mécanismes de défense de I'h6te et aux antibiotiques que les microbes unicellulaires
planctoniques ( libres), ils représentent une source d'infection permanente pour les patients
[129].

La mycose buccale a une influence sur la muqueuse cesophagienne, en effet les prothéses
amovibles infectées peuvent entrainer une mycose de la continuité du systéme digestif comme

la gorge et le tractus gastro-intestinal [131, 168].
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La formation du biofilm commence par I'adhésion irréversible des cellules planctoniques
(libres) a la surface prothétique, en colonisant I’intrados prothétique, suivie par I'apparition de
filaments « hyphes ». La sécrétion et I’accumulation d’une matrice extracellulaire est
révelatrice de la maturation du biofilm recouvrant la surface et croissant en épaisseur. Enfin les
cellules fongiques se détachent du biofilm pour retourner a la suspension planctonique et se
disperser dans le milieu (Fig n°2) [13, 52, 186, 202].

Détachement et
retour a la croissance
planctonique

Production de matrice
extra cellulaire

Cellules Adhésion a la surface
planctoniques

Q % Q@ f ac ,"_ o \! : ;‘\’__ 7 A |42 '/, 3 / ‘.
BQeatna oo Ty S et lR G s bRl e 1> e X
Phase d’Adhésion Phase de Colonisation Phase de Maturation Phase de Détachement

Figure n°2 : Schéma d'un biofilm a Candida formé sur une surface polymérique.
(Adapté de Araujo et al. 2017) [13]

Depuis longtemps, les levures Candida étaient associées & la stomatite prothétique apres
isolement mycologique dans 70 a 90% chez des patients diagnostiqués de cette Iésion, [57, 89,
180, 194, 220] D’apres Loster , toute prothése inséré en bouche est colonisée par le Candida
albicans [131].

Les especes Candida sont des levures naturellement présentes, en faible quantité, dans la
microflore commensale de la sphere oro pharyngée, et sont considérées comme les seuls
especes fongiques résidant dans la cavité buccale humaine[10], sous forme de blastospores
(Candida albicans est retrouvé dans 30% des cas sur une mugueuse saine), cellules rondes
bourgeonnantes de plus ou moins 4 um de diamétre [3, 141]. Cependant, en présence d'un
déséquilibre de la flore microbienne (hygiene insuffisante, pH acide) ou d'un affaiblissement
du systéme immunitaire, il se produit une multiplication des blastospores, en quantité plus
importante [147, 209]. Ensuite, la levure développe sa forme pseudo-filamenteuse ou
pseudomycélium, constituée d’un assemblage de cellules mises bout a bout pour simuler un
filament ou mycélium vrai, spécifique de 1’espéce Candida albicans ( Fig n°3). Cette forme

favorise I’invasion des tissus et des organes de I’hote. Le passage par le stade de tubes
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germinatifs, intermédiaires entre le blastopore et le mycélium, favorise la colonisation. La
levure est alors capable d’adhérer et d’envahir les tissus (Fig n°4) [147, 209].

Figure n° 3 : Différentes formes de croissance des Candida sp.(Odds 1988) [125]
(A)Formation des blastopores par bourgeonnement, (B) Formation de pseudo mycélium
(C)Formation de mycélium.

0 8oL oY % “ajz
3 S % @89 &,
~ N,
Tube germinatif
Filaments mycéliens : Hyphes
Figure n° 4: Observation microscopique des différentes morphologies du Candida albicans
(x<400) Laboratoire de Mycologie Médicale CHUT.
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En plus des pathologies infectieuses superficielles, la colonisation et la formation de biofilms
des surfaces buccales peuvent servir de réservoir d’infections disséminées, telles que la
pneumonie par aspiration et l’infection gastro-intestinale[164]. Le Candida peut aussi
engendrer des pathologies séveres comme la fongémie, précisément la candidémie pouvant
aboutir a la mort chez I’'immunodéprimé. [14, 129]Par ailleurs, ces microorganismes sont de
plus en plus impliqués dans les infections nosocomiales aboutissant a un probléme de santé
publique (Fig n°5) [52].

: ..4.‘ e = T o S e |
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Figure n°5 : (A) Frottis contréle de sujet sain ; frottis cytologique buccal de la muqueuse palatine

présentant des cellules malpighiennes typiques et des cellules inflammatoires chroniques dispersées

(violet foncé)(x 10) , (B) Hyphes fongiques d’une stomatite prothétique ; frottis cytologique buccal
de la muqueuse palatine montrant une invasion tissulaire des hyphes de Candida (x40) [9].

Les Candida des biofilms se caractérisent par un phénotype distinct de celui exprimé en
suspension et par une susceptibilité réduite aux antifongiques, suite a une augmentation des
concentrations des nutriments avec une hétérogénéité microbienne et grdce a une

communication intercellulaire et inter espéce[53, 147, 151].

Le Candida albicans est I’espéce la plus communément isolée des prothéses et du palais des
patients atteints de SP (Fig n°6) [37, 86, 89, 105]de ce fait, elle est reconnue comme facteur
étiologique majeur de la stomatite prothétique[95]. Méme si diverses études ont isolé d'autres
espéces de Candida des prothéses recouvrant des stomatites prothétiques, comme C.
dubliniensis, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis et surtout C. glabrata [57, 105, 177, 194].
Un nombre de 23 espéces de Candida a été diagnostiqué microbiologiquement en cing ans chez

des porteurs de protheses amovibles complétes et partiels [131].

Un certain nombre de bactéries Gram negatif et positif comme le Staphylococcus,

Streptococcus, et Fusobacterium peuvent également étre impliquees [89, 95, 152, 178].
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Les especes Candida ont été regroupées selon leur virulence décroissante en trois groupes [14] :
- Groupes 1 : C. albicans et C. tropicalis
-Groupes 2 : C. glabrata, et C. kefyr

-Groupe 3 : C. krusei, et C. parapsilosis

Le C.albicans produit plus de biofilm avec une architecture plus complexe comparé aux autres
espéces Candida ( glabrata, tropicalis et paraplosis) moins de 10% des souches albicans en

produisent contre 80% des souches non albicans [3].

Figure n° 6 : Candida albicans sur milieu Sabouraud- chloramphénicol isolé d’une
prothése amovible recouvrant une SP. Laboratoire de Mycologie Médicale CHUT.

a Facteurs de virulence des Candida

Le genre Candida possede un ensemble de caractéristiques complexes assurant sa pathogénicité

tels que : [40, 42, 147, 162, 164, 202, 211]

- Le dimorphisme

- Lasécrétion d'adhésives servant a I'adhérence aux muqueuses.

- La production d'enzymes protéolytiques telles que les phospholipases et les aspartyl
protéases.

- Larégulation des pompes a efflux : par la H + ATPase qui régule le pH intracellulaire
offrant une acidification moyenne, impliqué dans I’induction du dimorphisme, dans la
croissance des cellules fongiques et I'absorption de nutriments.

- Les molécules du quorum sensing (QS) ou détection du quorum sont des molécules de
signalisation sécrétées par les cellules microbiennes qui permettent la perception de la
densité cellulaire en modulant leur comportement communautaire. 1ls sont responsables de
la modification phénotypique, de la sécrétion des facteurs de virulence et de la formation
des biofilms.

- Enplus de la capacité a coloniser et a envahir I'ensemble des tissus, la capacité de croitre
rapidement a 37°C, et la possession d'une paroi cellulaire résistante aux enzymes de

dégradation de I'héte.
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= Dimorphisme
Le dimorphisme est I’aptitude du Candida & modifier sa morphologie selon les conditions

environnementales, a « switcher » de la forme levure bourgeonnante a la forme mycélienne
vraie « hyphe ». Les principales formes pathogénes qui peuvent étre observées sont la forme
mycelienne et pseudo mycélienne, la forme commensale se présente comme des levures
bourgeonnantes. En plus, la cellule fongique a la capacité de se présenter sous différents aspects
visibles en microscopie optique.

= Adhérence et la persistance du Candida albicans

Le Candida est capable de produire des adhésines en grandes les adhésines favorisant son
adhérence a la surface des cellules hotes par interactions spécifiques de type ligand-récepteur
et réussir a coloniser les muqueuses .L’adhésion de Candida sur la muqueuse est conditionnée
par des interactions qui impliquent des récepteurs cellulaires et des protéines de la paroi du
Candida « adhésines »[202]. Ces exo polysaccharides constituent un facteur de virulence

responsable de la dissémination de I'infection chez les organismes hétes[52, 186].

= Formation du Biofilm Prothétique
Le Candida albicans peut adhérer et croitre sur des surfaces abiotiques comme les prothéses

dentaires nécessitant au préalable un dépdt d’une pellicule de protéines provenant de
I’environnement salivaire, formant ainsi un biofilm a Candida[52, 186]la prothese agirait
comme un réservoir de micro-organismes, permettant au Candida de réinfecter continuellement
la surface muqueuse contribuant au développement de la SP [47]Le Candida albicans dans un
biofilm exprime une susceptibilité réduite aux agents antifongiques connus Fluconazole,
Amphotéricine B, Nystatine, Chlorhexidine [53, 197].

= Seécrétion des aspartyl -protéinases et des phospholipases
Ces enzymes protéolytiques et lipolytiques contribuent a 1’infection des muqueuses et aux

infections systémiques, exprimés dans la phase d’adhésion aux cellules hétes , de dimorphisme,
et d’invasion tout en résistants aux défenses immunitaires[202]. Le C. albicans en biofilms
produit plus de aspartyl -protéinases (Sap) qu’en suspension planctonique [151]. D’autres
enzymes protéolytiques sont sécrétées par C. albicans comme les lipases et les phospholipases,

qui ont la capacité d'hydrolyser une ou plusieurs liaisons ester des glycéro-phospholipides.
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e) Port continu de la prothése amovible

Le port prothétique continu (diurne et nocturne) a également été associée au développement de
la SP [86].11 permet au Candida de coloniser le biofilm sur la muqueuse et sous la prothése.
Un environnement relativement anaérobique est créé avec une diminution du pH, favorisant
ainsi la prolifération opportuniste de levures pathogénes [95, 181].Le port nocturne constitue

un facteur de risque de la stomatite prothétique [76, 142, 226].

f) Nature de la surface prothétique

Il est a noter que la nature physico-chimique de la surface prothétique influe sur la formation
du biofilm, en effet , les surfaces comme la résine polymétacrylate favorisent cette
formation[105].

Plusieurs facteurs influent sur I'adhérence et la formation de biofilm a Candida sur les surfaces
acryliques, comme la rugosité et I’hydrophobie et I’énergie de surface de la surface de I’intrados
prothétique [129, 168, 194]. L’adhérence de Candida dépend de la microporosité présente sur
la surface de la prothese dentaire ; de telles irrégularités facilite ’accroche des levures et rendent

difficile I'élimination des microorganismes par les manceuvres d'hygiéne [181].

L’intrados prothétique dispose d’une surface connue pour étre rugueuse et hydrophobe ce qui
jour un réle dans I’apparition de la SP [95]. En effet, I’hydrophobicité a permis d’augmenter
sélectivement la capacité des filaments du C. albicans a coloniser les surfaces des protheses,
des auteurs suggerent d’utiliser des matériaux de revétements hydrophiles afin de diminuer la

capacité d’adhésion du germe[129, 177].

Le vieillissement du matériau a été aussi remis en cause, ceci favorise la colonisation par le C.
albicans[218, 219].

g) Salive et Acidose prothétique

Une relation significative a été prouvée entre la présence de levures, I'nypo salivation et la

diminution du pH salivaire [86].

Le role de la salive a été démontré par une dilution et un dispersion des microorganismes, grace
a la présence des molécules défensives et antimicrobiennes comme le lysozyme, la lactoferrine,
la calprotectine, la sialoperoxidase, 1’histatine (action antifongique contre Candida albicans) et
I’TgA (anticorps spécifique anti-Candida)qui diminueraient I'adhésion du Candida aux surfaces
buccales et interagissent avec la muqueuse buccale en prévenant 1’envahissement des espéces

Candida [89, 124, 202].

Revue Bibliographiqee 14



Des études plus récentes ont mis en évidence une diminution de la sécrétion salivaire au repos,
mais aussi apres stimulation chez le patient &gé de plus de 80 ans. Le vieillissement atteint
surtout les glandes sous-maxillaires et sublinguales. Avec 1’age, on observe une atrophie

progressive du parenchyme salivaire (cela des 50 ans) [124].

Elle devient plus épaisse par augmentation du taux de mucines, moins riche en

immunoglobulines et plus rare par diminution de la sécrétion de 40 a 50 %[124].

La perte des dents est aussi un facteur aggravant : les pathologies parodontales, les édentements
non compenses par des prothéses orientent vers une alimentation molle, 1’extéroception
intervient a elle seule dans la physiologie salivaire en raison d’une capacité masticatoire réduite,

conséquence d’une stimulation salivaire moins efficace « asialie partielle » [59, 189].

La sécrétion salivaire est directement affectée par des pathologies générales telles que le
diabete, le syndrome de Gougerot-Sjogren, la polyarthrite rhumatoide, la sarcoidose, et les

cancers orofaciaux[189].

La sécheresse buccale est aggravée par la prise réguliere de certains médicaments
(anxiolytiques, psychotropes, antihypertenseurs, bétabloguants, diurétiques, antiarythmiques,

antalgiques, antihistaminiques, anticholinergiques, agonistes dopamine, laxatifs) [124].

Le pouvoir tampon de la salive permet de réguler correctement le flux salivaire afin de
participer au maintien d’un pH buccal environ de 7 [124].
Le port de prothéses amovibles s’accompagnent d’une réduction du pH buccal aboutissant a
une acidification de la bouche « acidose prothétique », ce qui déséquilibre la flore commensale
et favorise 1’apparition de candidoses par multiplication des levures[124]. L’halitose et
I’inconfort buccal (brilure, picotement, sécheresse) sont les signes révélateurs de 1’acidose
prothétique[124].
Un pH de la muqueuse buccale inférieur a 6,5 est un facteur étiologique local prédominant qui

contribue au développement de la SP[142].
-Patient denté pH = 6,83 [59]
-Patient édenté partiel pH= 6,6 [59]
-Patient édenté total appareillé pH = 6,23 [59] ; 6,41[150] et 6,42 & 6,57 [152].
Pour d’autres auteurs, la moyenne du pH salivaire est de 5,8 + 0,5 en présence d’une stomatite

prothétique, contre un pH salivaire de 6,2 + 0,5 chez un édenté complet sans stomatite
prothétique [144].

Revue Bibliographique 15



Un faible pH environnemental favorise I’adhésion des levures, et induit I’activité enzymatique
des proteinases qui constituent avec les lipases, des facteurs de virulence importants de Candida
a cause de leur effets cytotoxique et cytolytique. Cette diminution de pH est contribuée et
maintenue par les produits métaboliques acides issue du métabolisme des glucides présents

dans la salive, qui servent de source nutritive supplémentaire aux Candida [142].

1.1.2.2.Facteurs systémigues prédisposants a la stomatite prothétique

La SP peut étre I'un des symptomes d’une maladie systémique dans laquelle la résistance a
I'infection est réduite (Tableau n°ll).
a. Senilité

Le vieillissement est un processus physiologique inéluctable, lent, progressif, délétére et
irréversible, qui aboutit a I'affaiblissement de I'organisme. Il est consécutif aux effets imbriqués
de facteurs intrinseques (génétiques) et extrinseques (habitudes alimentaires, environnement
etc.). Méme s’il n’est pas pathologique, il exacerbe les effets des maladies et leurs
conséquences[189].

Le sujet 4gé est défini a partir d’un critére d’age de 65ans, on lui rapporte plusieurs altérations

cellulaires, histologique et biologiques sur les muqueuses buccales [154, 189] :

- La multiplication cellulaire et la réparation cellulaire se trouvent amoindries.

- Un amincissement de 1’épithélium, et une diminution de I’épaisseur des sous muqueuses.

- Une fragilité capillaire aboutissant dégenérescence du systeme circulatoire de surface
(modification de la distribution des vaisseaux sanguins)

- Une disparition progressive des fibres collagénes et élastiques présentes dans le chorion et
installation d’une fibrose diffuse (perte de 1’élasticité)

- Une diminution des défenses immunitaires vis-a-vis des agressions extérieures
(microbiologiques, thermiques ou traumatiques) et donc de la cicatrisation

- Une réduction de la sécrétion salivaire.

La prise en charge thérapeutique des patients agés présente de nombreux problémes du
fait de la fragilité des patients, de leur participation aléatoire, des contraintes et risques des
traitements. Il importe de ne jamais perdre de vue le risque de sous-médication (en attribuant a
la vieillesse les symptdmes d'une authentique pathologie) ou de surmédication [189].

Les personnes agées atteintes d'une stomatite prothétique présentent une défense réduite
contre le Candida albicans. Le vieillissement qui s'accompagne d'une régulation accrue de la

réponse inflammatoire, et des altérations qualitatives et quantitatives du flux salivaire chez ces
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patients, ont été démontré comme des facteurs prédisposants a la virulence des espéces
Candida.

Une étude récente a évalué les taux des médiateurs antimicrobiens dans la salive des personnes
agées atteintes de stomatite prothétique, et les caractéristiques de 1’activité des neutrophiles

salivaires comparativement aux personnes agees et aux jeunes sains.

Les personnes &gées présentaient une diminution des activités des enzymes antimicrobiennes
salivaires (peroxydase et élastase), qui était plus marquée en présence de stomatite prothétique,
et un taux des cytokines salivaire (IL-6 : interleukine 6 et CCL3 : interleukine 3) supérieur a
ceux du groupe de contrdle jeunes, et cela était plus évident chez les sujets agés avec stomatite
prothétique. De plus, des pourcentages réduits de neutrophiles salivaires étaient détectés dans

les deux groupes de personnes agees.

Toutes ces perturbations d'immuno-sénescence pourrait étre liée a une prédisposition aux

infections orales et donc influer sur I’installation et la persistance de la SP[90].

b. Ecosystéme chez le sujet 4gé édenté

L’écosystéme buccal est un équilibre qui s'établit entre la prolifération microbienne, le flux
salivaire et la réponse tissulaire, il participe a la protection du complexe buccal contre les
pathologies inflammatoires et infectieuses courantes comme les candidoses.

Celui-ci est particulierement fragile chez le patient &4gé en raison des conditions
physiopathologiques specifiques : la diminution du flux salivaire, la présence de prothéses
amovibles, la prédisposition aux pathologies locales (caries radiculaires, maladies parodontales
et muqueuses, édentement) et les pathologies générales telles que le diabéte, I'nypertension, la
baisse des défenses immunitaires, la négligence de I'hygiéne quotidienne ,et la réduction de la
dextérité manuelle et parfois une perte partielle d’autonomie , qui vont déséquilibrer cet
écosystéeme buccal, favoriser la formation du biofilm prothétique et fragiliser les tissus
muqueux [124, 189].

La flore commensale se trouve moins riche (245 espéces bactériennes contre 500 espéces chez
I’adulte). Chez le patient 4gé sain, on retrouve des Fusobacterium nucleatum polymorphum,
peu de Streptocoques mutans , du Candida et pas de lactobacilles. Chez le sujet agé, I’atteinte
carieuse se situe au niveau radiculaire et 1’augmentation des Streptocoques mutans,

Lactobacille et Actinomyces a été mise en évidence dans de nombreuses études [124].

Le patient édenté non-appareillé dispose d’une flore discréete, puisqu’on constate chez 1’édenté

total une diminution de la quantité de potentiels pathogenes parodontaux et de Streptococcus
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mutans[2], a I’inverse 1’écosystéme buccal d’un patient édenté appareillé comporte huit fois
plus de germes anaérobies , et dix fois plus de germes aérobies , ce qui est en faveur d’un

augmentation de la plaque microbienne[59].

c. Pathologies d’ordre générale

> Diabéte :La salive des diabétiques favorise la croissance du C. albicans in vitro et il a été
montré que nombre de colonies fongiques est plus élevé dans la plaque prothétique des
sujets diabétiques par rapport aux sujets non-diabétiques[89].
Le glucose salivaire est élevé chez les diabétiques et chez les patients sous antibiotiques et
corticothérapie[180].
Les porteurs de prothéses ayant un apport nutritionnel élevé en sucre courent également un
grand risque de SP [76], car le glucose stimule la croissance des espéces de Candida et
augmente leur adhérence a la surface prothétique[144].

» Nephropathie : Ces affections sont fréquentes chez les individus agés.

» Immunodépression : La déficience des neutrophiles

» Carences nutritionnelles : La prévalence était associée a une carence en fer, acide folique,
vitamine A, B12, B9[76, 180].

» Polymédication :la survenue des candidoses orales peut étre secondaire a une hyposialie
rencontrée devant une large prescription de psychotropes, d’antibiotiques, corticoides,

diurétiques, antihistaminiques, antidépresseurs, anti arythmiques, antiparkinsoniens[180].

d. Tabac
Le tabagisme est un facteur de risque systémique de la SP, les fumeurs ont montré une présence
de Candida a des taux élevés. En plus il semble que les hydrocarbones aromatiques présents
dans la fumée agissent en tant que nutriments pour la croissance et la prolifération des levures,
et provoquent des altérations épithéliales localisées facilitant ainsi I’infection fongique[1, 76,
181].
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Tableau n° 11 : Récapitulatif des facteurs de risque locaux et systémiques de la stomatite

prothétique
Facteurs de risques locaux Facteurs de risques systémiques
Hygiéne bucco prothétique insuffisante Diabete
Trauma prothétique Immuno dépression
Port prothétique continu Tabagisme
Conservation prothétique humide Xérostomie
Réduction de la salive > | pH Radiothérapie

Diete riche en hydrocarbonate
Déficience nutritionnelle

Médication : Antibiotique, Antidépresseur,
Anti arythmique, Corticoide.

Source : adapté de Pruyer et al. 2016)

1.1.3. Mecanisme de défense

De nombreux mécanismes de défenses immunitaires et non immunitaires tentent d’empécher
I’installation et la propagation de I’infection buccale. Les histatines salivaires inhibent les
blastopores et la filamentation, d’autres protéines salivaires, le lysozyme et la lactoferrine,

contribuent a diminuer la viabilité des levures bourgeonnantes[202].

Les cellules epithéliales des muqueuses sécretent des peptides doués de propriétés anti-Candida
pour diminuer 1’adhérence et inhiber la filamentation. Les neutrophiles quant a elles
phagocytent les levures qui envahissent les tissus. Le lysozyme contribue au contrdle de la
microflore orale, en exprimant une activité catalytique des glycoprotéines composants de la
paroi des germes. La peroxydase posséde une action anti -biofilm en contrélant la croissance

du biofilm sur les surfaces buccales[202].

Des études in vitro ont montré que les systemes peroxydases inhibent la croissance planctonique

de C. albicans et réduisent le développement de biofilms de cette levure [3, 202].

L'hétérogénéité de la cavité buccale et des microenvironnements associés pourrait influencer
les deux principales peroxydases défensives présentes dans la salive : les peroxydases salivaires
(SPO) et la myéloperoxydase (MPO). Les deux enzymes degradent le peroxyde d'hydrogene
(H202) en tant qu'oxydant pour produire des antimicrobiens utiles par réaction avec I'oxyde
nitrique (NO) et les ions libres. De méme, il a été démontré que l'activité de I'élastase (ELA)

joue un réle important dans la destruction des agents pathogenes[90].

Cependant, il est recemment démontre que les cellules épithéliales sont capables de déclencher

une réponse immunitaire similaire a celle des cellules de la lignée myéloide (la lignée des
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globules blancs: monocytes (macrophages, cellules dendritiques, ostéoclastes) et les
granulocytes (neutrophiles, basophiles, éosinophiles)), jouant ainsi un réle crucial dans la
reconnaissance active des microbes , par conséquent, I'épithélium buccal est capable de sécréter

une variété de molécules effectrices de défense [221].

A Tlorigine, le role des cellules épithéliales dans ces événements était considéré comme
relativement peu important, mais il devient de plus en plus évident qu'elles jouent un role clé
dans le déclenchement de I'immunité muqueuse protectrice par la production de peptides
antimicrobiens et I’interférence immunologique avec les cellules immunitaires locales. De
méme, l'élucidation d'un mécanisme épithélial de détection des hyphes et d'identification
potentielle de C. albicans "pathogénes™ a confirmé I'importance des cellules épithéliales dans
la médiation des mécanismes muqueux protecteurs et dans la discrimination commensale
pathogene[221].

1.1.4. Diagnostic et Classification de la stomatite prothétique

Le diagnostic est clinique, comprend une observation méticuleuse de la muqueuse palatine,
basé sur la présence et I'aspect clinique de la surface d'érytheme correspondante a la zone
support de la prothese[76, 173].

La stomatite prothétique a été classifiée par Newton en 1962 [95] basée exclusivement sur des

criteres cliniques au nombre de trois a caractere progressif :

- Type | : est caractérisé par une inflammation localisée simple ou une hyperémie aigué
(présences de pétéchies)

- Typell :letype le plus fréquent [178] , est présenté comme érythéme diffus avec cedéme
de zones muqueuses palatines recouvertes par les protheses dentaires.

- Type Il : décrit une surface granulaire ou inflammation hyperplasique papillaire au

palais central.

La lésion a éte reclassée plus tard par Budtz-Jorgensen-Bertram 1975 [95]selon le type

d'inflammation observée sur la muqueuse.

La classification Newton a été modifiée par Barbeau et al.2003 [20, 76], en fonction de la
distribution de I’inflammation ainsi que du type, de I’intensité et de I’ampleur de la stomatite
prothétique au niveau du palais ( Fig n°7), celui-ci étant divisé en quatre quadrants par une ligne
verticale sagittale médiane, et une ligne horizontale passant derriére les papilles bunoides
(Tableau n°lll).
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Tableau n° 111: Les différentes classifications de la stomatite prothétique [20].

Newton 1962 Budtz-Jorgensen et al. 1975 Barbeau et al. 2003
Caractéristiques de Ampleur de ’inflammation
Signes cliniques I’inflammation
Grade A Grade B
Typel Inflammation localisée ~ Simple inflammation localisée ~ 1-2 quadrants 3-4 quadrants
touchés au touchés.
maximum.
Type Il  Erythéme  généralis¢ Simple inflammation diffuse Idem Idem

couvrant la muqueuse
support de la prothése

Type Il Hyperplasie papillaire  Inflammation granulaire Idem Idem
inflammatoire

Source : Barbeau, Reassessing the presence of Candida albicans in denture-related stomatitis. Oral Surgery. 2003

Figure n°7 : Les différentes formes cliniques de la stomatite prothétique selon la classification de
Newton modifiée. Iconographie personnelle. Service de Prothése Dentaire CHU Tlemcen
a) Stomatite prothétique type | (cercle bleu),b)Stomatite prothétique type Il grade A (cercle
bleu)
c)Stomatite prothétique type Il grade B, d) Stomatite prothétique type IlI.

La recherche de micro-organisme n’est pas systématique, sauf en cas de non réponse au
traitement[3].

En présence de maladie systémique, il y a lieu de pousser les investigations pour un prélévement
et culture, ou une biopsie devant une persistance de la lésion.

Revue Bibliographique 21



Un frottis gram-coloré du palais peut démontrer la présence des cellules filamenteuses de
Candida, des prélevements peuvent également étre réalisés a partir de la surface de la
prothése[181].

La biopsie tissulaire n'est généralement pas justifiée sauf s'il existe d'autres caractéristiques
suspectes de la Iésion. Si une biopsie devait étre effectuée, 1’histologic peut montrer des

réponses prolifératives ou dégénératives, avec atrophie épithéliale [3].

1.1.5. Gestion thérapeutique des stomatites prothétiques
Le traitement de la stomatite prothétique nécessite une approche globale et comprend plusieurs

volets en raison de son étiologie complexe et multifactorielle.

Selon les nouvelles données, avant de prescrire un traitement médicamenteux, il faudrait
¢liminer les facteurs responsables de la stomatite prothétique en optimisant 1I’hygiéne buccale
et en ajustant les protheses[76].

Le traitement de la stomatite prothétique (SP) devrait cibler les facteurs étiologiques et de risque
discutés plus t6t « Page 6 », et un certain nombre de modalités thérapeutiques peuvent étre
nécessaires.

Selon d’autres auteurs, il est important de traiter tous les patients atteints de SP, méme si la
clinique est légére et asymptomatique, puisqu’elle est généralement de découverte fortuite,
pour éviter qu'elle ne progresse vers la forme sévére de type Ill, ou I’option chirurgicale sera

probablement nécessaire[181].

1.1.5.1. Education thérapeutique des patients

Il est indispensable de commencer par une éducation thérapeutique des patients [181] :
- Instruction sur I’hygiéne de la bouche et des prothéses amovibles.
- Retrait nocturne des protheses amovibles.
- Equilibration d’une maladie chronique préexistante (exemple: diabéte,

immunodépression, pathologies neuropsychiques).

a. Amélioration de I'hygiéne des protheses amovibles

L’éducation des patients est une phase essentielle de la gestion des SP. Le patient devrait étre
capable de maintenir une hygiene bucco prothétique afin de réduire les populations des micro-

organismes a la surface des prothéses[181].

Diverses méthodes de nettoyage efficaces des prothéses dentaires ont été préconisées, et les

méthodes actives semblent avoir plus de succes que les passives. Parmi celles-ci, le brossage
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des prothéses aprés chaque repas, en combinaison avec l'utilisation d'une pate non abrasive ou
une eau savonneuse. L'utilisation d'un bain sonique rempli d’une solution nettoyante permet de

décrocher les cellules sessiles du biofilm prothétique [89].

Les méthodes passives de nettoyage des prothéses dentaires comprennent le trempage des

protheses dans des solutions antimicrobiennes et la désinfection aux micro-ondes.

La chlorhexidine est largement utilisée et présente de bonnes propriétés antibactériennes et
antifongiques. Les prothéses acryliques trempées dans une solution a 2% inhibe 1’adhérence et
la croissance de Candida pendant une longue période comparée a I'amphotéricine B et la
nystatine [181]. La solution d'hypochlorite de sodium est aussi utilisée pour tremper les
prothéses dentaires, ce qui peut entrainer réduction de Candida et de la plaque. A raison de
deux fois par jour pendant 15 minutes dans une solution a 0,02%. Ces méthodes de désinfection
ne devraient étre utilisées que pendant une courte période, car I'hypochlorite finira par décolorer
la résine acrylique et la chlorhexidine aboutit a une coloration brunétre de la résine[181, 219].
Les bains de bouche contenant de 1’alcool et les antiseptiques utilisés quotidiennement

assechent et déséquilibrent la flore commensale [124].

La prescription d'un bain de bouche a base de bicarbonate de soude éleve le pH salivaire et aide
a maintenir 1’écosystéme buccal en contribuant a la réduction de la croissance des
champignons[59, 124, 183].

La désinfection par micro-ondes des prothéses est une méthode de nettoyage sans danger pour
les protheses dentaires, permet la stérilisation compléte des prothéses amovibles en utilisant
650W pendant 3 minutes [89, 181, 219].

b. Brossage du palais

L’utilisation d'une brosse a dents souple pour nettoyer le palais apres chaque repas pendant une
période de trois mois peut réduire I'inflammation palatine, et les patients qui n’appliquent pas
ce mode sont pres de quatre fois plus susceptibles rester en rémission de SP. Cela peut étre di
au retrait du biofilm palatin, entrainant une augmentation de la kératinisation, une réduction de
I'infiltration des cellules inflammatoires, et une prolifération accrue des fibroblastes et la
synthése du collagene. Le résultat global étant le la formation d'une barriére mécanique a la
colonisation microbienne[114].

Le brossage s’effectue en un mouvement de va et vient de gauche a droite et d’arricre vers

I’avant pour environ 1 minute, apres avoir assouplie les poils de la brosse sous 1’eau chaude.
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Ce nettoyage peut étre complété par un massage de 15 a 20 minutes de pression croissante,
stimulant la kératinisation et améliorant la qualité des tissus de soutien [66].

Il est conseiller de laver soigneusement les mains apres la manipulation des protheses. En effet,
la présence de Candida a été détectée sur les doigts de 73% des patients porteurs d’une prothése

compléte au maxillaire colonisée par Candida albicans [66].

c. Retrait prothétigue nocturne

Le retrait nocturne est en faveur d’une amélioration de la stomatite prothétique[76].1l est
recommandé aux patients de retirer leurs prothéses pendant la nuit et de les garder au sec, car

les microorganismes du biofilm ne résistent pas a la sécheresse prolongée[152, 181].

1.1.5.2. Traitement anti fongique

L’importance d’un traitement antifongique dans le traitement et la prévention de la stomatite
prothétique a été confirmé, la stratégie thérapeutique comprend I'utilisation de médicaments
antifongiques topiques et parfois systémique. Le traitement des stomatites prothétiques
nécessite une approche globale, en débutant par la suppression des facteurs de risque
responsables de cette Iésion. Effectivement, les antifongiques ne devraient pas étre employés
seuls puisque différentes études ont montré que dans de tels cas, il y avait souvent une récidive

aprés la fin des traitements [220].

Plusieurs études ont démontré 1’efficacité de différents antifongiques, comme la nystatine et
I’amphotéricine B ou le fluconazole, dans le traitement de la stomatite prothétique (Tableau
n°IV). Pourtant, une récurrence des signes de la stomatite et une recolonisation par Candida ont
¢té observées apres 1’arrét du traitement. D’autre part, 1’utilisation excessive d’antifongiques

peut avoir des effets secondaires et entrainer une résistance des levures[76].

Une prescription des antifongiques est justifiée si il y aurait persistance de la SP malgré
I’absence des facteurs responsables ( hygiéne bucco prothétique correcte, retrait nocturne ...)

et si une candidose est confirmée par analyse mycologique [76, 105].

Les antifongiques locaux comme la nystatine en suspension, I’amphotéricine B suspension ou
le miconazole gel buccal, doivent étre gardes en contact du palais 2 @ 3 minutes avant d’étre
avalés. La durée du traitement est de 3 semaines dans les formes chroniques. La perleche est
aussi traitée par gel antifongique appliqué sur les deux versants muqueux et cutané pendant 15
jours (Tableau n° 1V)[24].
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L'application topique de gel de Miconazole a I'avantage que le médicament soit maintenu au
contact de la muqueuse affectée pendant une longue période de temps, et peut étre appliqué
méme sur l’intrados prothétique pendant toute la nuit. L'utilisation d'agents antifongiques
topiques devrait étre utilisée conjointement avec une hygiene bucco prothétique satisfaisante

pour espérer une guérison de la lésion sans récidive [6, 10].

Chez I’immunodéprimé, le traitement local est d’abord tenté. En cas de mauvaise observance,
d’échec du traitement local, de forme étendue, le fluconazole est prescrit & la posologie de 100
a 200 mg/j, en comprimé ou en solution, pendant 5 a 10 jours. En cas de candidoses réfractaires

au fluconazole, I’itraconazole en solution est préconisé a 200 mg/jour [24].

Selon une étude récente, I’application des antifongiques sur I’intrados prothétique retentit sur
I’état de surface : I'exposition du PMMA a la nystatine (100 000 unités/ml en suspension orale)
peut induire des changements sur la rugosité et la mouillabilité, tandis que I'exposition au
fluconazole (suspension 1%) peut affecter I'énergie libre de la surface et donc augmenter
I'adhésion du Candida [5].

Les antimycosiques doivent étre réservés au traitement des patients infectés : ils sont moins
actifs contre les biofilms a Candida sp que sur les levures en suspension et ils pourraient
provoquer l'apparition de souches résistantes s’ils sont appliqués tous les jours sur les protheses
dentaires pour prévenir la colonisation par les levures [177, 202].

La préparation & base de 24 ml de Mycostatine® ou de 40 ml de Fungizone® en suspension, de
90 ml d'Eludril® en solution et 1,4 % de quantité suffisante d'eau bicarbonatée est utilisée en
tant que traitement topique des mycoses buccales [24].

Des prothéses dentaires antifongiques ont été mis au point et testées in vitro pour la prise en
charge potentielle de la lésion. Les résines Poly Meéthacrylique de Méthyl liaient des
antifongiques cationiques comme le miconazole et le digluconate de chlorhexidine par des
interactions ioniques. Les activités anticandidales du médicament contenu dans la résine ont été
maintenues pendant une période prolongee sur plusieurs semaines. La libération du médicament
peut étre interrompue par ringage spécifique et relancée par la recharge du medicament en
fonction de I'état de la maladie afin d'améliorer I'efficacité et/ou de réduire le risque de

résistance microbienne[43].
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a. Mécanisme d’action des Antifongiques

La Nystatine et 1I’Amphotéricine B forment un complexe avec I’ergostérol ( protéines
membranaires de la cellule fongique) en augmentant la perméabilité membranaire ce qui

aboutit a une altération de la membrane plasmique (Fig n°8) [23].

Les medicaments Azolés provoquent une inhibition de la synthése de 1’ergostérol, composant
indispensable de la membrane cellulaire des micro-organismes, et de ce fait une altération de la
membrane plasmique. Le mécanisme d’action du miconazole se situe a plusieurs niveaux :
membranaire par augmentation de la perméabilité, cytoplasmique suite a une inhibition des
processus oxydatifs au niveau des mitochondries et nucléaire par inhibition de la synthése de
I'ARN[24].

et

-~ MEMBRANE

TR

Azolés '\
Inhibiteur des processus |
oxydatifs Azolés

Inhibiteur de la synthése de I’ergostérol
. Polyénes
| Altération de la membrane plasmique

Azolés
Inhibiteur de la synthése de I'ARN

Figure n°8:Mécanisme d’action des antifongiques[23].
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b. Résistance et récidive

La toxicité et la résistance a ces médicaments antifongiques sont des problemes auxquels des
résultats variables ont été observés et ou le taux de récidive est élevé[47].

En effet, plusieurs études ont démontré I'inefficacité des antifongiques contre les différents
biofilms fongiques. De multiples autres facteurs propres au biofilm contribuent a la résistance
des levures aux medicaments antifongiques : la densité cellulaire, la détection du quorum-
sensering, l'activité de la pompe d'efflux, la persistance des cellules, la présence de la matrice

extracellulaire ECM, les réponses au stress et la surexpression des cibles médicamenteuses.

La densité cellulaire est un facteur important qui contribue a lI'augmentation de la résistance des
biofilms aux antifongiques. Cependant, certaines études montrent qu'il ne s'agit pas d'un
mécanisme de résistance spécifique au biofilm parce qu’une tendance similaire a été observée
pour les cellules planctoniques. Pérumal et al (2007) ont étudié I'efficacité de différents azolés,
et de I'Amphotericine B sur les cellules planctoniques a des densités similaires a celles trouvées
dans les biofilms, et ont pu conclure que la susceptibilité des cellules dissociées du biofilm était
similaire a celle des cellules planctoniques a la méme densité cellulaire, et cette susceptibilité

diminuait au fur et a mesure que la densité des cellules augmentait [200] .

La formation de biofilms, la surproduction ou la modification de la cible cellulaire de
I’antifongique, et la surproduction des pompes d’efflux semblent étre les mécanismes qui

permettent a C. albicans d’échapper a I’action du fluconazole [46, 74].

Les antimycosiques doivent étre réservés au traitement des patients infectés : ils sont moins
actifs contre les biofilms a Candida sp. que sur les levures en suspension et ils pourraient
provoquer l'apparition de souches résistantes s’ils sont appliqués tous les jours sur les protheses
dentaires pour prévenir la colonisation par les levures[202].

Etant donné que les agents antifongiques ont des effets secondaires en ce qui concerne leur
toxicite, le développement de la résistance fongique, le manque d’une efficacité fongicide, les
interactions médicamenteuses et le cot, 1’alternative a I'utilisation des huiles essentielles des
plantes aromatiques est une nouvelle tendance dans le traitement de la stomatite
prothétique[177].

Néanmoins, les champignons ont développé une résistance tels que la surexpression des
protéines de la pompe de flux, la formation d'un biofilm, et les altérations de la composition de
la paroi cellulaire, en soulignant I'importance de comprendre ces mécanismes. Pour remédier a
ces problemes les différentes approches de prévention et de traitement des maladies fongiques

devrait étre prises en compte[200].
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1.1.5.3. Traitement prothétique

a. Traitement pré prothétique

U Mise en condition tissulaire
Les muqueuses doivent étre assainies avant I’étape de I’empreinte définitive afin d’obtenir une
bonne adaptation entre la nouvelle prothese et la muqueuse buccale, les résines de
conditionnement peuvent servir a corriger temporairement les imperfections et a réduire les

érythemes [76].

La mise en condition des protheses avec des conditionneurs de tissus mous en adjonction avec
des agents antifongiques comme la nystatine qui a rapporté des bénéfices thérapeutiques pour
réduire l'adhérence de Candida albicans.[89, 181].

U Rebasage ou renouvellement des prothéses
La réfection ou la réadaptation prothétique peuvent étre envisagées pour rétablir la mastication

et optimiser la stimulation salivaire [124].

L’amélioration de l'adaptation des prothéses instables est nécessaire afin d'éliminer le
traumatisme tissulaire dd a la prothése. Les matériaux conditionneurs employés pour la mise en
condition tissulaire peuvent améliorer temporairement I'ajustement et la stabilité des prothéses

dentaires, et ainsi réduire I'inflammation de la muqueuse.

L'association de ces procédures a I'application topique d'antifongiques sur les zones touchées et

sur les protheses est également pertinente[47].

Si une nouvelle prothese est prescrite, I'élimination de I'inflammation tissulaire doit étre obtenue
avant que de nouvelles empreintes ne soient enregistrées. Le changement de la prothése était
efficace pour améliorer la stomatite prothétique, surtout pour la stomatite de type I[76].

b. Traitement prothétigue

A cette phase du traitement prothétique proprement dit, les étapes de conception devraient
avoir pour objectif I’enregistrement anatomo-physiologique des empreintes de travail en
recherchant une rétention, une stabilisation et une sustentation maximale, sans compression de
la fibro-muqueuse, avec un enregistrement adéquat des relations intermaxillaire afin d’établir
une occlusion equilibrée. La realisation correcte des prothéses au laboratoire passe aussi par
un respect du rapport polymere/monomere, et une polymérisation des résines selon un cycle
de cuisson progressif, en évitant toute trace de porosités qui ne feraient qu’enrichir la mise en

place du biofilm prothétique (cf. Chapitre VI « Recommandations thérapeutiques »)
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c. Traitement post prothétique

Les soins post-insertion préventifs contre I’apparition de la stomatite prothétique ou contre sa
récurrence, jouent un réle vital dans le maintien de la santé physiologique de la cavité buccale.
Il faut prendre les mesures nécessaires afin de maintenir un palais sain sans inflammation et
¢viter la formation d’un biofilm prothétique en réduisant 1’adhérence du Candida

albicans[181].

Cette approche compte essentiellement sur 1’éducation thérapeutique des patients en leur
inculquant les mesures hygiene bucco prothétique par un brossage des prothéses, du palais et
I’utilisation d’agents désinfectants, et par un retrait nocturne des prothéses pour favoriser la

détersion salivaire, tout en les conservant au sec a I’abri de I’humidité (Tableau n° V).

Tableau n° V:Gestion thérapeutique des stomatites prothétiques[181]

Chapitres Consignes thérapeutiques

- Polissage des zones prothétiques rugueuses
Améliorer I'adaptation des - Utilisation de matériau de mise en condition tissulaire.
prothéses mal ajustées - Rebasage de I’intrados prothétique

- Conception d'une nouvelle prothése

- Amélioration du brossage des prothéses

- Suppression du port nocturne et conservation au sec.

- Brossage du palais dur.

- Utilisation d’un bain sonique.

- Trempage des prothéses dans une solution désinfectante
- Désinfection par micro-ondes

- Utilisation d’un bain de bouche au bicarbonate de soud:
- Gel oral Miconazole

- Suspension orale de Nystatine

Améliorer I'hygiéne bucco
prothétique

Utilisation d'antifongiques
topiques et systémiques

- Conseil sur le sevrage tabagique
- Conseils diététiques
- Substituts salivaires

Prise en charge spécifique de la
pathologie systémique

Source : adapté de Pruyer 2016
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1.2. Generalités sur les huiles essentielles et leur utilisation en
phytothérapie
Les huiles essentielles appelées aussi « essences végétales» sont des métabolites secondaires,
isolés des plantes par différents modes d’extraction : hydrodistillation, distillation a la vapeur,
ou I’expression [8] constituées de composés aromatiques volatils de consistance huileuse, leur
volatilité les oppose aux huiles fixes qui sont de structure lipidique ;dotées de caracteres

hydrophobes, et solubles dans les solvants organiques et les huiles vegétales [19].

Ces essences végétales sont responsables des propriétés odorantes et biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, tels que les épices et les herbes aromatiques, trés utilisée dans la
médecine populaire, I'aromatisation et la conservation des aliments, ainsi que dans I'industrie

des parfums [115].

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes pouvant contenir de nombreux
composés différents qui appartiennent a deux groupes : le groupe des terpénes et des terpénoides
qui représentent la classe la plus importante et des composés aromatiques dérives du
phénylpropanoides. Les principaux constituants des huiles essentielles sont des mono- et
sesquiterpenes, les glucides, alcools, les éthers, les aldéhydes et cétones [19, 35].

Les terpénes (dont la formule chimique est :(CsHs)n) sont le plus grand groupe de substances
naturelles, bio synthétiquement dérivé a partir des unités d'isoprene (Figure n°9) . Selon le
nombre répétitif de cette unité, les terpenes sont classés en : hémiterpenes (1 unité : C5),
monoterpenes (2 unités : C10) et sesquiterpénes (3 unités : C15).

Un terpene qui possede un oxygeéne est un terpénoide. Dans le cas des huiles, seuls sont
rencontrés les terpénoides les plus volatils, ¢’est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n’est
pas trés élevée, principalement les mono et les sesquiterpénoides. Les monoterpénoides sont
présents dans la quasi-totalité des HESs (environ 90%).

De récentes études [39] montrent qu'une huile essentielles pouvait contenir jusqu’a 100
molécules différentes, et que sa composition biochimique n'était jamais rigoureusement
identique. En outre, il est impossible de reproduire au laboratoire cette complexité présente a
I'état naturel, d’ou le grand intérét au recours a ces substances pour lutter contre les bactéries,

les champignons ou les virus.
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Figure n°9 : Structure de la molécule d’isopréne[33]

1.2.1. Activités biologiques des huiles essentielles

Diverses huiles essentielles produisent des effets pharmacologiques : anti-inflammatoire,
antioxydant, et anticancérigéne. Ces produits naturels sont dotés aussi de propriétés
antimicrobiennes grace a leurs constituants : propriétés antibactériennes, antifongiques,

antivirales et antiparasitaires[115, 162].

L’activité des terpénes des huiles essentielles est en corrélation avec leur fonction chimique aux
groupements fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, les composés
terpéniques et cétoniques). L’activité antimicrobienne décroit selon le type de la structure
chimique :[32, 70, 84] Les composés chimiques qui ont plus d’efficacité a large spectre sont les
phénols (thymol, carvacrol, eugénol), les alcools (a- terpinéol, terpinen-4-ol, linalol), les

aldéhydes, les cétones et rarement les terpénes [70].

Les phénols possédant le pouvoir antimicrobien le plus élevé sont (par ordre décroissant) : le
carvacrol, suivi du thymol, et enfin I’eugénol.[73]. Le carvacrol retrouvé majoritairement dans
I’huile de Thym, caractérise cette derniére parmi les huiles les plus actives sur les

microorganismes.

D’autres familles de composés présentent aussi des propriétés antibactériennes
intéressantes : certains alcools, aldéhydes et cétones monoterpéniques (géraniol, linalol,
menthol, terpinéol, camphre, carvone, etc.), des phénylpropanes (cinnamaldéhyde) et des

monoterpenes [73].

Des resultats in vitro [39, 88] fournissent la preuve que les huiles essentielles représentent une
source potentiellement riche pour la médecine et des conservateurs alimentaires contre les
microorganismes. Par conséquent, les huiles essentielles utilisées seules ou en combinaison

peuvent étre utile comme anti-infectieux naturels.

On distingue deux effets des HE sur les levures : un effet fongicide (effet létal) ou un effet

fongiostatique (inhibiteur de la croissance des levures) [162].
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Les auteurs montrent un certain intérét aux traitements par les produits naturels, grace a de
nombreuses études in vitro qui ont prouvé une efficacité antimicrobienne non négligeable, ils
se sont intéressés ensuite a la combinaison des huiles essentielles entre elles, et méme d’une
huile et d’un médicament antifongique, dans le but de répondre au probleme soulevé par la

résistance aux produits pharmaceutiques[162].

Les huiles essentielles qui présentent une bonne activité antibactérienne sont aussi de bons
antifongiques [133]. On rapporte généralement que les champignons sont plus sensibles que les
bactéries[63].

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antibactériennes
et antifongiques: thym, origan, lavande, menthe, romarin, cannelle, clou de girofle, sauge, etc...

elles possederaient les agents antimicrobiens les plus puissants[73].

Les plantes Thymus fontanesii (genre de Thym) et Syzygium aromanticum (genre de Girofle)
apparaissent étre des plantes riches en métabolites secondaires et largement utilisée en

médecine traditionnelle pour combattre et guérir différents maux.

1.2.2. Plante aromatique de Thymus fontanesii

1.2.2.1.Données botanigues de la plante

Souvent assimilé au Thym, le genre Thymus est représenté en Algérie par 12 espéces. Thymus
fontanesii décrit par Boiss & Reuter est une plante aromatique ,appartenant a la famille des
labiées, espece endémique du nord de I'Algérie et de la Tunisie [69].

En Algérie, il est connu sous le nom de Zaateur par la population locale (Fig n°10) ; c'est une
plante annuelle, spontanée [100], sous arbrisseau a tiges dressées et robustes, a feuilles
oblongues-lancéolées de couleur vert foncée, entiéres et glabres, de 10 mm de long , a fleurs
blanches ou péles ,apercues en mois de Mai et Juin (début de la floraison), trés répandue dans

les zones montagneuses (Tableau n°V1)[100, 149].

Retrouvée dans quelques stations isolées dans les régions de : Tlemcen[22], Djelfa[69], Sétif
[96], Médéa [156], Bouira[149], Mostaganem [100], et Tiaret [157]. Elle pousse a des hauteurs
qui oscillent du niveau de la mer jusqu’a 1800 m d’altitude dans un climat méditerranéen en

zone semi-aride, commun dans le Tell.
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Tableau n°VI: Caractéristiques botaniques de la plante aromatique Thymus fontanesii[149]

Ordre Famille Genre  Espéce Nom vernaculaire Répartition
commun géographique
Lamiales Lamiaceae  Thymus fontanesii Thym, Zaateur, s Zones du littoral
(Iabiées) Zones semi- arides

Source : Mebarki, Extraction de [’huile essentielle de Thymus fontanesii et application a la formulation d’une
formebmédicamenteuse anti microbienne. 2010

Figure n° 10: Plante Thymus fontanesii (Zaateur) récoltée en province de Tlemcen.
Laboratoire de Produits Naturels, Faculté de Biologie de Tlemcen.

1.2.2.2. Données phytochimigues de I’huile essentielle

Plusieurs travaux ont renseigné sur la composition chimique de 1’huile essentielle des parties
aeriennes (tiges, feuilles et fleurs) de la plante Thymus fontanesii.

L’huile essentielle de thym contient plusieurs composés chimiques terpéniques, phénolique et
autres avec un composé majoritaire qui peut atteindre entre 60 et 70% [96, 156, 157] .

Les composés majoritaires de 1’huile essentielle de Thymus fontanesii sont le carvacrol et le
thymol, recueillis a des pourcentages qui différent selon le lieu et le climat [73].

En Algérie ,les deux compositions a prédominance carvacrol et a thymol sont retrouvées, mis

en évidence grace a une analyse chimique par chromatographie et spectrophotométrie[22, 69].

1.2.2.3. Données biologigues de ’huile essentielle

L’activité antimicrobienne de la majorité des huiles essentielles du T.fontanesii est aujourd’hui
avérée, exercant des effets antimicrobiens prometteurs contre la flore pathogene de la cavité
orale [30] et suggérent leur utilité dans la lutte contre le développement d’une croissance

microbienne orale.
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Tres employé en médecine traditionnelle en raison de ses multiples effets thérapeutiques, le
thym est utilisé en infusion, contre les infections respiratoires comme antigrippal, antitussif et

contre les troubles digestifs[100].

L’HE du thym est riche en composés phénoliques dont le thymol et le carvacrol qui possedent

une forte activité antimicrobienne.

Le carvacrol est un monoterpénoide, permettant 1’inhibition de la biosynthése de I'ergostérol
(composant des membranes des cellules fongiques), exprimant ainsi une puissante activité
antifongique in vitro, contre les souches du Candida résistantes au fluconazole, le carvacrol

parait étre actif contre C. albicans,C. glabrata et C. tropicalis,[140, 162].

Le carvacrol est le plus actif de tous les composés monoterpeniques a savoir le thymol et
1’eugénol, reconnu pour étre non toxique, il est utilisé comme agent de conservation et aréme

alimentaire[32].

1.2.2.4. Chémotype de I’huile essentielle de Thymus fontanesii

Au sein de la méme espéce de Thymus fontanesii, la composition de I'huile essentielle de divers
échantillons de la plante peut présenter des types chimiques ou chémotypes différents,
présentant des variations chimiques de leurs métabolites secondaires en fonction des conditions
de I’écosysteme (altitude, humidité, ensoleillement, biotope, etc.), bien que leur morphologie
ainsi que leur génétique ne soient pas modifiée[15]. Par exemple, en climat chaud, la teneur en

huile essentielle est plutot élevée [73].

Ces différences ont lieu au niveau de la nature du monoterpéne majoritaire de I'huile essentielle
qui peut étre soit le Carvacrol ou le thymol, ce qui est a I’origine d’activités biologiques
variables[15].

Selon la provenance de la plante, I’'HE de thym peut étre a chémotype Carvacrol (C1o0H140) ou
a chémotype Thymol (C10H140) (spécificité biochimique contrélée par CPG-SM) ( Fig n°11).

Tous deux des composes phénoliques mono terpeniques trés actif sur les microorganismes.
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Figure n°11: Structures chimiques du Thymol et du Carvacrol , groupe des mono terpenoides[30]

1.2.3. Plante aromatique de Syzygium aromanticum

1.2.3.1. Données botaniques de la plante

Le clou de girofle (Eugenia caryophyllata ) est largement cultivé a Madagascar, au Sri Lanka,
en Indonésie et dans le sud de la Chine (Tableau n° VII)[98].

Le giroflier Syzygium aromanticum découvert par Merrill & Perry, est un arbre a feuillage
persistant pouvant atteindre 12 a 15 cm. Les boutons floraux récoltées avant leur
épanouissement, mises a sécher au soleil, donnent des clous de girofle renfermant une grande
quantité d'essence. Celui-ci est représenté par une petite tige supportant une corolle aux pétales
repliées sur le sommet, de teinte plus claire et facilement détachable (Fig n° 12) [187].

Tableau n° VII : Caracteéristiques botaniques de Syzygium aromanticum

Ordre Famille Genre Espéce Nom Origine
vernaculaires géographique
Myrtales Myrtacées Syzygium  Aromanticum Girofle Indonésie
Eugenia  caryophyllata Korenfel ,Jii Inde
Madagascar

Figure n° 12: (A) Syzygium aromanticum a d’état frais (Royal Botanic Garden Edinburgh)
(B) Clou de girofle : bourgeons floraux séchés achetés chez un herboriste originaire
d’Indonésie. Laboratoire « Produits naturels » Faculté de Biologie de Tlemcen.
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1.2.3.2. Données phytochimiques de I’huile essentielle

Le clou de girofle renferme une quantité importante d’huile essentielle (HE), qui est connue
pour étre trés riche en eugénol a 70 - 88%. Les autres principaux constituants de I’HE du girofle

sont : acétate d’eugenyl, et B-caryophyléne[17, 98, 214].

L’eugénol est un composé aromatique phénolique(C1oH1202.) (Fig n°13), est un hydroxyphényl
propene qui est un dérivé du phénylpropane C6-C3. Ces composés aromatiques sont beaucoup
moins fréquents dans la composition chimique des huiles essentielles que les terpénoides. Un
noyau aromatique est couplé a une chaine de trois carbones. Les plus fréqguemment trouvés sont

les phénols (eugénol)et les dérivés de 1’alcool cinnamique (aldéhydes, esters)[5].

OH
¢/0 CH3
I
ﬁ:H
CH,

Figure n° 13 : Structure chimique de I’Eugénol[19]

1.2.3.3. Données biologiques de I’huile essentielle

L’huile du clou de girofle posséde un large éventail des propriétés thérapeutiques, telles que
I’activité antibactérienne, antifongique, antiseptique, antivirale, antioxydante, analgésique,
anesthésique, anti-inflammatoire, insecticide, et trés connue pour étre anti-cariogene [177]. En
effet, I'eugénol posséde le plus remarquable potentiel anti-carieux de tous les composeés isolés
des huiles essentielles (HEs) [138].

L'eugénol fut utilisé, pendant des milliers d’années, par voie topique en dentisterie en raison de
son pouvoir analgésique, anti-inflammatoire, anesthésique et antimicrobien, comme composant
d’un anesthésique local et d’un ciment dentaire temporaire, dans le but de soulager la douleur

résultant de la pulpite et de I'nypersensibilité dentinaire[49, 177].

L’huile de clou de girofle est utilisée aussi traditionnellement comme agent aromatisant dans

les aliments, et largement appliquée en cosmétique en tant qu'agent aromatisant [32, 113]

L’eugénol fait partie des composants phénoliques, (carvacrol, thymol) qui sont connus pour

posséder des propriétés fongicides [136].
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1.2.4. Mécanisme d’action fongiotoxique des huiles essentielles

Les monoterpénes sont des substances hautement hydrophobes présentes dans les huiles
essentielles (HEs). Ils couvrent un large spectre d'effets biologiques avec une interaction
membranaire comme point commun, qui signifie interférer avec un important facteur de
virulence de I'adhésion. En effet, les principales cibles des huiles essentielles sont la paroi et les
membranes cellulaire et nucléaire. La principale action antifongique semble étre exercée sur la

membrane cellulaire [63, 136].

L’effet fongicide ou fongistatique des huiles essentielles sur les champignons filamenteux
s’accompagne par des modifications morphologiques et une influence sur la morphogénése

hyphale, et une perturbation de la division cellulaire [31].

Les composeés terpéniques des HEs et plus précisément leurs groupements fonctionnels, tels
que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la
couche de polysaccharides, acides gras et phospholipides qui composent la membrane
plasmique[22, 51] , déstabilisant 1’intégrité cellulaire et favorisant la perméabilité cellulaire et
notamment la fuite des ions potassium des protons par inhibition des pompes a efflux, il se
produit une modification du pH de la cellule (acidification intracellulaire), ce qui provoquera

un arrét respiratoire de la cellule et donc la mort de la levure [63, 97, 209, 215].

Les polyphénols réduisent l'adhésion microbienne dans la cavité buccale. Ils agissent en
dénaturant les protéines et la membrane cytoplasmique [24].

Les alcools agissent en dénaturant les protéines, comme solvants ou comme agents de
déshydratation [70].

Les huiles sont d'excellents agents fongicides, y compris ceux résistant aux azolés,
particulierement contre le C.albicans, grace a leurs composés ( carvacrol, eugénol) qui peuvent
inhiber les enzymes responsables de la synthese de I’ergostérol composant indispensable de la
membrane fongique, et freiner ’activité de la pompe a protons H + ATPase de 70 a 90%, qui
joue un réle important dans la physiologie de la cellule fongique en soutenant le large gradient
de proton électrochimique transmembranaire nécessaire a I'absorption des nutriments[162, 209,
215].

.....

du C. albicans, et la transition morphologique vers la forme hyphale, réduisant ainsi la capacité

du champignon a coloniser les tissus hotes[34].
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Le carvacrol présente un effet inhibiteur in vitro sur la formation du tube germinatif du Candida
albicans [136] et un effet antifongique in vivo dans le traitement des candidoses systémiques
chez la souris [170].

Certains composants des huiles essentielles comme la a-pinéne, limonene, linalool et terpinene-
4-0 possedent un effet inhibiteur du quorum sensing et ont provoqué une perméabilisation
rapide de la membrane de C. albicans. d’autres huiles et leurs composants peuvent également
inhiber I'expression de certaines enzymes considérées comme des éléments clés dans le
catabolisme des glucides [162, 202].

1.2.5. Effet combinatoire des huiles essentielles, et des huiles avec des agents
antifongiques médicamenteux

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles est conditionnée par I'effet de leurs
composants, pourtant des études ont montré que D’activité antimicrobienne des huiles
essentielles entiére est supérieure a celle de ses composés majoritaires testés séparément, ce qui
suggere que les composants mineurs sont essentiels a ’activité et qu’ils peuvent avoir un effet
synergique ou amplificateur de I’activité[19, 70, 126, 136, 170]. Les composes purs, le thymol
et le carvacrol ont un effet synergique confirmé, ce qui expliquerait les différentes activités des
chémotypes de I’huile du Thym [115, 126].

Comme pour les associations d'antibiotiques, les effets antimicrobiens des associations des
huiles essentielles, sont définis selon quatre interactions possibles : Indifférence, Addition,
Synergie ou Antagonisme [199].

Le synergisme entre les huiles essentielles et les antifongiques a €té rapporté dans plusieurs
articles. C’est une interaction positive crée quand I’association des deux agents, provoquent un
effet inhibiteur supérieur a la somme de leurs effets individuels. En effet les huiles essentielles

peuvent sensibiliser le microbe pathogene a un médicament précédemment inefficace [4].

Des combinaisons entre huile essentielle et agent antifongique avaient 1’avantage de réduire la

CMI de I’Amphotéricine B laissant espérer une baisse des effets secondaires[97].

Les principaux composants chimiques de I'huile de thym, ont montré un effet antifongique
synergique avec le fluconazole antimycosique azolé en inhibant la surexpression des génes de

pompe a efflux[162].
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Il a été observé que des associations d'H.E. de cannelle et de thym sont synergiques vis-a-vis

certains micro-organismes [170].

Certaines combinaisons des deux molécules eugénol et thymol, ont conduit a un effet
synergique, ce qui est intéressant dans la perspective de potentialiser 1’inhibition d’une

colonisation par C. albicans empéchant 1’infection [34].

Les deux principaux composants structurellement similaires des huiles essentielles des
Thymus :carvacrol et thymol, ont montré un effet additif lorsqu’ils ont été testés contre des
microorganismes résistants. Le carvacrol et le para-cyméne ont montré également un effet
synergique [170]. Un effet synergique du mélange des huile de girofle et de romarin a été

observé pour le C.albicans [88].

Une autre étude a fait état de I'activité antimicrobienne des principaux constituants des huiles
essentielles comme le thymol, carvacrol, cinnamaldéhyde et eugénol seuls ou combinés sur les
levures buccales. Certaines combinaisons ont révélé un effet synergique : comme Il'eugénol et
le thymol, l'eugénol et le carvacrol, et du thymol et du carvacrol, durant le traitement des
maladies infectieuses[121].

1.2.6. Activité antifongique in vitro et in vivo du Carvacrol et de I’Eugénol contre le
Candida albicans dans le traitement de la stomatite prothétique

Les produits naturels se sont avérés étre une alternative aux substances chimiques synthétiques
et l'intérét pour les plantes médicinales comme source d'agents antimicrobiens s'est
considérablement développé. Une grande variété d'extraits de plantes aurait une activité
antifongique contre le C. albicans. De ce fait, ces plantes médicinales peuvent jouer un role trés
important dans le traitement de la stomatite prothétique puisque la majorité de leurs huiles
seraient fongiotoxiques contre le C. albicans et pourraient étre suggérées comme alternative

prometteuse dans le traitement de ces lésions[47, 51, 68, 77, 123, 177].

Des études in vivo ont démontré une réduction de I’inflammation palatine chez des
patients diagnostiqués avec une SP, gréce a une adjonction d’une huile essentielle dans un
conditionneur tissulaire « Coe-Comfort » avec une activité in vitro, a la fois inhibitrice et

fongicide sur le C. albicans[48].

Des résultats in vitro ont indiqué que le carvacrol et I'eugénol exergaient tous les deux un effet

inhibiteur anticandidal par un mécanisme impliquant un important dommage de I'enveloppe, et
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que leur I'efficacité in vivo sur la candidose orale chez certains animaux (rats)[51]. Les huiles
essentielles ayant comme composés phénoliques 1’eugénol, et le carvacrol possédent une forte
activité contre le C. albicans [73, 118, 123, 140, 213]. L’huile essenticlles de girofle a montré
un effet inhibiteur potentiel sur les Candida albicans C. glabrata et C. tropicalis[121, 182].

Une autre étude in vitro plus récente démontre une activité antifongique de I’HE de Thym en
plus d’une action anti biofilm & Candida albicans, et a suggeré de I’employer comme nettoyant

pour protheses dentaires[118].

En plus des études in vivo, il existe un bon nombre d'études in vitro examinant l'inhibition de
I'adhérence des cellules du C. albicans a la surface des résines acryliques par des produits

naturels permettant de les considérer comme de possibles agents antifongiques [162, 177].

1.2.7. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances trés concentrées et peuvent provoquer des
symptomes d’intoxication en cas de surdosage, résultant d’une toxicité connue depuis
longtemps. Durant ces derniéres décennies, la recherche s’est intéressait a leur mode d’action

dans I’altération de 1’organe comme le foie ou le systeme nerveux [62].

La toxicocinétique des huiles essentielles est difficile a établir, et peu étudiée pour constituer
un dossier AMM « Autorisation de Mise en Marché ». Cependant de nombreuses études
réalisées par plusieurs laboratoires, tentent d’éclaircir cette partie toxicologique tout en ayant

des objectifs différents et des expérimentations tres distinctes[62].

Des chercheurs ont effectué des essais de la toxicité de I’huile essentielles de Thymus
fontanaesii réalisé chez la souris par gavage en doses uniques de 100 a 3 000 mg / kg, et ont
conclu que le taux de mortalité ainsi que la toxicité de I'huile administrée par voie orale
augmentaient avec des doses croissantes. Un traitement de 100 mg / kg n'a enregistré aucun
signe clinique ni mortalité. Au-dela de cette dose, les souris présentaient des signes d’asthénie
avec une importante anorexie, diarrhée et parfois des convulsions et leur mort était évidente a
partir de 500 mg / kg (Dose létale qui tuait 50% des souris = 875 mg / kg) [206].

Une autre étude a démontré que les HEs de thym (Thymus vulgaris a chémotype thymol) et de
clou de girofle avaient un effet cytotoxique in vitro, mais seulement a des concentrations trés
élevées sur des cellules pulmonaires embryonnaires humaines. L’effet d’un traitement de 24

heures avec une de ces HEs sur la viabilité de cellules dépendait de sa concentration,
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puisqu’aucune augmentation significative du nombre d'ADN altérés par rapport a ceux des
cellules controles non traitées n’a été rapporté. La cytotoxicité de 1’huile de thym était aussi
testée sur des hépatocytes de rat, sans que celle-ci n’induise de dommage de I’ADN cellulaire
[182].

Les critéres d’une activité cytotoxique pour un échantillon brut établi par 1’Institut National
Américain du Cancer (USA), sont une CEsp « concentration efficace moyenne qui provoque
environ 50% de la mort cellulaire » inférieure a 30 pug /mL, et une intégrité de I’ADN
cellulaire apres exposition [182, 213].Les huiles essentielles ayant une activité anti Candida
albicans comme le Thymus fontanesii et Thymus vulgaris étaient considérées non
cytotoxiques sur les cellules pulmonaires d'embryon humain et les cellules rénales du singe
respectivement, exposé pendant 24 heures, puisque leurs CEsg étaient > 30 pug / mL [182,
213].

Par conséquent, I'application des huiles essentielles dans le traitement des infections chez
I'nomme, suggérée par la médecine traditionnelle, peut constituer un moyen alternatif
intéressant aux drogues synthétiques tout en les considérant comme sdrs pour I'nomme a des
concentrations relativement faibles, puisque les doses toxiques des huiles essentielles sont trés

élevées pour étre employées en thérapeutique[182, 206].
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1.3 Etat de la question

La prescription est un geste de pratique courante en medecine dentaire, elle concerne
essentiellement les antibiotiques, anti-inflammatoires et les antalgiques, ces mémes propriétés
thérapeutiques appartiennent aussi aux extraits aromatiques de certaines plantes médicinales,

plus connues comme huiles essentielles.

Aujourd’hui I’activité anti infectieuse de ces extraits contre les microorganismes pathogenes de
la cavité buccale est reconnue et permet de compléter, voire de remplacer efficacement une
médication chimique conventionnelle d’ou I’intérét d’inclure I’aromathérapie dans I’arsenal

thérapeutique odonto-stomatologique.

Etant donné que la majorité de nos patients édentés complets sont déja appareillés, et qu’en
moyenne un tiers d’entre eux souffrent de 1€sions buccales en rapport avec le port prothétique,
notamment la stomatite prothétique causée en grande partie par un agent infectieux le Candida

albicans.

La prescription d’antifongiques est recommandée comme traitement médicamenteux de
premiere intention : la Nystatine, le Miconazole, ou I’Amphotéricine B [181]. Cependant la
plupart des études ont rapporté une récidive de la lésion apres arrét du traitement, par
conséquent, I’utilisation excessive ou continue d’antifongiques peut avoir des effets secondaires
en entrainant une résistance des levures, et une détérioration de la surface du matériau des

prothéses dentaires[5, 177].

Pour toutes ces raisons, certains auteurs se sont penchés vers la médecine a base de plantes
aromatiques, ou ils ont démontré leur efficacité a travers des études in vitro et in vivo [47, 203,
213] dans les traitements contre le Candida albicans. Des plantes médicinales ayant des
composés majoritaires monoterpéniques (substances naturelles organiques, composé ayant un
radical terpéne, constituant odorant d'essence végétale) comme le carvacrol et 1’eugénol
représenteraient de puissants antifongiques, et leur effet combinatoire serait prometteur dans le

traitement des stomatites prothétiques.

Les fortes activités antifongiques de telles huiles essentielles pourraient étre d'une grande utilité

dans le traitement et la prévention des candidoses buccales, sachant que ces huiles ont été
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utiliseées par différentes communautés en médecine traditionnelle [101]. Par ailleurs, leur forte

action aromatique les rend irritants et dangereux a utiliser sous leur forme brute.

1.4 Problématique

Selon plusieurs études, le nombre de patients édentés totaux porteurs de prothéses amovibles
complétes continue d’augmenter dans le monde, malgré 1’évolution des techniques innovantes
en dentisterie conservatrice et implantologie orale, et ce en raison du vieillissement de la

population.

Il en résulte un traumatisme de la muqueuse support, une diminution du flux salivaire qui
retentit sur le pH salivaire favorisant I’acidose prothétique, et une modification de I’écosysteme
buccal permettant un développement rapide du biofilm prothétique. Tous ces écueils sont en
faveur a I’installation d’une stomatite prothétique, lésion courante due au port prothétique,

causée majoritairement par un agent fongique le Candida albicans.

Cependant, les antifongiques dans ce cas sont plut6t efficaces, pourtant les chercheurs
constatent une réapparition de la l1ésion dés I’arrét du traitement, et une résistance des souches

aux molécules.

A ce jour, I'utilisation de solutions a base de plantes médicinales rencontre un grand succes in
vitro, sans aucune donnée clinique fiable, allant jusqu'a suggeérer que les plantes médicinales et
aromatiques représentent une source inexploitée de composeés actifs possédant une activité anti-
Candida qui peut étre une ressource dans le développement de nouveaux produits
thérapeutiques naturels, ¢’est ce qui a SUSCité notre intérét pour la recherche d’autres substances
fongiotoxiques pouvant enrichir 1’arsenal thérapeutique actuel, en étudiant la possibilité
d'incorporation des huiles essentielles issues de plantes médicinales dans une préparation de
base type gel buccal, pour évaluer et comparer son efficacité antifongique avec celle du
Miconazole, le Gold Standard du traitement de la stomatite prothétique, et pour tester son

innocuité biologique.
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2.1 Type d’étude

11 s’agit d’une Etude Expérimentale évaluant in vitro, I’efficacité antifongique de notre produit
préparé a base d’huiles essentielles (de Thym et de Girofle) vis-a-vis des levures du genre Candida
albicans, précédée par une Etude Epidémiologique Descriptive de la stomatite prothétique (SP)
diagnostiquée chez les patients consultants au service de Prothese Dentaire de Tlemcen.

2.2 Criteres retenus

e La stomatite prothétique (SP)

11 s’agit d’une pathologie de la muqueuse orale liée au port de la prothése dentaire amovible, de type

inflammatoire affectant les tissus de revétement recouverts par la prothése dentaire.
Elle est détectée cliniquement selon trois types ( classification Newton modifiée[20]) :

o Type I : inflammation localisée simple ou une hyperémie aigué
o Type Il: érytheme diffus avec cedéme de zones muqueuses palatines recouvertes par la
prothese dentaire.

o Type Il : surface granulaire ou inflammation hyperplasique papillaire au palais.
-Grade A : Un a deux quadrants touchés au maximum (Fig n°14)

-Grade B : Trois a quatre quadrants touchés.

P Papille retro-incisive
k.-’

Papilles bunoides

1o

Figure n°14 : Diagramme diagnostique divisant la surface du palais en quadrants pour classer I'étendue de
I'inflammation dans la sous-classe A (1-2 quadrants) et sous-classe B (3-4 quadrants) [20].
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e L ’efficacité antifongique

Un produit efficace est celui qui possede une activité destructrice contre les levures.
Dans notre étude, cette efficacité était matérialisée par 1’absence de croissance des levures mises au
contact des produits testés.

e La cytotoxicité d’un produit

La cytotoxicité est la propriété d'un agent chimique ou biologique a étre toxique pour les cellules,
éventuellement jusqu'a les détruire.
Dans notre étude cette cytotoxicité était représentée par la destruction et la mort des cellules orales

humaines placées au contact des produits testés.

2.3 Objectifs

2.3.1  Objectif principal
» Comparer le caractere antifongique d’un gel buccal formulé a partir des huiles essentielles du
Thym (Thymus fontanesii) et du Girofle (Syzygium aromanticum) contenant le carvacrol et
I’eugénol versus celui du Miconazole sur le Candida albicans responsable des stomatites

prothétiques.

2.3.2  Objectifs secondaires

> Déterminer in vitro, les concentrations minimales inhibitrices et fongicides des huiles essentielles

A\

Estimer la prévalence et la sévérité de la stomatite prothétique chez 1’édenté complet.

> Etudier la cytotoxicité du gel buccal formulé a base de ces huiles.
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Etude Epidémiologique

2.4 Etude Epidémiologique

2.4.1 Population d’étude
» (Criteres d’inclusion
- Patients agés de 40 a 80 ans, tous sexes confondus, édenté complet bi maxillaire, porteurs de
prothéses dentaires et présentant une stomatite d’origine prothétique.

= Critéres de non inclusion
- Patient édenté uni maxillaire ou partiellement.

- Patient édenté total non porteur de prothése.

- Patient en cours de traitement antibiotique, antifongique ou corticoides local ou général le mois
précedent 1’étude.

- Patient souffrant d’une pathologie d’ordre général influant sur le milieu salivaire : diabete,
immunodépression.

- Patient sous médication influant sur le milieu salivaire : chimiothérapie, antidépresseur.

- Patient présentant une candidose orale autre que la stomatite prothétique.

2.4.2 Lieu et durée de I’étude
L’étude épidémiologique a débuté en Septembre 2016 au service de Prothese Dentaire a la
clinique dentaire « B » CHU Tlemcen, pour étudier la prévalence de la lésion et effectuer des
frottis des prothéses maxillaires, ensuite au service de Mycologie Médicale CHU Tlemcen

pour I’identification des levures, I’étude s’est étalée sur deux ans et trois mois.

2.4.3 Déroulement de I’étude

243.1 Examen clinique et Prélevement mycologique

L’étude a concerné un échantillon constitué de 78 patients édentés complets bi maxillaires
appareillés, recrutés entre la période de Septembre 2016 jusqu’a Décembre 2018 au service de Prothése
Dentaire de Tlemcen.

Tout patient se présentant a la consultation générale lors des journées d’ouverture du service était
enregistré et recruté dans 1’étude s’il remplissait les criteres d’inclusion, aprés avoir consenti d’y

participer (Formulaire de consentement eclairé libellé en arabe et en francais « Annexe 1 »).

Les observations cliniques étaient reportées, suite & un examen, sur un questionnaire d’évaluation qui

renseignait sur les particularités des prothéses, les mesures d’hygiéne et sur le degré de 1’érytheme de
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la stomatite prothétique établit selon la classification des stomatites prothétiques de Newton modifié

par Barbeau « Annexe 2 ».

Afin de justifier la nécessité de procéder a un prélévement de ’intrados prothétique, nous avons da
expliquer aux patients 1’état et la nature de leurs lésions puisque la stomatite prothétique est
asymptomatique (non percue par le patient), apres leurs avoir présenté un consentement éclaire.
L’ensemble des patients ont regu un traitement local par Miconazole gel buccal 2% novageneric ®
en application topique sur le palais et sur 1’intrados prothétique a raison de trois fois par jour,
pendant 21 jours (Fig n°15).

Un préléevement mycologique des prothéses maxillaires était effectué au service de Prothése
Dentaire[16, 216] pour I’identification de 1’agent microbien responsable de I’infection, et pour le
recueil des souches cliniques pour 1’étude expérimentale.

Le préléevement était réalisé comme suit :

a. Etape 1 : Ecouvillonnage de lintrados de la prothése maxillaire
- Le patient sur le fauteuil dentaire retirait sa prothése supérieure hors bouche.

- Un prélévement de la plaque prothétique était réalisé par un triple écouvillonnage de 1’intrados
prothétique avec un écouvillon stérile (AFCO, Origin JORDAN) ou son bord cotonneux était bien
frotté contre la surface, en effectuant un mouvement d’un tour de 360° pour chaque zone

(Fign° 16 A).

- L’écouvillon était remis immédiatement dans son tube de transport au sec (Fig n° 16 B).

MICONAZOLE

Gel buccal &=
Tube de 509

‘_N novaphdrm

MICONAZOLE rAl)

novagenerics”
e

Figure n°15 : Miconazole 2% gel buccal, novageneric®. Iconographie personnelle.
Service de Prothése Dentaire Tlemcen.
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Figure n° 16 : (A) Site d'échantillonnage de I’intrados prothétique pour les examens mycologiques sur
localisé sur trois zones différentes (ligne en pointillé) :zone antérieure , moyenne et postérieure du palais,
(B) Ecouvillons dans leurs tubes de transport aprés prélevements.

Iconographie personnelle- Laboratoire de Mycologie Médicale CHU Tlemcen

b. Etape 2 : Conservation et transport du prélévement

L’écouvillon était remis aussitot dans son tube de conservation et de transport, comportant Sur son
étiquette les renseignements du patient et du préléevement, pour étre acheminé instantanément au
laboratoire de Mycologie Médicale CHU Tlemcen et traités dans les 30 minutes suivant leur
collecte, en raison de la multiplication rapide des levures, accompagné du questionnaire

d’évaluation, et d’une fiche de diagnostic « Annexe 3 ».

2432 Examen du Prélévement au laboratoire de Mycologie

a. Etape 1 : Examen direct des levures sous microscope optique

Une suspension était préparée pour chaque échantillon de frottis de 1’intrados prothétique, en

trempant I’écouvillon contaminé dans 1mL d’eau physiologique, pour étre soumis a une vitesse

rotatoire sur un appareil type Vortex (VIBROFIX VF1 ELECTRONIC®) a 1000 tours/min
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pendant 30 secondes afin de décharger le contenu microbien et de maximiser I'homogénéité des
suspensions (Fig n° 17 A).
- Une goutte de I’inoculum était déposée entre lame et lamelle (Fig n° 17 B), et observée a 1’état

frais sous microscope optique (Leica) & un grossissement x10, et & x40 (Fig n° 17 C).

L’examen direct était positif en présence de filaments mycéliens ou pseudo- filaments.

Figure n° 17 : Procédure de I’observation sous microscope.

(A) Homogénéisation de la suspension fongique sur un vortex
(B) Mise en place de I’inoculum entre lame et lamelle.
(C) Observation sous microscope optique.
Iconographie personnelle - Laboratoire de Mycologie Médicale — CHU Tlemcen.

b. Etape 2 : Culture des levures sur milieu chromogéne et pré identification des souches
Candida
O Culture des levures sur milieu chromogéne
- 100pL de cette suspension était étalée sur milieu de culture chromogéne pour levures HiCrome

HIMEDIA™ « cf Annexe 4 » dans une boite de Pétri jusqu’a épuisement de I’inoculum.

- Lalecture des résultats s’effectuait apres incubation dans une étuve pendant 48h a 37°C (Figure
n°18).

- Laculture était déclarée positive, s’il y avait croissance de 10 colonies de levures et plus
(= 10 colonies), qui était en faveur d’une infection candidosique. Le Candida étant un

commensal de la bouche, il est possible de retrouver quelques colonies.
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Figure n°18 : (A) Milieu chromogene coulé dans une boite de Pétri.
(B) Ensemencement de I’inoculum sur milieu chromogéne a I’aide d’un rateau
(C) Incubation des boites de Pétri ensemencées dans une étuve a 37°C pendant 48h.
Iconographie personnelle - Laboratoire de Mycologie Médicale — CHU Tlemcen

Pour pouvoir déclarer I’existence d’une infection candidosique, I’interprétation de 1’examen
mycologique se devait de prendre en considération le résultat de 1’examen direct sous microscope et
celui de la culture sur boite Pétri (cf. Tableau n® VIII). Un conflit pouvait exister en cas d’un examen

direct négatif et d’une culture positive, pour les deux raisons suivantes :

- Si la forme de virulence du germe a échappé a la surface de 1’observation microscopique sur
lame, dans ce cas I’examen direct est déclaré étre non sensible.
- S’il s’agit de I’espéce Candida glabrata, qui est caractérisée par une incapacité de

filamentation et se présente uniquement sous la forme levurique.

Tableau n° VIII : Interprétation des résultats de I’examen direct sous microscope et de la culture des

levures sur milieu Sabouraud.

Examen direct Culture Interprétation de
L’examen mycologique
+ + +
- + +
+ o -
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O Pré identification des souches Candida

Le milieu chromogéne est un milieu sélectif, qui repose sur la présence de plusieurs substrats
chromogéniques « molécule avec colorant organique » permettant une coloration variée des colonies
a la suite de leur dégradation par des enzymes spécifiques aux espéces (Figure n°19),
Les évaluations microbiologiques qualitatives ont tenté d’identifier certaines espéces Candida en
enregistrant la couleur et les caractéristiques morphologiques des colonies (Tableau n°IX), ce qui
constituait le principe de la pré-identification.
Donc ce milieu chromogene a permis :

e Unisolement sélectif des colonies de levures, indiquant la présence, grace a leur couleur, d’une

seule ou de plusieurs especes Candida (Figure n°20).
e Une identification directe du Candida albicans
e Etune identification présomptive (orientation) de quelques autres especes non-albicans

- Le repérage des colonies vertes était suffisant pour identifier la souche Candida albicans.

TR TR
.. ..

o C. parepsilosis a/b/wnS‘ %
C. glabra{a

C. tropicalis
Q\-» C. k!u<el .J

. e

Figure n° 19 : Colorations obtenues des Candida sur le milieu chromogénique HiCrome ™ [190]

>

|
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Tableau n°lX : Représentation des especes Candida sur milieu chromogéne.

Especes Candida Forme Tailles des colonies Coloration
c
S
IS . s e - .
e C. albicans Rondes en relief a limites nettes, moyennes. Verte turquoise
8
C. glabrata Rondes en relief & limites nettes, moyennes. Créme a Blanche.
S
<|  C.tropicalis Rondes en relief a limites claires, grandes Bleu métallisé / Violet
ks
| . .
@) C. krusei Floues, aplaties, moyennes. Rose /Prune

NS 5 249 . N 5 " =

C.albicans +C.glabrata C.albicans + C.tropicalis C.albicans +C.tropicalis
+ C. glabrata

Figure n° 20 : Pré-identification des especes Candida sur milieu chromogene :
(A) souches mono-espéce.
(B) souches pluri espéces : Candida albicans (verte), Candida tropicalis(bleu) et Candida glabrata
(blanche). Iconographie personnelle - Laboratoire de Mycologie Médicale — CHU Tlemcen.
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c. Etape 3 : Identification des souches Candida non-albicans par test complémentaire

- Une tentative d'identification de certaines especes de Candida était déterminée par la couleur

des colonies sur milieu chromogéne, mais les identifications des especes non-albicans étaient

confirmées par une méthode conventionnelle grace aux tests biochimiques.

- Des colonies distinctes étaient choisies pour chaque espece. Celles-ci étaient repiquées sur

gélose Sabouraud/ Chloramphénicol ™ et incubées pendant 48 h a 37°C. Les morphotypes

uniques étaient identifiés a I’aide d’un panel de tests biochimiques de la galerie AUXACOLOR

2 ™ conformément aux instructions du fabricant (BIO-RAD, Paris, France), qui permet I’étude

des caracteres biochimiques et métaboliques suite a une assimilation des sucres par les levures.

- Une suspension de chaque culture était préparée avec de 1’eau physiologique, et amenée a

une absorbance de 1,5 MacFarland sur un densitometre (mesure de la turbidité de la

suspension fongique)

- 100uL de I’inoculum était distribuée dans chaque puits de la galerie.

- Aprés incubation de 48h a 37°C, la croissance des levures se traduit par le virage de

I’indicateur du bleu au jaune et par I’apparition d’un trouble dans la cupule (Figure

n°21)

- La lecture des résultats aboutit a I’obtention d’un code a cing chiffres, dont la

correspondance est représentée dans un tableau de références constituant la base de

données des souches de levures « cf Annexe 5 ».

& RRE
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AuxaColor" 2 AuxaColor" 2
CNag | GLU. || MAL | | SAC. | GAL [CACT] RaAR NO. f(,Noql "GL'U SAC 1 \’ LAC. ‘.[ RAF. | [ N0 ‘
—_‘_*\Ji_ &= "f" = =]l
CEL FE* Tﬂ [ MEL. | [0 | ARA | [FEX | POKPRO ‘ CEL [ m( ‘ ADO H MIL | XYL f ARA | | HEX | PoxPAO|
| || | i
A)- Avant inoculation des puits B)- Apres inoculation des puits

Figure n° 21: Galerie Auxacolor 2 « BIO-RADE » (A) avant et (B) apres identification.

Iconographie personnelle - Laboratoire de Mycologie Médicale — CHU Tlemcen.
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Frottis de I’intrados prothétique
(Région palatine)

1. Examen sous microscope ﬂ
Négatif Positif
Absence de Pseudo-filaments / Présence de Pseudo-filaments /
Filaments Filaments

2. Culture sur milieu Chromogene
et pré-identification

Aucune croissance Croissance
(Jusqu’a 10 colonies de Candida sp) (> 10 colonies de Candida sp)

Mono-espéce Pluri-especes
(2 seule couleur des colonies) (Différentes couleurs des colonies)

< [Candida albicans ]4—
—>
=r Candida glabrata |<—
Candida glabrata l_ ] <
<

Candida tropicalis |
[Cand'rda tropicalis]n—

3. Identification sur Kit Auxacolor

Candida albicans

Figure n° 22 : Organigramme résumant les étapes de la procédure mycologique de notre étude.

Etape 4 : Conservation des souches Candida albicans pour la phase expérimentale

Les souches cliniques isolées du Candida albicans étaient repiquées sur milieu de culture pour
levures Sabouraud /Chloramphénicol « cf Annexe 4 » dans des tubes a essai (Figure n° 23).

Apreés incubation de 48h a 37°C, la culture mettait en évidence des colonies de C.albicans bien
rondes, blanchatres et crémeuses. Les tubes a essais bien refermés, étaient conservés au frais a

4°C, afin d’utiliser les souches pour la phase expérimentale.
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Figure n° 23 : Colonies de Candida albicans sur milieu de culture Sabouraud/ Chloramphénicol.
Iconographie personnelle - Laboratoire de Mycologie Médicale — CHU Tlemcen.

Recrutement des patients présentant une
Stomatite Prothétique

A4

Recueil des données
épidémiologiques

{ Prélevement mycologique ]

\ 4

{ Identification et isolement J

des souches

Conservation des souches
pour I’étude expérimentale

Figure n°® 24 : Organigramme représentant le déroulement de 1’étude épidémiologique.
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Etude Expérimentale

2.5  Etude Expérimentale

2.5.1 Population d’étude
La population était constituée de :
- Cing souches cliniques isolées de Candida albicans a partir des prothéses dentaires amovibles.
- Deux souches de références de Candida albicans ATCC 10231, et Candida albicans ATCC
26790.
- Six lignées de cellules fibroblastes gingivaux humains, cultivés a partir des explants de la cavité
buccale.
- Deux échantillons de la muqueuse palatine humaine, prélevés chez des patients sains.

2.5.2 Lieuetdurée de I’étude
L’étude expérimentale avait débuté d’abords au laboratoire de Produit naturels — Faculté de Biologie
de Tlemcen, en Janvier 2018, en définissant la sensibilité des levures aux produits testés, puis de Mai
2018 a Juillet 2018 au laboratoire BIOS- Péle Santé- Université de Reims Champagne Ardenne, en

recherchant les concentrations efficaces et la cytotoxicité des produits étudiés.

2.5.3 Déroulement de I’étude
L’intérét de ce travail était d’évaluer 1’activité antifongique des huiles essentielles (HES) extraites
de plantes naturelles Thymus fontanesii et Syzygium aromanticum, en comparaison avec un

médicament de référence : le Miconazole.
Le déroulement de 1’étude expérimentale a comporté les parties suivantes :
*Etude in vitro de I’activité antifongique des huiles essentielles testées par :

v Une récolte des plantes aromatiques et une Extraction des huiles essentielles.
v Une étude de la composition chimique des HEs

v’ Une évaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles et de leur combinaison.

*Etude comparative in vitro de ’efficacité d’un gel prépare a base des HEs étudiées, avec celle du

Miconazole par :

v Une comparaison de I’activité antifongique

v Une comparaison de I’action anti-biofilm prothétique
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*Etude in vitro et ex vivo de la toxicité du gel préparé par :

v Une évaluation qualitative suite a une appréciation de la morphologie cellulaire.
v" Une évaluation quantitative suite a la mesure de :

= La cytotoxicité

= Laviabilité cellulaire

= La quantit¢ d’ADN cellulaire

2.5.3.1 Evaluation in vitro de I’activité antifongique des huiles essentielles et de
leur combinaison

a. Récolte des plantes aromatiques et extraction des huiles essentielles

- Larécolte des parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) de la plante Thymus fontanesii (Thym) a
eu lieu dans la station de Lala Setti de la région de Tlemcen, en pleine saison florale, en Mai 2017 .

- Les boutons floraux de Syzygium aromanticum (Girofle), étaient achetés chez un herboriste a
Tlemcen en Janvier 2017, ayant une origine Indonésienne (cf. Tableau n°X).

Tableau n°X : Provenance des plantes aromatiques étudiées

Le Thym Le Girofle
Nom botanique  Thymus fontanesii Syzygium aromanticum
Nom arabe Zaateur, e Korenfel,Ji 3
Origine Plateau LALA SETTI Indonésie
(1000metres d’altitude, sud-ouest, Tlemcen)
Récolte/Achat Récoltée en Juin 2017 ,zbgzhetée chez un herboriste en Janvier
17

- L’extraction des huiles essentielles (HEs) était réalisée au laboratoire des Produits Naturels avec
I’équipe « Activité antimicrobienne des substances naturelles et écologie microbienne », Faculté
de Biologie, par hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de type Clevenger (Figure n° 25),

«cf Annexe 6 »
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refroidissement

Collecteur d’huile
essentielle

Ballon contenant
la plante et I’eau

Chauffe-ballon

Figure n°25 : Extraction des huiles essentielles de Thym et de Girofle par hydro distillation.
Iconographie personnelle - Laboratoire de Produits Naturels — Tlemcen.

Les HEs étaient conservées a I’abri de I’air, de la lumicre et de la chaleur, afin d’éviter leur dégradation,
contenues dans des flacons en verre opaques fermés hermétiquement, et entreposés debout a 4 + 1°C
(Figure n° 26).

Figure n° 26 : Les huiles essentielles de Thymus fontanesii et de Syzygium aromanticum dans des flacons
opaques. Iconographie personnelle- Laboratoire de Produits Naturels — Tlemcen.
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O Calcul de la teneur des plantes en huiles essentielles
Le rendement en huile essentielle représente le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids de

la plante seche. Exprimé en pourcentage, et calculé par la formule de suivante[44]:

_ P "huile"

Rd = Rendement de 1’huile essentielle en % =———— x 100

P "plante"

Phuile: Poids de I’huileen g, Ppiante :Poids de la plante en g

b.

Analyse chimique des huiles essentielles

Les analyses des HE s’étaient réalisées au Laboratoire de « Chimie et Biomasse » de
I’Universit¢ de Corse-Centre Nationale de Recherche Scientifique CNRS, par
Chromatographie en Phase Gazeuse avec indice de rétention CPG-Ir a 1’aide d’un appareil
Perkin-Elmer type Clarus 500, et par Chromatographie couplée a la Spectrométrie de Masse
CPG-SM a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer TurboMass « cf Annexe 7 ».

L’objectif de cette analyse a permis d'identifier et de quantifier précisément les nombreux

constituants présents dans I’HE, méme en trés petites quantités, voire en traces.

O Par Chromatographie en Phase Gazeuse
La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) avait pour objectif de séparer les composés de

I’échantillon.

La quantité d’huile essentielle injectée était de 0,1 pL.

Les constituants étaient identifiés par comparaison de leurs indices de rétention (Ir) calculés par

rapport a une série d’alcanes (Cg-C2g) avec interpolation linéaire sur les deux colonnes, avec ceux

des composés de référence contenus dans la bibliothéque du laboratoire.

O Par Spectrométrie de Masse
La Spectrométrie de Masse (SM) avait pour objectif la détection et 1’identification des composés

en fonction de leur rapport masse sur charge. La quantité d’huile essentielle injectée est de 0,5uL.

C.

Etude in vitro de [l ’activité antifongique des huiles essentielles et de leur combinaison

L’évaluation de I’activité antifongique des HEs, seuls et en combinaison ,vis-a-vis des levures

du genre Candida albicans (Tableau n°Xl), était réalisées par des méthodes conventionnelles mises au

point in vitro permettant 1’étude des parametres antifongiques suivants[84]:

Le diametre de la zone d’inhibition (IZ)caractérisant une sensibilité qualitative par la méthode
de diffusion sur disque.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) appréciée quantitativement par la méthode de
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micro dilution sur milieu liquide
La concentration minimale fongicide (CMF)appréciée quantitativement par la méthode de
micro dilution sur milieu liquide

La concentration inhibitrice semi maximale (ICso) déterminée graphiquement.

O Préparation des inoculums
Le Tableau n° X1 représente les souches de Candida utilisées dans notre étude ainsi que leur

provenance.
Tableau n°XI : Provenance des souches de Candida
Souches et leur provenance Nombre Espéce
Souches de références 02 Candida albicans ATCC 10231
(Laboratoire de produits naturels) Candida albicans ATCC 26790
Souches cliniques isolées 05 Candida albicans identifiées

L’inoculum représente une suspension de microorganismes préte a étre étalée sur un milieu de culture.

La revification des souches fongiques permettait d’obtenir une phase exponentielle de
croissance.

La turbidité des inoculums évaluait leur charge microbienne, par un scan des milieux de
croissance et une lecture de la densité optique (DO) a I’aide d’un spectrophotometre (WPA
Biowave II®)

La densité optique retenue pour nos tests microbiologiques était de 0,12 a 0,15(pour une
longueur d’onde A =530 nm) (Figure n° 27), qui correspond a une charge en levures de
1a5x10% UFC/mL [163].

Figure n° 27: Mesure de ’absorbance de I’inoculum a 0,12 — 0,15 ( 10° UFC/mL ).
Iconographie personnelle - Laboratoire « Produits Naturels » Faculté de Biologie Tlemcen.
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U Evaluation de Dactivité antifongique des huiles essentielles par la méthode de diffusion

sur disque : méthode de I’aromatogramme
- Les tests étaient réalisés au sein du laboratoire de Produits Naturels Faculté de Biologie de

Tlemcen, par la méthode de diffusion des disques sur milieu solide :Sabouraud -
Chloramphénicol[217] (Fig n® 28) « cf. Annexe 8 »

- Lacroissance des champignons était surveillée par 1’apparition ou 1’absence de colonies, apres
exposition aux huiles essentielles via des disques imprégnés.

- L’obtention d’un halo clair autour de ce disque indiquait une zone d’inhibition au
développement des levures (Fig n°29).

- Les zones d'inhibition des différentes huiles ont été mesurées et comparées entre elles avec tous
les isolats cliniques et I'isolat de laboratoire (Tableau n°XIl)..

- La sensibilité des levures aux huiles essentielles était proportionnelle a la taille de la zone
d’inhibition (I1Z), qui etait mesurée en (mm) disque inclus (Tableau n°XIII).

- La recherche d’une concentration minimale inhibitrice était entreprise devant un résultat

positif.

Boite de Pétri avec Gélose —7 F
Sabouraud- Chloramphénicol

A 1Z : zone d’inhibition
QLA —

Croissance fongique

Ensemencement de la gélose
en nappe par ImL d’inoculum

Figure n° 28: Illustration de la méthode de I’aromatogramme [225] adapté de Zaiki 1988.
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Tableau n°XIl : Evaluation de I’activité antifongique par methode de diffusion sur disque : Absence de
croissance des levures autour du disque (cercle rouge) formant une zone d’ihibition.
Iconographie personnelle - Laboratoire de Produits naturels -Tlemcen.

Disque imprégné
de ’huile
essentielle de
Girofle

Disque impégné
de I’huile
essentielle de
Thym

Avant incubation

Aprés incubation de 48H

Zone d’inhibition
1Z
[

e

/_«-—‘-“'—_-.‘\.
Zone d’inhibition 1Z

Tableau n° Xll1l:Le diamétre de la zone d’inhibition et activité de I’'HE[56, 134]

Halo inhibition (mm) Activité de PHE Sensibilité
0-10 Inactive Résistant
<12 Peu active (+) Sensible doses dépendent

>16

Trés active (+++)

Trés sensible
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O Détermination des concentrations minimales inhibitrices et des concentrations

minimales fongicides des huiles essentielles
- Les tests microbiologiques étaient effectués au laboratoire de recherche universitaire

« Biomatériaux et inflammation en site osseux » BIOS EA 4691, qui comprend plusieurs équipes
de recherche, P6le Sante, Université de Reims Champagne-Ardenne, France.

- La recherche des concentrations minimales inhibitrices CMI et concentrations minimales
fongicides CMF des HEs de Thym, de Girofle et de leur combinaison, était réalisée par la méthode
de micro dilution « cf. Annexe 8 » sur milieu liquide (bouillon de culture) « cf. Annexe 4 » dans
des microplaques de 96 puits (Fig n°29) , selon plusieurs concentrations (Tableau n° XIV).

- La mesure de l’absorbance des puits était recueillie a I’aide d’un lecteur de microplaque
SPECTROstar Nano (Figure n° 30).

- Le puit témoin de contréle de la croissance fongique représentait 100% de survivance, les résultats
étaient évalués en pourcentage par rapport au témoin.

Le calcul du pourcentage de survivance des Candida albicans dans les tubes expérimentaux, était
exprimé par la formule suivante :

% viabilité = % x 100 N : Nombre de colonies dans le puit témoin
n : Nombre de colonies dans le puit expérimental

i ( &'”ﬂ f -
} e i@ )
e
2 At B D)
| "'-."7“"(3' ‘k afoﬁvo%sﬂ'ﬂz_ <9) ‘M"f{
e et =
| 9 & L8
| ety
F o« @

Figure n°29 : Evaluation de I’activité antifongique par méthode de microdilution sur microplaques de
96puits contenants les échantillons d’HEs :(A) Thym, (B) Girofle, (C) Combinaison de Thym et de Girofle, a
différentes concentrations. Iconographie personnelle- Laboratoire BIOS — Université de Reims.
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Figure n°30 : Lecteur de microplaque pour la mesure de I’absorbance SPECTROstar Nano (Labtech
BMG) servant a la détermination de la CMI.
Iconographie personnelle. Laboratoire BIOS — Université Reims Champagne-Ardenne.

Tableau n° XIV : Les concentrations des HES testées sur microplaque.

Concentrations 1°" puit 2°M puit 3" puit 4°™ puit
testées(puL/mL)

HE Thym 0,250 0,125 0,0625 0,0312

HE Girofle 1 0,5 0,250 0,125

HEs Girofle + Thym 1/0,250 0,5/0,125 0,0625/ 0,0625 0,125/ 0,0312

*La CMI de chaque échantillon étudié était definie comme la concentration minimale ne montrant

aucune croissance visible a I’eeil nu, au bout de 24h d’incubation[115] (cf. Tableau n°XV).

La CMF était recherchée par dénombrement de colonies sur milieu de culture, en comparant le nombre

de colonies entre I'inoculum de départ et aprés I'action des HEs.

*La CMF représentait la dose létale, c’est a dire la plus petite concentration du produit qui laisse
survivre au plus 0,01% des germes de la suspension de départ en 24 heures(une levure sur 10 000)
[115] ( Tableau n°XV).

Le rapport %de chaque extrait était calculé afin de qualifier les produits de fongiostatique ou de

fongicide [55].
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- si le rapport % <4 - la substance testée est fongicide.

- si le rapport % >4->|a substance testée est fongiostatique.
L’indice de la concentration inhibitrice fractionnaire(FICI : fractional inhibitory concentration index)

a été recherché[199] pour évaluer 1’effet combinatoire du mélange des HEs, qui peut étre :

-Antagoniste : I'association diminue l'activité de lI'une ou l'autre des HEs. Elle est inférieure &
la somme des effets de chaque HE prise séparément :

(A + B) < effet A ou effet B.
- Indifférent : I'activité antimicrobienne d'une HE n'est pas affectée par I’autre :
(A + B) = effet A ou effet B.

- Additif : I'effet de I'association est égal a la somme des effets de chaque HE étudiée isolément,

a la méme concentration que dans 1’association :
(A + B) = effet A + effet B.

- Synergique : l'effet est significativement supérieur a la somme de chaque H.E. étudiée

isolément, a la méme concentration :
(A + B) > effet A + effet B.

Le FICI était calculé a partir de la somme de la concentration inhibitrice fractionnelle (FIC) de la
premiére HE et la FIC de la deuxiéeme HE.[167]

La FIC de I’HE est obtenue en divisant la CMI de I’huile essentielle lorsqu'elle est utilisée en
combinaison, par la CMI de I’HE seule. Le méme calcul est effectué pour I’autre HE.

CMI combinaison
FIC HE =
CMI seule

FICI = FIC 1¢rene + FIC 2¢me HE
L’interprétation de la FICI est comme suit :

e Combinaison synergique -> FICI<0,5
e Combinaison additive - 1 >FICI>0,5
e Combinaison indifférente - 4 >FICI> 1
e Combinaison antagoniste > FICI >4
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Tableau n°XV: La CMI (a gauche) et la CMF (a droite) des huiles de thym et de girofle et de leur
combinaison sur boite Pétri. Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS —Université de Reims.

CMI CMF
= Inhibition de la croissance = Aucune croissance des levures sur
visuelle des levures boite Pétri
+ Croissance des colonies sur boite

Pétri

Evaluation de
I’Huile de Thym

Evaluation de
L’Huile de Girofle

Evaluation de la
Combinaison des
deux huiles de
Thym et de Girofle
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Pas de croissance fongique visible

Croissance fongique

dans un puit
Dose élevée d’HEs Dilution 1/2 Dilution 1/2 Dilution 1/2
> > _—
CMI
Dose Fongiostatique
P == p o_;a p .'l';- oo
| - 1 - e oo
%f:’_o - .}°;{__:.,.;?; %':‘:[_—:_ e
4 > Témoin

CMF
Dose Fongicide

Figure n° 31 : Schéma représentatif de 1’évaluation in vitro de Iactivité antifongique des HEs testées par
la méthode de micro-dilution sur milieu liquide et de dénombrement de colonies sur milieu gélosé.

O Détermination des concentration inhibitrice semi-maximale des huiles essentielles
La demi concentration inhibitrice d'une substance (ICso) était déterminée graphiquement en

recherchant la concentration qui cause une inhibition de croissance de 50% des levures.

Elle représente une mesure de I'efficacité d'un produit antagoniste, plus elle est faible plus I’inhibiteur
est puissant.

2.5.3.2 Etude comparative in vitro de I’activité antifongique d’un gel préparé
avec le Miconazole

a. Formulation et préparation d’un gel buccal a base des huiles essentielles étudiées
Le but de notre étude était d’incorporer les HEs dans une forme galénique pharmaceutique

semi-solide sous forme d’un gel buccal pour le rendre administrable au patient, et optimiser son action
thérapeutique (temps de contact suffisant) par une application locale topique sur la lésion

candidosique.

Par ailleurs, il est déconseillé d’employer les huiles essentielles sous leur forme brute, en raison

de leur toxicité, leur forte action aromatique, et leur pouvoir irritant [73, 123].
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Un gel buccal a base des huiles essentielles de Thymus fontanesii et de Syzygium aromanticum,
et un gel de base SANS huiles essentielles contenant seulement les excipients (Figure n°32) étaient
formulés et préparés par un pharmacien galéniste au Laboratoire de Pharmacie Galénique de la Faculté

de Médecine de Tlemcen « cf. Annexe 9 ».

-La dose du principe actif retenue était celle de la CMF des HEs combinées, pour garantir un effet
antifongique maximal durant la biodisponibilité du produit dans la cavité orale (présence de la salive,

systéme d’épuration, et desquamation de 1’épithélium oral)

Gel Base
« Excipient seul »

Gel « CMF »

Figure n° 32 : Gel buccal a la dose CMF et gel de base conditionnés dans des tubes en aluminium.
Iconographie personnelle - Laboratoire de Pharmacie Galénigue, Faculté de Médecine Tlemcen.

b. Etude comparative de l’activité antifongique de notre gel préparé avec le Miconazole
- L’activité antifongique du gel buccal préparé était testée par la méthode de micro- dilution sur

milieu liquide, au Laboratoire BIOS-Université de Reims, pour évaluer son efficacité aprés la
formulation galénique.

- L’efficacité du produit était comparée a celle d’un produit pharmaceutique de référence le
Miconazole, qui représente le « Gold standard » dans le traitement de la candidose orale.

- Cette comparaison nécessitait au préalable une préparation d’un gel concentré dix fois la dose
de la CMF des HEs combinées « gel CMFx10 », pour le diluer au 1/10 directement dans une
suspension fongique.

- Le Miconazole sert d’indicateur de la validité de nos conditions de travail dans la
reproduction du modeéle de traitement contre le Candida albicans.

- Sur deux microplaques de 24puits (Fig n° 33),ImL d’inoculum était déposeé, en aliquote, au
contact des conditions suivantes :

e 1115 puL Gel CMF x10
e 250uL Gel Miconazole
e 200pL Gel base

e Contrdle négatif.
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- Aprés 24h d’incubation a 30°C, des dilutions de 1’ordre de 10 et 102 de chacune des
conditions étaient étalées sur milieu de culture dans des boites de Pétri.

- Lalecture des résultats se faisait apres 24h a 30°C, par la surveillance de la croissance ou
de I’inhibition des levures.

- L’évaluation de Dl’activité antifongique était qualitative avec un cadre de lecture de type :
pousse ou non pousse de colonies, en raison d’une croissance abondante de colonies « en tapis

» rendant le comptage trés difficile, voire impossible (Fig n° 34).

Gel Témoin | Micona- | Gel
base zole CMFx10

C.albi clinique n°1

C.albi clinique n°2

C.albi clinique n°3

C.albi clinique n°4

C.albi clinique n°5

C.albi référencée
10231

C.albi référencée
27980

74N

Figure n°33 : Comparaison de I’activité antifongique du gel CMF avec le Miconazole par la
méthode de macro-dilution.
Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS —Université de Reims.
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Gel « CMF »

Figure n°34 : Exemple de croissance (condition témoin) et d’inhibition (condition de notre produit) des
levures Candida albicans ATCC 26790 sur boite Pétri. Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS -
Université de Reims.

c. Etude comparative de activité anti-biofilm de notre gel préparé avec le Miconazole
L’activité anti-biofilm & Candida du gel préparé avait été compareé a celle du Miconazole par

la méthode de micro-dilution sur milieu liquide.

Le biofilm prothétique se forme sur la surface acrylique de la prothese dentaire amovible, ce
phénomene a été reproduit in vitro, en utilisant des échantillons de pastilles en résine acrylique

infectées par une suspension fongique, sur lesquelles était testé notre produit.

O Réalisation et désinfection des pastilles en résine acrylique
-La réalisation des échantillons de résine acrylique thermo-polymérisées sous forme de pastilles était

effectuée au laboratoire de Prothése Dentaire de la Facult¢ d’Odontologie de Reims, Champagne-

Ardenne France.

-Les pastilles étaient concues par la méthode conventionnelle de la polymérisation des bases a I’aide

de moufles trempés dans un bain-marie (Fig n° 35) « cf. Annexe 10 ».
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Figure n°35 (A) : Mise en moufle, ébouillantage et thermo polymérisation des pastilles en CIRE
prédécoupées a I’emporte-piece. lconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.

Surface polie

@ =12mm
y=3mm Surface non polie

Figure n°35 (B) : Représentation schématique d’une pastille en RESINE acrylique. Iconographie
personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.

Figure n°35 (C) : Désinfection des pastilles a la lumiere ultraviolet sous une hotte a flux laminaire.
Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.

O Formation du biofilm & Candida albicans
-Dans une plaque de 24 puits, une incubation de 72h & 30°C des pastilles en résine, trempées dans une

suspension fongique, préparée a partir d’une culture de nuit, évaluée a une DO de 0,12 -0,15 (A 530

nm) permet la formation d’un biofilm mature (Fig n°36).
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Figure n°36 : Formation d’un biofilm a Candida albicans sur les pastilles en résine.
Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.

O Procédure de dénombrement des colonies sur la pastille témoin

Une pastille témoin était retirée a 72h, pour dénombrer les cellules fongiques adhérées
(sessiles) et confirmer la formation du biofilm.

Les pastilles récupérées avec une précelle stérile, étaient lavées dans un milieu propre en
effectuant 10 mouvements de va et vient et replacées dans des Falcons contenant du milieu
stérile.

Ces tubes en plastiques étaient placés dans un bain a ultrasons (Transsonic 420 ELMA ®),
soumis a une sonication d’une durée de Smin (Fig n°® 37), pour détacher les cellules adhérentes
sur les pastilles.

Des dilutions du milieu contenant les germes, de I’ordre de10, 10-2et 1073 étaient ensemencées
sur milieu de culture dans des boites de Pétri, avant et aprés passage aux ultrasons, a Temps 0
(TO) pour dénombrer les levures libres (planctoniques)et a Temps 5 (T5) pour dénombrer les
levures totales.

Apreés incubation, on compte le nombre de colonies par boites, afin d’exprimer le résultat final

en nombre de germes par millilitre (Fig n° 38).

Le nombre des cellules fongiques adhérées est égal a la différence entre le nombre de cellules

totales (a T5) et le nombre de cellules planctoniques (a TO).

Nbre des cellules adhérées = Nbre des cellules totales — Nbre des cellules libres
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Figure n° 37 : Procédure de sonication pour décrochage des levures adhérées aux pastilles dans un
appareil a ultrasons. lconographie personnelle- Laboratoire BIOS, Université de Reims

Figure n° 38 (A) : Méthode de dénombrement des colonies de levures sur une boite de Pétri, a I’aide
d’un compteur de colonies. Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.

Pastille Témoin a T5

Figure n° 38 (B) : Exemple de dénombrement des colonies de levures Candida albicans (souche
clinique), ayant poussées sur des boites de Pétri, qui ont adhérées sur une pastille infectée témoin, avant
(TO : gauche) et aprés sonication (T5 : droite) , Le milieu était dilué a 10°- Iconographie personnelle -
Laboratoire BIOS — Université de Reims.
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O Traitement des pastilles infectées avec le gel préparé et le Miconazole
- Pendant 24h a 30°C, les pastilles infectées étaient trempées dans des puits contenant les

différentes conditions (Fig n°39) :
e 400uL de Gel Base dans 600uL de I’inoculum
e Gel « CMF x10 » dilué au 10!
e 800uL Miconazole pour 200pL d’inoculum.
e Controle négatif.
- Les tests étaient effectués trois fois en triplicata.
- Laméme procédure de dénombrement était entreprise afin de dénombrer les cellules fongiques
adhérées, apres exposition aux différents produits (Fig n°40).

Excipient /Témoin / Miconazole / CMFx10

—— - -
= - "

Cing souches cliniques =

Deux souches de références

Figure n° 39 : Traitement des pastilles infectées par les Candida albicans avec les différents gels :
GB : gel base, excipient.
(-) : milieu controle.
M : Miconazole.
x10 : notre gel concentré 10 fois, puis dilué.
Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.
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Gel « CMF » TO Gel « CMF » T5

Figure n° 40 (A) : Inhibition presque totale de la croissance des levures Candida albicans (ATCC 26790)
apres traitement de la pastille infectée au gel buccal CMF, avant (TO : gauche) et aprés sonication
(T5 :droite). Les milieux étaient dilué a 10
Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.

Miconazole TO . Miconazole T5

Figure n° 40 (B): Inhibition partielle de la croissance des levures Candida albicans (ATCC 26790) aprés
traitement de la pastille infectée au Miconazole, avant (TO : gauche) et apres sonication (T5 :droite). Les
milieux étaient dilué a 10*

Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.

Formation et maturation
du biofilm sur les pastilles

I I I i
-72h - 48h -24h Traitement | TempsOmin  Temps5 min

T

Dénombrement des
Cellules Planctoniques

24h

Inoculation des

levures Dénombrement des

Cellules Totales

Passage aux ultrasons

Figure n°41 : Diagramme schématique résumant notre manipulation de I’activité anti-biofilm a Candida.
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2.5.3.3 Etude in vitro de la toxicité de notre gel préparé
- Un matériau biocompatible est un matériau qui n’engendre aucun probléme biologique dans

I’environnement ou il est placé.

a. Etude in vitro de la cytotoxicité du gel préparé

La biocompatibilité c¢’est la capacité d’un matériau a étre utilisé avec une réponse appropriée de 1’hote

pour une application spécifique[102].

La cytotoxicité était étudiée par une série de tests, donnés par la norme « Organisation
Internationale de Normalisation » ISO 10993-5[111], évaluant in vitro les effets cytotoxiques du
produit par contact direct avec des fibroblastes gingivaux humains (FGH), cultivés au sein du
laboratoire BIOS « Biomatériaux et inflammation en site osseux » Université Reims- Champagne

Ardenne, France.

O Procédure de la culture cellulaire des Fibroblastes gingivaux humains

Le tissu conjonctif de la muqueuse orale est composé principalement de fibroblastes gingivaux
humains (FGH), il présente I’avantage d’étre facilement accessible et donc de permettre I’étude des
fibroblastes qui le peuplent. Dans notre étude, les cellules étaient récupérées a partir de greffons
prélevés, et placé dans une boite de culture (Fig n°42). Apres adhésion de I’explant, les cellules migrent

hors du prélevement et colonisent le fond de la boite [85].

Les fibroblastes gingivaux étaient extraits a partir des déchets opératoires de gencives provenant
d’extractions ou de désinclusions dentaires « cf Annexe 12 », réalisées au niveau du service de
chirurgie buccale CHU Robert Debré Reims, aupres de trois patients agés entre 18- 30 ans ayant donné
leurs accords par un consentement éclairé et ne présentant aucune pathologie générale ou parodontale.

«cf Annexe 11 » .

Dans cette étude, les FGH étaient ensemencés au 3°™ passage dans une plaque de 24 puits (Fig n°44),
a 10 000 cellules/cm? par puit dans un milieu de culture DMEM complet, sous une hotte & flux
laminaire, et incubées dans un incubateur pour culture cellulaire ( Fig n°43) (aprés comptage des

cellules sur la cellule de Thoma) « cf Annexe 12 ».

Les expériences étaient refaites deux fois.
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Figure n°42: Culture primaire (A) et secondaire (B) des fibroblastes gingivaux humains a partir des
explants de la muqueuse orale. Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.
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Figure n°43 : Une hotte a flux laminaire (A), Incubateur utilisé pour la culture cellulaire (B)
Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.
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Figure n°44 : Une culture cellulaire secondaire des fibroblastes gingivaux humains dans des
microplaques de 24puits, n=6.
Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.

U Mise en contact des Fibroblastes gingivaux humains avec le gel buccal
- Aprés une culture cellulaire de 24h, les cellules étaient observées au microscope inversé a écran

(grossissement x4 et x10), pour contréler leur viabilité, leur morphologie et leur confluence.

- Les préparations de gels buccaux étaient réalisées au préalable, d’une concentration de cing et
dix fois la CMF : « CMF x5 » et « CMF x 10 » pour voir si la cytotoxicité est lice a des
concentrations majoreées.

- Une quantité de 0,59 des produits étaient pesées avec précision grace a la balance Mettler
AM50® (Fig n°45), pour étre diluée dans 50mL de milieu de culture DMEM dans des flacons
pour les conditions suivantes :

e Gel CMF x1 (concentré une fois la dose de la CMF des HEs combinées)

e Gel CMF x5 (concentré cinq fois la dose de la CMF des HES combinées)

e Gel CMF x10 (concentré dix fois la dose de la CMF des HES combinées)

e Gel base (excipient seulement) et le contréle négatif (milieu DMEM) étaient utilisés comme
témoins.

- 500uL de chaque produit était mis en contact direct avec les cellules, dans les puits.

- Les teste étaient refaits deux fois en triplicata.
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Figure n° 45 : (A) La pesée des produits avec précision,
(B) La préparation des différentes conditions de gel avec les milieux de culture.
Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS — Université de Reims.

Apreés 24 heures d’incubation, les éventuels effets cytotoxiques étaient évalués par :

I.  Une appréciation qualitative visant a observer les modifications morphologiques et 1’apparition

de lyse cellulaire

ii.  Une appréciation quantitative déterminée par trois mesures :
v Mesure de I’activité mitochondriale renseignant sur la viabilité cellulaire
v" Mesure de I’ADN cellulaire

v" Mesure de la lactase déshydrogénase renseignant sur la mort cellulaire

Le produit testé peut induire des perturbations de la croissance ou de I’activité métabolique de ces

cellules, avec une réponse minimale des cellules : supérieur a 70% par rapport au témoin.

O Appréciation qualitative : Observation de la morphologie des fibroblastes gingivaux
Les cellules étaient observées au microscope inversé aprés 24h d’incubation en contact direct avec

les différents produits mélangés au milieu de culture, a un grossissement x4 et x10.

Les FGH étaient observés au microscope optique inversé a lumiére claire (EVOS XL) avant et apres
I’administration des différents produits a tester ( en incubation a 37° pendant 24h ) , afin d’apporter
une analyse comparative.

Le cadre de lecture visait a détecter des modifications de la morphologie des cellules, et de

leur cohésion, qui pouvait traduire une lyse cellulaire.
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Les modifications de la morphologie cellulaire qui peuvent étre rencontrées [102] :
- Culture cellulaire a 60% de confluence avec preésence de cellules vivantes, allongées en
faisceau—> Absence de cytotoxicité

- Présence de cellules mortes arrondies et lysées avec débris—=>Produit cytotoxique 100%
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Figure n° 46 : Observation microscopique de la morphologie des cellules :
(A) Cellules viables « fleche noire », (B) Cellules mortes « fléche noire »[102]

Figure n° 47 : Observation de la morphologie des cellules fibroblaste gingivaux viables sous
microscope photonique inversé & écran EVOS XL.
Laboratoire BIOS — Université de Reims.

O Appréciation quantitative : Mesure de la viabilité cellulaire
Il s’agit d’un test de quantification colorimétrique de cellules vivantes par évaluation métabolique

servant a mesurer la toxicité d’un produit pharmacologique de cytotoxicité

- Laviabilité de la culture était évaluée grace a l'activité mitochondriale des cellules vivantes,

qui réagit avec un réactif : le WST-1 (Water-Soluble Tetrazoliumsalts), ce test était effectué
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sur des FGH ayant été cultivés dans des milieux : DMEM seul, et complétés avec les différents
gels « CMF, CMF x5, CMF x10, et gel base », pendant 24 heures « Annexe 13 ».

L’activité métabolique des FGH dans leur milieu de culture a servi de contrdle pour le reste des

conditions, et qui représente les 100% de nos cellules.

- A'lamort cellulaire, I'activité des mitochondries disparait et donc, avec elle, la potentialité de
réduction des sels de tétrazolium (Fig n° 48)[67].

- Laquantité de précipité formée apres la réaction chimique pourrait étre proportionnelle
a la quantité de cellules vivantes et a leur activité mitochondriale.

- Cette activité mitochondriale, indicatrice de la viabilité cellulaire, était calculée comme le
rapport d'absorbance entre les cellules traitées et non traitées (Fig n°49) (considérées comme
100% des fibroblastes gingivaux viables) mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre (Fig n°50).

- Les tests ont été réalises deux fois en triplicata.

Déshydrogénases N
mitochondriales Lecture a |f:'l
3 heures longueur d’onde
—_— % 440 nm
O Succinate i
O_<N~N deshydrogénase O_(z H
1
N=N-S N=N_s
CHJ CH3
Sel de tétrazolium Cristaux de Formazan

Figure n° 48 : lllustration de la réaction du test « WST-1 » [28]
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Figure n° 49 : Résultats du test de la cytotoxicité évaluée par « WST-1 » (Mesure de la viabilité
cellulaire) Iconographie personnelle - Laboratoire BIOS -Université de Reims.

Matériels et Méthodes 83



* K ok

* *

* *

* *
* 4 x

Q COFINANGE EAR
LUNION EURGPEFANE :
= EROGRAVME OB.ECTIF 2 FLUDstar Omega

Figure n°50 : Lecteur de microplaque multi-modes FLUOstar Omega , servant a la mesure de ’absorbance
pour les tests du WST-1 et LDH (test de cytotoxicité).
Iconographie personnelle- Laboratoire Bios — Université Reims Champagne Ardenne

O _Appréciation guantitative : Mesure de la quantité d’ADN cellulaire
Le but de cette manipulation était de quantifier le taux d’ADN des cellules présentes apres traitement

des cellules, afin de le corréler avec les résultats de I’activité métabolique cellulaire (WST-1) qui peut

traduire :

* s0it une augmentation du nombre de cellules.
* soit une augmentation de leur activité mitochondriale (les cellules viables peuvent respirer d’une

maniére accélérée, conséquence d’un stress cellulaire causé par un produit toxique)

Pour cela, une mesure de la quantité d’ADN cellulaire dans chacune des conditions de culture,
permet d’obtenir la quantité réelle des cellules dans les puits.
L'ADN des FGH cultivés dans des milieux : DMEM, et additionnés aux différents gels « CMF,
CMF x5, CMF x10 et gel base », était extrait aprés 24 heures de traitement avec le kit MasterPure™
DNA Purification (Epicentre Biotechnologies) conformément au protocole du fabricant « Annexe
13 »..

La quantité d'ADN extrait était évaluée a I’aide d’un spectrophotometre & micro volume (Figure n°
51).
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Figure n°51 : Spectrophotométre a micro volume Thermo Scientific™ NanoDrop 2000C, servant a la mesure
de I’absorbance pour la quantification de I’ADN.

O Appréciation quantitative : Mesure de la Cytotoxicité
- Le test de mesure de la cytotoxicité (la mort cellulaire) évalue la quantification de la libération de

la lactate déshydrogénase (LDH), qui est une enzyme cytoplasmique stable présente dans toutes

les cellules et rapidement libérée dans le milieu (surnageant) de la culture cellulaire apres

endommagement de la membrane plasmique (Fig n°52).

- Le test de détection de la cytotoxicité de la LDH (Réactif : Cytotoxicity Detection Kit Roche®)
était effectué sur des surnageants de culture cellulaire (Fig n°53) prélevés aprés 24 heures de
culture de FGH dans un milieu DMEM seul, et avec les différents types de gels :

«CMF x1, CMF x5, CMF x10 et gel base », selon le protocole du fabricant « Annexe 13 »..
L'augmentation de la quantité de LDH serait directement liée a I'augmentation du nombre de cellules
lysées, La LDH relarguée étant un marqueur de perte de 1’ intégrité membranaire [67].

- La quantité de colorant formée était détectable par spectrophotométrie (Fig n°50) et est
proportionnelle a celle du LDH libérée dans le milieu.

- Les tests étaient effectués en duplicata.
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Figure n° 52 : lllustration schématique de la réaction de « LDH » [67].

Figure n° 53 : Résultats du test de la cytotoxicité évaluée par « LDH » (Mesure de la mortalité cellulaire)
Iconographie personnelle Laboratoire BIOS -Université de Reims.
Iconographie personnelle. Laboratoire BIOS — Université Reims Champagne Ardenne.

Tableau n°XVI : Interprétation des résultats des tests de cytotoxicité.

WST-1 Mesure ADN LDH
Cellules mortes - +/- +
Cellules viables stressés + - -
Cellules vivantes + + -

b. Etude histologique et immunohistochimique des prélevements mugqueux placés au
contact du produit
- L’évaluation de la compatibilité tissulaire du gel étudié était réalisee in vitro sur des

prélévements muqueux, par méthode de colorations histologique et immunohistochimique, en
évaluant les activités cytotoxiques et apoptotiques du produit utiliseé.
- Des échantillons de la muqueuse palatine issue de greffons (épithélium et chorion) étaient
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prélevés en regard de la deuxieme prémolaire et de la premiére molaire, chez deux patients pris
en charge au CHU Robert DEBRE de Reims, ne souffrant d’aucune pathologies locale ou
générale, et ayant donné leur accord par consentement éclairé « cf Annexe 11 »

- Les greffons palatins étaient noyés dans des milieux préparés : DMEM seul, gel base et gel
« CMF » places dans des Eppendorfs (Figure n°54) pendant 24h a 37°C, les échantillons étaient
ensuite fixés au Formol pendant 24h pour étre analyses par deux types de colorations a visée
qualitative, réaliseées séparément sur des coupes de tissus consecutives :

e Coloration HES : qui renseigne sur les caractéristiques cytoplasmiques, nucléaires et
extracellulaires de la matrice.

e Et identification de la Caspase 3 clivée : qui renseigne sur I’apoptose cellulaire (mort

cellulaire naturelle)

> 3 A ..214%
03 Echantillons destinés
pour I’immuno- histochimie

03 Echantillons destinés
pour I’histologie

Figure n° 54 : (A) Découpage du greffon de la muqueuse palatine pour chaque greffon et ( B) mise en
place des échantillons de la muqueuse dans du sérum physiologique, 03 échantillons de chaque greffon
pour les conditions de : Gel CMF, Excipients et Témoin.

Iconographie personnelle- Laboratoire BIOS- Université de Reims.

Matériels et Méthodes 87



U Etude histologique par coloration Hématéine Eosine Safran

Les colorations histologiques ont pour but de mettre en évidence les différents constituants des cellules
(noyau, cytoplasme) et de la matrice extra-cellulaire (collagénes.) La coloration Hématéine Eosine
Safran (HES) est une coloration de routine en histopathologie, trichromatique, connue comme la

coloration de la viabilité cellulaire.

L'hématoxyline-éosine-safran (HES) était réalisée sur les différentes coupes des zones tissulaires « cf
Annexe 14 », et des images étaient prises au moyen d'un scanner iScan Coreo AU® (Roche O Ventana)
employé en anatomie pathologie pour numeériser les échantillons biologiques sur des lames de

verre (Figure n°55).

-La distribution cellulaire (caractéristiques cytoplasmiques et nucléaires) et extracellulaires de la

matrice de I'explant muqueux obtenue aprés coloration HES , est représentée dans le Tableau n° XVII.

Tableau n°® XVII: Les affinités des colorants HES

Colorants pH Constituants cellulaires Couleur

Hématéine Basique Acides nucléigues (noyau) Violet foncé

Eosine Acide Protéines (cytoplasme, matrice Rose
extracellulaire)

Safran - Fibres de collagéne Orange

U Etude immunohistochimique de I’activité apoptotique par identification de la Caspase 3
clivee

L’évaluation de 1’apoptose cellulaire était réalisée par méthode immunohistochimique, qui est une
méthode de localisation des protéines, dans une coupe de 1’explant, par la détection d'antigénes au
moyen d'anticorps spécifiques marqués avec une enzyme , induisant une réaction antigéne- anticorps.
« cf Annexe 14 »
L'apoptose contrairement a la nécrose, est un processus physiologique ou la mort cellulaire est
génétiquement programmeée, dans lequel les cellules activent un mécanisme intrinséque de suicide
conduisant a l'autodestruction, essentiel au renouvellement des tissus. Les protéases qui interviennent
dans ce suicide cellulaire sont les caspases (Aspartate protéase cystéine), la mise en évidence de la
caspase 3 clivée est un marqueur de I'apoptose nucléaire, y compris la chromatine, la condensation et

la fragmentation de I’ADN, par conséquent la fragmentation des cellules.
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La localisation du colorant est cytoplasmique et /ou nucléaire.

Des images étaient recueillies a partie des lames (Figure n°55) a I'aide d'un scanner iScan CoreoAU
(Roche O Ventana).

Tableau n°XVII11 : Caractéristiques différentielles de la nécrose et I’apoptose

Apoptose Nécrose
Processus physiologigue, actif Processus pathologique, passif
Suicide cellulaire Assassinat
Pas d’inflammation Présence d’une inflammation
Affecte les cellules isolement Affecte ’ensemble du tissu
Membrane cellulaire intacte Rupture de la membrane cellulaire
Fragmentation nucléaire Intégrité du noyau
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Figure n° 55 : Préparation des lames d’histologie aprés coloration HES , et d’immunohistochimie
par identification de la Caspase 3 clivé .

Matériels et Méthodes 89



1

Cueillette des plantes

LExtraction des huiles

> In vitro - Antifongique

[ - Anti-Biofilm

)
&
' ¥
2 ACTIVITE S
Diffusion des disques ANTIFONGIOUE >
. Q $ 6 | TOXICITE

3 Méthode de dilutions

Combinaison

[esnane

des HEs Futurs Agents

Antifongiques

Figure n° 56 : Schéma représentatif des différentes étapes de notre phase expérimentale.

2.6  Variables de I’étude et Criteres de jugement
2.6.1 Mesure du critére de jugement principal
- L’efficacité antifongique des huiles essentielles étudi€es était évaluée par la recherche des CMI
et des CMF des huiles essentielles séparément et celles de leur combinaison (cf Chapitre
« Détermination des concentrations minimales inhibitrices CMI et des concentrations minimales

fongicides CMF des huiles essentielles » « Page 63 »)

2.6.2 Mesure des criteres de jugement secondaires
- L’efficacité antifongique et anti — biofilm a Candida albicans du gel buccal préparé a base de la
combinaison des huiles étudiées, etait comparée a celles du Miconazole (cf. Chapitre « Etude
comparative de I’activité antifongique de notre gel préparé avec le Miconazole » « Page 68 »)
- Latoxicité du gel préparé était évaluée par des tests de cytotoxicité ( cf. Chapitre « Etude de la

cytotoxicité du produit testé » « Page 82 »)

2.6.3  Définition des variables
Le questionnaire se déroule en deux phase successives, I’interrogatoire ensuite 1’examen clinique,

afin d’établir un diagnostic précis des stades de la stomatite prothétique.
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L’interrogatoire comprenait les variables de 1’identification du patient, 1’age était exprimé en
annee, et le sexe définit en féminin et masculin, ainsi que des questions portant sur I’hygiéne bucco
prothétique et quelques habitudes quotidiennes.

Pour I’item « Fréquence de I’entretien des prothéses » ayant comme possibilité de réponse
« régulierement » un brossage par jour, « souvent » un brossage par semaine, et « rarement » un
brossage par mois.

Pour I’item « Port prothétique nocturne » la modalité de réponse « parfois » définissait un port

nocturne occasionnel a raison d’une fois par mois.

2.7  Aspects ethiques

Cette étude était présentée a la commission locale de validation des sujets de these et au comité

scientifique de la Faculté de Médecine de Tlemcen, qui ont jugé de I’aspect éthique de 1’étude.

Les sujets étaient informés de fagon compléte et loyale, en des termes compréhensibles des
objectifs de I’¢tude, sa méthodologie, les bénéfices attendus, et de leur droit de refuser de
participer a 1’étude. Les prélévements n’étaient réalisés sur les patients qu’aprés lecture et

approbation d’un consentement éclairé.

2.8 Collecte des données

» Pour I’étude épidémiologique, le moyen de recueillir les données était un questionnaire
d’évaluation et une fiche de diagnostic mycologique.
> Pour I’étude expérimentale :
- Les données de la caractérisation des HEs étaient collectées a partir d’un appareil de
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrophotométrie de masse CPG-SM.
- Les données de 1’absorbance des milieux mélangés avec les HES étaient recueillies grace a
différents spectrophotomeétres lecteurs de plaque (lumiére Ultra-violet — lumiere visible) :
o Spectrophotometre lecteur de plaque a permis de mesurer I’absorbance des inoculums
traités par les huiles essentielles.
o Spectrophotométre lecteur de plaque était utilisé pour mesurer 1’absorbance des milieux
de culture dans les tests de viabilité et de cytotoxicité (WST-1, LDH).
o Spectrophotometre a micro volume, pour mesurer la quantité d’ADN.
- Les données de I’efficacité anti biofilm étaient réunies grace a un dénombrement des

colonies sur géloses par comptage comparatif des colonies microbiennes avant et aprées leur
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décrochage des pastilles en résine.
- Les images cellulaires des fibroblastes gingivaux étaient obtenues grace a un microscope
inversé a ecran.
- Les images histologiques étaient obtenues a partir d’un scanner des lames contenant les
coupes histologiques.
Toutes les expériences ont été répétées trois fois et les données ont été exprimées en moyenne +

écart type (SD).
Liste des autres appareils servant a la collecte des données de I’étude expérimentale :

- Chromatographie en phase gazeuse et spectrophotométrie de masse, qui ont servie a la
caractérisation chimique des huiles essentielles.
- Microscope optique inversé avec écran a permis d’observer la morphologie cytologique des

fibroblastes gingivaux humains

2.9  Traitement des données et Analyses statistiques

*Pour 1’étude épidémiologique, Les données recueillies sont codées et saisies sur I’Excel (Microsoft
office 2016) et ’analyse des données était réalisée sur le logiciel IBM SPSS Statistics version 23 pour
Windows. Les techniques de statistique descriptive: presentation tabulaire et présentation graphique
(moyennes, écart-type )

*Pour 1’étude expérimentale, toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec GraphPad Prism
version 5.00 pour Windows , en utilisant le test non paramétrique de Mann et Whitney, une valeur de
p <0,05 a été acceptée comme statistiquement significative (niveau de rejet de I'hypothése nulle de
moyennes égales). (*p < 0,05;**p < 0,01; ***p < 0,001)[182].

Les résultats quantitatifs étaient décrits par une moyenne utilisée comme indicateur de tendance
centrale, plus ou moins 1’écart type moyen qui est I’indicateur de dispersion associé a la moyenne. Ils
étaient représentes sous forme d’un histogramme, et sous forme de box- plot ou la dispersion des
valeurs mesurées était appréeciée, la barre centrale représentait la valeur médiane, et les extrémités

inférieure et supérieure représentaient les premiers et troisiemes quartiles respectivement.

Une courbe de survivance des levures renseignait sur I’inhibition des levures au contact des huiles
dans le temps, avec un intervalle de confiance.
Pour les variables qualitatives, les frequences observées étaient rapportées avec un intervalle de

confiance.
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2.10 Retombées de I’étude

» Formulation et préparation d’un gel buccal a partir de produits naturels

> Proposition d’un protocole thérapeutique de prise en charge des patients présentant une stomatite

prothétique.
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Etude comparative de Ueffet antifongique entre I’association Carvacrol - Eugénol et le

Miconazole contre la stomatite sous prothétique chez I’édenté total appareillé

CHAPITRE 3 :

Reésultats et Interpretation
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Résultats et Interprétation
Etant donné que notre recherche était scindée en deux études, les résultats se décomposent en :
-Une premiére partie qui permet de décrire notre population et de rapporter les variables étudiées.

-Une seconde partie qui expose les résultats de 1’étude expérimentale.

Etude Epidémiologique

3.1. Résultats de ’Etude Epidémiologique

L'étude a porté sur 78 patients édentés et appareillés présentant des lésions de la muqueuse
buccale induites par la prothése du type stomatite prothétique, sur les 238 patients porteurs de
protheses totales bi maxillaires ayant consulté au sein du service de Prothese Dentaire Clinique B

-CHU Tlemcen durant une période de deux ans et quatre mois de Septembre 2016 a Janvier 2019

(Fig n° 57).

Patients Consultants ( Sep 2016- Jan 2019) n= 995

v

Patients Pris en charge uniquement pour une
Restauration Prothétique Amovible n= 669

n= 219 Individus exclus, n’ayant
pas répondu aux critéres
d’inclusion:

- Edentés partiels n= 205

- Edentés uni maxillaires n= 61

v
Patients Edentés Complets Bi maxillaires n=389

n= 151 Individus exclus
non appareillés

v
Patients appareillés Bi maxillaires n=238

n= 147 Individus exclus
- Sans stomatite prothétique

\ 4
Patient présentant une Stomatite Prothétique n= 91

n=13 Patients exclus:
-Diabétique n=09
-Sous antidépresseurs n=04

Patients reten inclus n=7

Figure n° 57 : Organigramme descriptif de la population incluse dans notre étude.
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3.1.1. Données Sociodémographiques des patients

3.1.1.1.Répartition de la population selon le sexe

Parmi les 78 patients, 68% étaient des femmes et 32% des hommes avec sexratio de 0,47 (Fig. n°58).

Homme
32% (25)

Femme
68%0 ( 53)

Figure n° 58 : Répartition de la population d’étude selon le sexe en pourcentage.
() nombre de sujets. n=78

3.1.1.2. Répartition de la population selon age

L’age des patients variait entre 40 et 76 ans, dont la tranche d’age la plus fréquente est de [50 -60[
(Fig. n° 59), avec une moyenne d’age de 58,41 ans + 9,2 (Tableau n°X1X).

Tableau n°® XIX : La répartition de la population d’étude selon I’age.

n Moyenne  Ecarttype  Minimum Maximum
AGE
(années) 78 58,41 9,2 40 76

45,0

100 38,5%(30)

35,0 33,3% (26)

30,0

25,0

Pourcentage %

200 16,7% (13)
11,5% (9)

15,0

10,0
-
0,0

[40-50[ [50-60[ [60-70[ [70-80[

Tranche d'age ( Années)

Figure n° 59 : Répartition de la population d’étude selon age, n=78, () nombre de sujets.
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3.1.2. Repartition de la population selon le motif de consultation
Seulement 5% des patients ont consulté pour motif de douleurs, les motifs pour la prothese

maxillaire les plus répandus étaient une prothése ancienne 39,7%, instable 28,2% et fracturée (brisée)
27% (Fig. n°60).

39,7% (31)

28,2% (22)

27,0% (21)

Pourcentage %

5,1% (4)

Instable Ancienne Douleur Fracturée

Motif de consultation

Figure n° 60: Répartition de la population selon le motif de consultation , n=78, () nombre de sujets.

3.1.3. Etude de la pathologie de la stomatite prothétique

3.1.3.1. Prevalence de la stomatite prothétique
Dans cette étude, la prévalence de la stomatite prothétique chez 1’édenté total appareillé était de 32,8%

(Fig n°61).

32,8% (78)

67,2% (160) H Patients avec SP

Patients sans SP

Figure n°61: La prévalence de la stomatite prothétique (SP) dans notre étude.
n= cas de stomatite prothétique /échantillon global (nombre de patients appareillés)= 78/238.
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3.1.3.2. Répartition de la population d’étude selon les caractéristiques cliniques de
la stomatite prothétique
Selon la figure, la SP se caractérisait majoritairement par un érythéme 74,4 % ( Fig. n°62).

Erytheme et Douleur [ 10,3% (8)

Erythéme et Saignement | 1,3% (1)

3
é Erytheme et Granulation [ 10,3% (8)
é Granulation [l 2,6% (2)
2
& evreme E 7[(152(;/0
Douleur [ 1,3% (1)
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Pourcentage %

Figure n°62 : Répartition de la population d’étude selon les caractéristiques cliniques de la stomatite
prothétique. n=78, ( )nombre de sujets.

3.1.3.3. Répartition de la population selon le type et le grade de la stomatite

prothétique
Parmi la population étudiée, la fréquence de la SP se répartissait comme suit (Fig n° 63):

-la SP de type Il grade B correspondait a 40%.

-Prés de 40% présentaient une SP de type Il grade B.
- 23,1% souffraient d’une SP type | grade A.

-Et 6% une SP type I11 grade A.

Type Il grade B 6,4% (5)
o Type Il grade A 6,4% (5)
[45]
s Tyeellgace s [ 3o 7% (31
c
£ Type Il grade A 15,4% (12)
2
% Type | grade B 9% (7)
@)

Type 1 grade A 23,1% (18)
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Pourcentage %

Figure n°63 : Répartition de la population selon le type et le grade de la stomatite prothétique.
n=78, ()nombre de sujets
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3.1.4. Etude des facteurs de risque

3.1.4.1.Répartition de la population selon I’ancienneté des prothéses

La majorité des protheses 41% datent de 10 a 20 ans, et 9% ont plus de 30 ans ( Fig n°64).

45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0 \ | 41% (32)
15,0
10,0

50 | | | | | 9% (7)
0,0

Pourcentage %

24% (19) | 25,6% (20)

<10 [10-20[ [20-30[ >30
Ancienneté des prothéses ( Années)

Figure n° 64 : Répartition de la population selon ’ancienneté des prothéses. n=78, () nombre de sujets.

3.1.4.2 Etude de ’hygiéne bucco-prothétique

a. Répartition de la population d’étude selon les méthodes de nettoyage des protheses
Prés de Trente-cing pour cent des patients brossaient leurs prothéses avec 1’eau et du savon ou avec
I’eau et la pate dentifrice, et 9 % seulement les trempaient dans un produit désinfectant (exemple :

eau javélisée) (Fig. n°65).

Trempage dans une solution désinfectante 9% (7)

Brossage avec eau et savon/dentifrice _4,6% (27)
Ringage a I’eau avec brossage _ 29,5% (23)
Ringage a I’eau du robinet seulement _ 26,9% (21)

35 40

Meéthodes de nettoyage des prothéses

o
ol
=
o
[EEN
ol
N
o
N
ol
w
o

Pourcentage %

Figure n°65 : Répartition de la population d’étude selon les méthodes de nettoyage des protheéses, n=78,
() nombre de sujets.
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b. Répartition de la population d’étude selon la fréquence d’entretien des prothéses

Plus de 69 % des patients brossaient leurs protheses tous les jours (Fig. n°66).

80

70,5% (55)

70

60

50

40

30

Pourcentage %

19,2% (15
20 6 (15)

10,3% (8)

Réguliérement Souvent Rarement

10

Fréguence du brossage prothétique

Figure n°66: Répartition de la population d’étude selon la fréquence d’entretien des prothéses,
n=78, () nombre de sujets.

C. Répartition de la population d’étude selon le brossage du palais

Seulement 17% des patients brossaient leur palais, contre 83 % qui ne le pratiquaient pas (Fig. n°67).

Sans brossage du palais

m Avec brossage du palais

83% (65)

Figure n°67 : Répartition de la population d’étude selon le brossage du palais,
n=78, () nombre de sujets.
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3.1.4.3.Répartition de la population selon le port prothétique nocturne

Plus de 60 % des patients gardaient leurs protheses en bouche la nuit (Fig. n°68).

23% (18)
62% ( 49) 15% (11)
Sans port nocturne Port nocturne occasionnel Port nocturne continu

Figure n°68 : Répartition de la population selon le port prothétique nocturne.
n=78, () nombre de sujets.

3.1.4.4 Répartition de la population d’étude selon le type de conservation de la prothése

La majorité des patients 62,8% conservaient leurs prothéses dans un contenant rempli d’eau
seulement, et peu de patients gardaient leurs protheses au sec 14,1 % (Fig n°69).

70
62,8% (49)

60
50
40

30
23,1% (18)

Pourcentage %

20 14,1% (11)

10

A D’air libre au sec Dans un contenant rempli  Dans un contenant rempli
d’eau d’eau + désinfectant

Type de conservation des prothéses

Figure n° 69 : Répartition de la population d’étude selon la conservation de la prothése.
n=78. () nombre de sujets.
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3.1.4.5. Répartition de la population d’étude selon la consommation du tabac

La majorité des sujets masculins étaient non-fumeurs 64% (16 / 25) (Fig n°70).

Non fumeur Fumeur

36% (9)

64% (16)

Figure n°70 : Répartition de la population d’étude selon la consommation du tabac.
n=25,() nombre de sujets.

3.1.4.6. Etude mycologigue

a. Distribution du nombre total de levures retrouvées sur les prothéses maxillaires
Sur les 78 prothéses maxillaires : 59 des prélévements contenaient des filaments mycéliens ou des
pseudo-filaments a 1’examen direct (examen direct et culture positifs) ,12 prélevements présentaient
de faux négatifs a I’examen direct alors que les cultures étaient positives, et 7 prélevements étaient

sans culture fongique (examen direct et culture négatifs) (Tableau n°XX).

Un total de 71 prélevements mycologiques soit 91% montraient une présence de levures sur les

prothéses dentaires contre 9% (7 patients) qui n’en montraient pas (Fig. n°71).

Tableau n°XX : Résultats de I’examen mycologique.

Examen direct
Positif (n) Négatif (n) Total (n) Pourcentage %
Culture
Positive (n) 59 12 71 91%
Négative (n) 0 07 7 9%
Total 59 19 78 100

(n) : nombre d’échantillon
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bsence de levures
9% (7)

Figure n°71 : Distribution du nombre total de levures retrouvées sur les prothéses maxillaires des
patients atteints de stomatite prothétique. n=78, () nombre d’échantillons.

b. Distribution du nombre d’espéces de Candida retrouvées sur les protheses maxillaires
Un total de 70% des protheses maxillaires étaient contaminées par des Candida mono-espéces (une
seule espece), tandis que le reste des prothéses 27% comportaient une association de souches
Candida (pluri-especes) (Fig. n°72).

@ Mono-espéce OPluri-especes

Figure n°72 : Distribution des especes Candida en souches mono-espéce et pluri-espéces isolées des
prothéses maxillaires. n= 71, () nombre d’échantillon.
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C. Répartition de la population d’étude selon le type d’espéce Candida
Sur les 71 des cas de stomatites prothétiques, le Candida albicans représentait 1’agent
responsable le plus fréquent dans 59,1% (n=42) seul, et associé aux autres espéces Candida sp dans
21,1%, suivi du Candida glabrata retrouvé dans 4,2% (n=3) seul, et associé aux autres especes
Candida sp dans 25,3%, et enfin du Candida tropicalis isolé dans 9,9% seul (n=7), et associé aux

autres especes Candida dans 12,6% (Fig n°73).

C.albi + C.glabr + C.tropi [__1 5,6% (4)
C.glabrata + C.tropicalis [ 5,6% (4)

C.albicans + C.tropicalis [ 1,4% (1)

C.albicans + C.glabrata [ 1 14,1% (10)

Candida glabrata [_1 4,2% (3)

Type d'éspéces Candida

Candida tropicalis 1 9,9% (7)

Candida albicans | 1 59,1% (42)

0 10 20 30 40 50 60 70
Pourcentage %

Figure n°73 : Fréquence des espéces de levures isolées des prothéses maxillaires des patients
atteints de stomatite prothétique. n= 71, ( ) nombre d’échantillon

L’association la plus fréquente impliquait deux types d’espéces : le Candida albicans et
Candida glabrata retrouvée dans 52,6% parmi les souches pluri-especes isolées des protheéses,
Candida albicans et Candida tropicalis étaient isolée dans 5,2%, Candida glabrata et Candida
tropicalis étaient identifiée dans 21,1%. Une contamination par une association de trois especes
C.albicans, C.galabrata et C.tropicalis résultait de cette étude a 21,1% (Fig n°74).

Candida albicans est la seule souche isolée chez 42 des 71 personnes (59,1%) atteintes de stomatite
prothétique, Candida glabrata a été trouvé chez 3 (4,2%) . Parmi les trois autres patients, nous avons
isolé C. glabrata et C. tropicalis, C. albicans et C. tropicalis, et enfin C. glabrata, C. albicans et C.

tropicalis..
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C.glabrata + C.tropicalis ~ C.albi + C.glabr + C.tropi

Figure n°74: Fréquence des espéces de Candida seul et associé isolées chez les sujets atteints de
stomatite. n= 71, (n ) nombre d’échantillon.

3.1.4.7.Etude de la relation entre le nombre d’espéces et I’intensité clinique de la stomatite
prothétique

La répartition du type de la stomatite prothétique était fréquente en mono-espéce par rapport au

pluri-espéces et I’étude de I’association est a la limite de la signification (Tableau n°XXI).

Une prédominance des Candida mono-especes était constatée dans les différents types cliniques
de la SP et I’étude de 1’association était a I’approche de la signification p = 0,08 (p < 0,05 était
retenue comme significatif) (Fig n° 75).

Tableau n° XXI: Fréquence d’isolement des espéces de Candida (seuls ou associées) isolées des frottis des
prothéses de sujets atteins de stomatite prothétique.

Intensité clinique de la stomatite prothétique Total p
SP type | SP type Il SP type 111
32,4% 53,5% 14,1% 1009% (71)
(n=23) (n=38) (n=10)

% (n) sujets avec
Candida

- Mono- espéces 18,3% (13)  43,7% (31) 11,2%(8)  73,2% (52) 0,08

- Pluri- espéces  14,1% (10) 9,9% (7) 2,8% (2) 26,8% (19) Sigr']\i']ﬁ’igaﬁf

p : seuil de signification test de khi-deux. Signification < 0,05
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Figure n°75 : Graphique illustrant la relation entre le nombre des espéces de levures identifiées et
I’intensité clinique de la stomatite prothétique selon Newton. Chaque type de la Iésion représente la proportion
de patients chez lesquels les espéces pures ou associées de Candida albicans, Candida glabrata, Candida
tropicalis étaient isolées. p=0,08. n=71. () : nombre .

3.1.4.8.Résultat de I’indication du traitement prothétique

Tous les patients ont regu une nouvelle construction prothétique bimaxillaire (Fig n°76).

Conservation des Reb
prothéses ebasage
0% othetique

Figure n°® 76: Résultat de I’indication du traitement prothétique. n =78. () : nombre .
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Etude Expérimentale

3.2. Résultats de ’Etude Expérimentale

3.2.1. Partie 1 : Résultats de I’activité antifongique des huiles essentielles étudiées

3.2.1.1.Résultats de ’Extraction des huiles essentielles.

Les huiles essentielles recueillies par la méthode d’hydro distillation des parties aériennes du
Thymus fontanesii (Thym) et des boutons floraux de Syzygium aromanticum (Girofle) sont d'apparence
liquide, jaune et transparente respectivement, caractérisées par une forte odeur (Fig n°77).

La teneur en huiles essentielles des deux plantes était suffisante, elle varie de 4,31% + 1,29 pour I'huile
de thym et de 3,68 + 0,72 pour I'huile de girofle (Tableau n°XXII).

Tableau n°XXI1 : Propriétés organoleptiques des huiles essentielles extraites.

Huile essentielle Thymus fontanesii Huile essentielle Syzygium aromanticum
(Parties aériennes) (Boutons floraux)
Aspect Liquide limpide Liquide limpide
Couleur Jaune Transparente
Odeur Aromatique, acre Aromatique, forte
Saveur Trés piquante Piquante
Liposoluble Liposoluble

Solubilité  Soluble dans les solvants organiques usuels Soluble dans les solvants organiques usuels

Rendement 431+1,29 3,68+0,72
Moyen (%)

& 1
$°% e
i 3
.
d
c.o ricH o
: J
c.p.Al

Figure n°77: Huiles essentielle de girofle et de thym. Iconographie personnelle — Laboratoire de Produits
Naturels Faculté de Biologie de Tlemcen.
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3.2.1.2. Résultats de I’analyse chimique des huiles essentielles

a. L'huile essentielle des parties aériennes de Thymus fontanesii
Au total, 27 composés étaient identifiés (Tableau n°XXIIl), représentant 99,6 % de la composition
totale dominée par les monoterpenes oxygeénes (71,0 %). L'huile était caractérisée par une forte teneur
en carvacrol (56,3%) avec d’autres monoterpénes oxygenés en quantités appréciables : thymol (10,7%)
et le linalol (3,1%). La fraction des hydrocarbures monoterpéniques (27,6 %) était principalement
représentée par y-terpinene (11,0 %), p-cymene (10,5 %), myrcéne (1,5 %) et a-pinene (1,5 %). Les
hydrocarbures de sesquiterpene (0,6%) étaient bien représentés par (E)-B-caryophylléne (0,6%) et d-
cadinene (tr). L'oxyde de caryophylléne (0,2 %) était le seul sesquiterpene oxygéné présent en tres

faible quantité.

En conclusion I’huile essentielle de notre espéce de Thym est a chémotype carvacrol.
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Tableau n® XXI11 : Composition chimique d'un échantillon d'huile essentielle des parties

aériennes de Thymus fontanesii (Thym) obtenue par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrophotométrie de masse.

Constituants [ R ©®l RI© %
1. o-Thujéne 921 1022 0,7
2. a-Pinene 929 1020 15
3. Camphene 942 1069 0,1
4. 1-Octen-3-ol 959 1452 0,1
5. 3-Octanone 963 1258 0,1
6. B-Pinéne 969 1114 0,1
7. Myrcéne 979 1164 1,5
8. o-Phellandréne 996 1169 0,1
9. 8-3-Carene 1004 1152 0,1
10. a- Terpinéne 1008 1185 1,3
11. Para-Cymeéne 1011 1276 10,5
12. Limonéne* 1020 1204 0,6
13. 1,8-Cineole* 1020 1214 0,2
14. (E)-p-Ociméne 1035 1253 Tr
15. y- Terpinéne 1048 1250 11,0
16. Hydrate de trans-sabinéne 1052 1466 0,1
17. Terpinoléne 1077 1287 0,1
18. Linalol 1083 1551 3,1
19. Bornéol 1148 1704 0,1
20. Terpinéol-4 1160 1605 0,3
21. a-Terpinéol 1170 1700 0,1
22. Oxyde de méthyle de carvacryle 1224 1608 0,1
23. Thymol 1267 2194 10,7
24. Carvacrol 1279 2224 56,3
25. (E)-B-Caryophylléne 1415 1597 0,6
26. d-cadinene 1512 1757 Tr
27. Oxyde de Caryophylléne 1566 1981 0,2
Monoterpénes oxygénés 71,0
Monoterpénes hydrocarbonés 27,6
Sesquiterpenes oxygénes 0,2
Sesquiterpenes hydrocarbonés 0,6
Autres 0,2

Total (%) 99,6

81 ’ordre d’élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1) a I’exception des
composés dont les noms sont suivis d’un astérisque * (dont les pourcentages sont ceux sur colonne

polaire (BP-20)).

IR et [IRI : indices de rétention sur colonnes apolaire et polaire.

Tr : trace.
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b. L'huile essentielle des boutons floraux de Syzygium aromanticum
Au total, 16 composés étaient identifiés (Tableau n°XX1V), dont deux phénylpropanoides, atteignant
99,8% de la composition globale, et désignant 1’eugénol comme composé majoritaire (60,3 %).
L'acétate d'eugényle (8,6 %) était I'autre phénylpropanoide présent en teneur appréciable. (E)-B-
caryophyllene (26,6%) était le sesquiterpéne oxygéné présent en quantité significative, suivi de a-
humulene (2,3%). L'oxyde de caryophylléne (0,3 %) et le t-muurolol (Tr) étaient les seuls

sesquiterpenes oxygenés présents en tres faible quantité.

Tableau n° XXIV : Composition chimique d’un échantillon d’huile essentielle des boutons floraux de
Syzygium aromanticum.(Girofle) obtenue par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrophotométrie de masse.

Constituants [ RI1 ] RI [ (%)
1. o-Thujéne 1167 1781 0,1
2. a-Pinene 1210 1786 0,6
3. Carvone 1214 1723 0,1
4. a-Terpinéne-7-al 1255 1794 Tr
5. y-Terpinene-7-al 1261 1800 0,3
6. Carvacrol 1275 2223 0,1
7. Eugenol 1330 2177 60,3
8. a-Copaene 1374 1492 0,2
9. (E) -p-Caryophylléne 1417 1600 26,6
10. a-Humuléne 1448 1670 2,3
11. Germacréne D 1473 1708 0,1
12. Acétate d’eugényle 1486 2265 8,6
13. (E)-a-Farneséne 1494 1737 0,1
14. 3-Cadinéne 1512 1751 0,1
15. Oxyde de Caryophylléne 1567 1982 0,3
16. t-Muurolol 1617 2177 Tr
Monoterpénes oxygénés 0,7
Monoterpénes hydrocarbonés 0,5
Sesquiterpenes oxygénés 0,3
Sesquiterpenes hydrocarbonés 29,4
Phénylpropanoides 68,9
Total (%) 99,8

(] > ordre d’¢lution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1).

Bl IR et [ IR: Indices de rétention mesurés respectivement sur colonne apolaire (BP-1) et sur
colonne polaire (BP-20).

Tr: Traces.
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3.2.1.3.Résultats de Pactivité antifongique des huiles essentielles et de leur combinaison.

d. Résultats de la méthode de diffusion sur disques : Méthode de I’aromatogramme
Les huiles essentielles de T. fontanesii et de S.aromanticum étaient actives contre toutes les souches
testées, avec un diamétre moyen de la zone d'inhibition (1Z) de I’huile de thym de 49,08 + 6,8 mm,
de I’huile de S. aromanticum (1Z) de 31,4 £+ 3,04 mm, contre un diametre (1Z) de 20,3 £ 9,7mm pour
le Fluconazole (Fig. n°78).
L’activité antifongique de 1’huile de Thymus fontanesii s’est avérée meilleure que celle de I’huile du

girofle, qui était plus active que celle du Fluconazole (témoin positif).
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Comparaison p value Signification

Girofle versus Fluconazole p< 0,0001 Tres significatif
Girofle versus Thym p< 0,0001 Tres significatif
Thym versus Fluconazole p< 0,0001 Tres significatif

Figure n° 78 : Comparaison des diamétres de la zone d’inhibition (1Z) de chacune des huiles de Girofle et
de Thym avec le Fluconazole, obtenues par méthode de diffusion sur disque ( n=06) .

b. Résultats des concentrations minimales inhibitrices et fongicides par la méthode de micro

dilution sur milieu liquide

La comparaison de 1’absorbance des milieux fongiques additionnés aux différentes
concentrations de I’HE de Thym avec celle du milieu témoin (concentration = 0 pL/mL ), a montré
une diminution progressive de la croissance fongique au fur et a mesure que la concentration du thym
augmentait avec une différence statistiquement significative (Fig n°79 A). Ceci a était confirmé par

I’étude du pourcentage de la croissance fongique comparé a I’inoculum (Fig n°79 B), déterminant une
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inhibition microbienne dans les puits, visible a I’ceil nu, par une CMI a la dose 0,125uL/mL avec un
résultat trés significatif (cf.Tableau n°XXV)

L’augmentation de la concentration de I'HE de Thym a 0,25 puL/mL aboutissait & une mort totale des
cellules fongiques puisque la gélose ne montrait aucune colonie a cette dose avec une nette
difference significative, ce qui nous permet de la fixer comme Concentration Minimale Fongicide
CMF = 0,25 pL/mL (Fig. n°79).

L'échantillon témoin contenant du DMSO n'a montré aucun effet d'inhibition sur les espéces de
Candida a la concentration utilisée.

La Figure n°80 montre I’effet des différentes concentrations de I’huile de Girofle de 0 a
1uL/mL sur la croissance des levures dans les puits d’une plaque 96 puits en polystyréne. La turbidité
du milieu de culture était contrdlée, dans tous les puits, représentant une absorbance a 530 nm de 0,12
a 0,15, n =7 en expériences indépendantes. Les données de chacune de ces expériences indépendantes
¢taient normalisées par rapport a la moyenne des controles positifs de I’expérience, permettant ainsi a
la fois d’estimer la variabilité des résultats au sein de chaque condition par rapport au contrdle et
d’éviter le biais de la variabilité entre les expériences.

La réduction de la croissance fongique représentée par 1’absorbance des milieux additionnés a ’HE
de Girofle était aussi dépendante des concentrations, ou elle était significative pour la premiére
concentration employée 0,125 pL/mL ; une inhibition visible dans les puits était notée a la dose de
0,5 uL/mL = CMl, pour atteindre une létalité totale des levures a la concentration 1luL/mL= CMF

avec un résultat statistiquement trés significatif (Fig. n°80) (( cf.Tableau n°XXVI).

Le taux de I’absorbance des puits avait régressé d’une maniere tres significative a partir de la
concentration des HEs combinées de Girofle /Thym de 0,25 /0,063 pL/mL pour laquelle la CMI était
attribuée, jusqu’a absence totale de toute survie des levures a la dose CMF= 0,5 /0,125uL/mL (Fig.
n°81) (Tableau n°XXVII).

Ces résultats montrent de maniére concluante le potentiel antifongique des huiles de Thym et de
Girofle et de leur combinaison, puisqu’elles sont efficaces selon une relation dose-dépendante :au fur
et a mesure que la concentration des HEs dans les puits augmente, le nombre de colonies se trouve
progressivement diminue jusqu’a atteindre la concentration maximale entrainant leur élimination
totale (cf. Tableau n°XXVIII).
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Cela s’explique par leur caractére fongicide des huiles essentielles de Thym et de Girofle contre le
Candida albicans, qui a été retrouvé par 1’équation qui définit 1’effet microbicide d’un produit testé.
(Effet fongicide < 4)

CMF 0,250 i CMF 0,5
Thym: — =——=2 Girofle: ——=—=0,5
CMI 0,125 CMI 1

Le calcul de I’Indice de la Concentration Inhibitrice Fractionnaire FICI (Fractional inhibitory
concentration index ) permet d’évaluer 1’effet antifongique combinatoire des deux HEs, et représente
la somme des Concentrations Inhibitrices Fractionnaires (FIC : Fractional Inhibitory Concentration)

des deux huiles, et est comme suit :

CMI combinaison _ 0,063 _

- 1°® huile essentielle “Thym” : FIC tym =

CMI seule B 0,125 B
) ) ) ) CMI combinaison _ 0,25 _
- 2°™huile essentielle “Girofle” ;FIC girofle = = =05
CMI seule 0,5

FICI = FIC wrene +FIC 2¢mere =1 > 1>FICI> 0,5 - Combinaison Additive

L’effet antifongique additif de ces deux huiles contre le C.albicans a été obtenu avec un volume
de Thym et un demi volume de Girofle.

Les résultats montrent un pouvoir antifongique de la combinaison des huiles, en plus de leur
action antifongique individuelle, leur association offre une action antifongique supérieure, ou les
concentrations de la combinaison des HEs se trouvent réduite d’un pallier.

La CMI du mélange était obtenu a une concentration inférieure d’un pallier des CMI additionnées de
d’un volume de 0,625 pL, avec une valeur 0,5 pL/mL d'HE de girofle et de 0,125 pL/mL d'HE de
thym.
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Absorbance (a.u) mesurée par
spectrophotométrie alalongueur

Figure n°79(A): Effet du Thymus fontanesii sur la croissance des Candida albicans cliniques et
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référencées, évalué par turbidimétrie sur un spectrophotomeétre dans des microplaques de 96 puits. Médiane
et valeurs extrémes, n=7, expériences dupliquées 2 fois.
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Figure n°79 (B): Effet du Thymus fontanesii.sur la croissance des Candida albicans cliniques et
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Concentrations de I'HE de Thym pL/mL

référencées, évaluée par turbidimétrie. La ligne en pointillés indique la valeur de contr6le normalisée 100%

Moyenne + écart type, n= 7, expériences dupliquées 2 fois.

Tableau n°XXV : Comparaison du p value de ’effet du thym sur la croissance les Candida albicans

Comparaison P value Signification Comparaison P value  Signification

0 versus 0,0018 Trés significatif | 0,0312 versus <0,0001 Tres significatif
0,0312 0,125

0 versus 0,0030 Trés significatif | 0,0312 versus <0,0001 Tres significatif
0,063 0,250

0 versus <0,0001  Tres significatif | 0,063 versus 0,125 < 0,0001  Treés significatif
0,125

0 versus <0,0001  Tres significatif | 0,063 versus 0,250 < 0,0001  Trés significatif
0,250

0,0312 versus  0,4341 Non significatif | 0,125 versus 0,250  0,8063 Non significatif
0,063
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Figure n°80 (A): Croissance des levures évaluée aprées 24h de culture, par turbidimétrie dans un bouillon
de Sabouraud ensemencé par Candida albicans cliniques et référencées, dans différentes concentrations de
Syzygium aromanticum, n=7, ( volume total par puit: 300uL) , expériences dupliquées 2 fois.
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Figure n°80 (B): Effet du Syzygium aromanticum sur la croissance des Candida albicans cliniques et
référencees, évaluée par turbidimétrie sur un spectrophotometre dans des microplaques de 96 puits. La ligne
en pointillés indique la valeur de contrdle normalisée 100% . Moyenne + écart type, n= 7, expériences
dupliguées 2 fois.

Tableau n°XXVI : Comparaison du p value de I’effet du girofle sur la croissance les Candida albicans

Comparaison p value Signification Comparaison p value Signification

0 versus 0,125  0,0018 Significatif 0,125 versus 0,5 <0,0001  Tres significatif
0 versus 0,250 0,003 Significatif 0,125 versus 1 <0,0001  Tressignificatif
0 versus 0,5 <0,0001  Tréssignificatif | 0,250 versus 0,5 <0,0001  Trés significatif
0 versus 1 <0,0001  Tréssignificatif | 0,250 versus 1 <0,0001  Tressignificatif
0,125 versus 0,4341 Non significatif | 0,5 versus 1 0,8063 Non significatif
0,250
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Figure n° 81 (A) : Croissance des levures évaluée aprés 24h de culture, par turbidimétrie dans un
bouillon de Sabouraud ensemencé par Candida albicans cliniques et référencées, dans différentes
concentrations du mélange des huiles de Girofle et de Thym, n=7, expériences dupliquées 2 fois.
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Figure n°81 (B) : Effet de la combinaison de Syzygium aromanticum et de Thymus fontanesii.sur la
croissance des Candida albicans cliniques et référencées, évaluée par turbidimétrie. La ligne en pointillés
indique la valeur de contrdle normalisée 100%. Moyenne + écart type, n= 7, expériences dupliquées 2 fois.

Tableau n°XXVII : Comparaison du p value de I’effet du mélange thym et girofle sur la croissance les
Candida albicans

Comparaison p Signification Comparaison p value Signification
value

0 versus 0,7107 Non significatif 0,125/0,312 < 0,0001 Trés significatif

0,125/0.312 versus 0,5/0,125

0 versus < Tres significatif 0,125/0,312 < 0,0001 Tres significatif

0,250/0,063  0,0001 versus 1/0,25

0 versus < Trés significatif 0,250/0,063 0,0011 Tres significatif

0,5/0,125 0,0001 versus 0.5/0,125

0 versus < Tres significatif 0,250/0.063 0,0003 Tres significatif

1/0,25 0,0001 versus 1/0,25

0,125/0,312 < Non significatif 0,5/0,125 0,1111 Non significatif

VErsus 0,0001 versus 1/0,25

0,25/0,063
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Tableau n°XXVII1: Tableau récapitulatif des résultats des CMI et des CMF des huiles essentielles
étudiées et de leur combinaison (uL/mL)

HE Thym HE Girofle HEs Thym / Girofle
CMI CMF CMI CMF CMI CMF
0,125 0,250 0,5 1 0,063 /0,25 0,125 /0,5

c. Résultats de la concentration semi- inhibitrice
L’efficacité antifongique des HEs est dépendante de leur dose, le pourcentage de la croissance

fongique était réduit de moiti¢ en présence de I’HE de Girofle, de I’'HE de thym, et de leur
combinaison, respectivement & la concentration semi maximale CMIso= ICso = 0,3422L/mL,
0,0657uL/mL, et 0,0354uL/mL. Les lignes en pointillées horizontales correspondent a 50% de la
croissance fongique (Figure n°82).

Nous concluons encore une fois, suite a ce qui a été affirmé précédemment « Page 110 », que le

pouvoir fongiotoxique contre C.albicans de I’huile de Thym est plus important que celui de I’huile

de Girofle, et que I’effet combinatoire des deux huiles est confirmé par une concentration plus faible

inhibant 50% de la croissance fongique.
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Figure n° 82 (A): Courbe de croissance des Candida albicans, cliniques et référencées, en
fonction des concentrations de 1’huile de Girofle, normalisé a la valeur de controle 100%, n=7.
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Figure n°82 (C) : Taux de survie des Candida albicans, cliniques et référencées, aprés 24h
d’incubation dans différentes concentrations des huiles de Girofle et de Thym mélangées, normalisé
a la valeur de controle 100%, n=7, intervalle de confiance 95%.
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3.2.2. Partie 2 : Résultats de I’efficacité et de la cytotoxicité du gel buccal préparé

3.2.2.1.Controéle et analyse du produit fini « gel buccal »

Le produit fini dispose des caractéristiques d’un gel a application buccal (Tableau n°XXIX),
puisqu’il ne dispose pas d’un fluage trés important, et qu’il adhére bien a la spatule (Figure n°83).

Tableau n°® XXIX: Caractéristiques macroscopiques du gel buccal

Aspect Homogeéne, lisse, sans grumeaux
Consistance Assez épaisse, facile a étaler
Couleur Blanche opaque
Odeur Typique du Thym, agréable
Particularité Adhérant
", Notre Gel Miconazole o
Notre Gel Miconazole - =
8

- v-‘v?‘—w'- "1

Figure n°83 : Comparaison de I’aspect du gel buccal préparé avec celui du Miconazole (novageneric®)

3.2.2.2. Résultats de Pefficacité du gel buccal préparé

a. Résultats de la comparaison de Uactivité antifongique du gel buccal versus Miconazole
On observe une importante croissance des colonies fongiques non dénombrable dans le puit
témoin et celui du gel base (excipient), et une inhibition totale (00 colonies) dans les puits contenants
le gel CMF et le Miconazole (les iconographies sont représentees dans le Tableau n°XXX).
On peut conclure que le gel CMF et le Miconazole sont actifs in vitro contre le développement

du Candida albicans.
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Tableau n® XXX: Taux de survie du Candida albicans ATCC 26790 aprées 24h d’incubation dans
les conditions étudiées (de gauche a droite : témoin, gel base , gel CMF, Miconazole ).

Condition témoin (-) Excipient/Gel Base (GB) Gel CMFx 10 et dilué Miconazole

Souche clinique (101)

Souche de référence (107)

b. Résultats de la comparaison de D’action anti-biofilm a Candida du gel buccal versus
Miconazole
Avant la sonication, a TO le nombre des levures planctoniques (libres) retrouvé dans le milieu

de la pastille témoin était semblable a celui retrouvé dans le milieu traité par le gel base GB (p=0,88).
La méme constatation a été faite pour les levures planctoniques retrouvées dans la pastille traitée par
le gel CMF et celle traitée par le Miconazole (p=0,07). Par contre, on note une différence significative
entre les levures en suspension dans la condition du gel base et celle du gel CMF (p=0,01), cette
signification était valable aussi pour le gel base versus Miconazole (p=0,0001) (Figure n°84)
(cf. Tableau n°XXXI).
Apreés la sonication, a T5, on note que le nombre des levures totales (planctonique et sessiles) traitées
par le gel CMF comparé a celles traitées par le Miconazole était non significatif (p=0,12), alors qu’une
différence statiquement significative était relevée pour les levures traitées par gel base vs gel CMF et
gel base versus Miconazole. (p=0,0001)
Il y a bien eu une formation d’un biofilm a Candida albicans, qui était rapporté par un nombre
significatif des cellules adhérentes a la pastille témoin entre TO et T5.
Le nombre des levures adhérées sur la pastille traitée par le gel base GB entre TO et T5 était a
I’approche de la signification (p= 0,07).
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Aucune signification n’est rapportée pour les cellules adhérentes pour les pastilles traitées par le gel
CMF et Miconazole entre TO et T5 (p=0,2).

Conclusion : Le Miconazole et le gel CMF assure une action anti- biofilm et sont donc efficace contre
un biofilm & Candida albicans déja formé (Figure n°85 A).

Un pourcentage moyen de 80% de I’adhésion des cellules fongiques est rapporté pour la pastille
traitée par I’excipient (GB) , contre un pourcentage moyen ne dépassant pas 1% des cellules adhérées
a la pastilles traitée par le gel CMF (p=0,0001) et ne dépassant pas 3% pour la pastilles traitée par le
Miconazole (p= 0,0001).

En méme temps, on note une différence de pourcentage de 1’adhésion fongique aux pastilles traitées

par le gel CMF et le Miconazole a I’approche de la signification (p=0,07) (Figure n°85B).

- On conclue que les cellules du Candida ont adhérées a la pastille traitée par le gel base et pas
aux pastilles traitées par le gel CMF et le Miconazole.

- On peut en termes de comparaison entre les gels CMF et Miconazole, que leur efficacité anti
biofilm est semblable. Cela signifie que le Miconazole et le gel CMF posséde la méme
efficacité anti fongique.

L’évaluation mycologique a été effectuée en comptant le nombre de colonies de levures.
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Figure n°84 : Comparaison du nombre des levures (UFC/mL) planctoniques (libres) avec celui des levures
totales (libres + adhérées) dans les différents milieux des pastilles acryliques traitées et non traitées.

Moyenne et écart type. Signification p <0,05. n="7

Tableau n°XXXI : Comparaison du p value du résultat du nombre de levures planctonigue et totales.

Comparaison p value Signification
Gel CMF TO0 versus Miconazole TO 0,0844 Non significatif
Gel CMF TO versus Excipient TO <0,0001  Treéssignificatif
Gel CMF TO versus Témoin TO <0,0001  Tres significatif
Miconazole TO versus Excipient TO <0,0001  Treéssignificatif
Miconazole TO versus Témoin TO <0,0001  Tressignificatif
Excipient TO versus Témoin TO 0,8822 Non significatif
Gel CMF T5 versus Miconazole T5 0,1261 Non significatif
Gel CMF T5 versus Excipient T5 <0,0001  Treéssignificatif
Gel CMF T5 versus Témoin T5 <0,0001  Tres significatif
Miconazole T5 versus Excipient T5 <0,0001  Tres significatif
Miconazole T5 versus Témoin T5 <0,0001  Tres significatif
Excipient T5 versus Témoin T5 0,9157 Non significatif
Gel CMF T0 versus Gel CMF T5 0,2128 Non significatif
Miconazole TO versus Miconazole T5  0,2230 Non significatif
Excipient TO versus Excipent T5 0,0783 Non significatif
Témoin TO versus Témoin T5 0,0008 Treés significatif
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Figure n°85 (A) : Comparaison du pourcentage des levures ayant adhérées aux pastilles en résine
traitées par gel « CMF » et par gel Miconazole. Médiane et valeurs extrémes. Signification p <0,05.

1
Miconazole

n=7.
[}

5 E = 00795
7] \
g,

=
e
n 83'
3 £
grm 24
T w
c O
n 2
R I
52
S E
D O
= O
B 0] T
° CMF
X

Types de gels testés

Figure n° 85 (B): Comparaison du pourcentage des levures adhérées aux pastilles en résine
traitées par gel « CMF » et par gel Miconazole. Moyenne et écart type. Signification < 0,05. n=7.
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3.2.2.3.Résultats de I’étude de la cytotoxicité

a. Résultats de ’appréciation qualitative de la cytotoxicité
La comparaison de 1’observation des FGH au microscope a écran avant et apres traitement par les
difféerents gels, mettait en évidence :

e Une intégrité de la membrane cytoplasmique des cellules.

e Une cohesion inter cellulaire (présence de nombreux contacts entre cellules)

e Une disposition architecturale homogeéne.

e Une adhérence des cellules au polystyréene : grace a leur forme allongée,

e Pas de cellules décollées, libres, rondes, flottantes.

e L ’état de confluence : est de ’ordre de 80 % a 90%, une confluence aboutissant a un tapis

cellulaire.

L’aspect morphologique des FGH traitées par les différents gels était semblable a celui des FGH
témoins avec absence de signes révélateurs d’une toxicité des produits gels sur les capacités
d’adhésion des FGH et sans effet de modification sur la confluence (densité).
On conclue que les FGH placés au contact des différents gels sont viables et qu’ils n’ont subi aucune

modification morphologique comparés aux FGH témoins (Tableau n°XXXIl).
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Tableau n°® XXXII: Etude de la viabilité des cellules fibroblastes gingivaux humains (FGH) de la
muqueuse orale traitées et non traitées par les différends gels. Microscopie optique. Grossissement x 10
(échelle 400um). Iconographie personnelle. Laboratoire BIOS, Université de Reims.

Avant traitement Aprés traitement de 24h

Conditions

FGH Témoins

Gel base

Gel CMF (x1)

Gel CMF x5

Gel CMF x10
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b. Résultats de I’appréciation quantitative de la cytotoxicité

O Résultats de [’étude de la viabilité cellulaire

Le pourcentage des FGH actives métaboliquement traitées par les différents produits affiche un taux

de survivance au-dessus de 70% (norme 1SO), témoignant que ces gels maintiennent les cellules

viables quel que soit la concentration testée. (Fig n°86)
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Gel CMF x5 versus Excipient 0,0004
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Tres significatif
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Figure n°86 (A) : Résultats de I’activité métabolique de la culture des fibroblastes gingivaux humains
FGH, en précisant la médiane et les valeurs extrémes pour chaque type de gel. Intervalle de confiance 95%

Signification p < 0,05. n=6.
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Figure n°86(B) : Résultats de I’activité métabolique de la culture des fibroblastes gingivaux humains
FGH, en précisant la moyenne et 1’écart type pour chaque gel testé. Intervalle de confiance 95%.

Signification p < 0,05. n=6.
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U Résultats de la quantification de I’ADN cellulaire

La quantité d’ADN des FGH traitées par les différents gels était suffisamment élevée, elle est
de I’ordre de 96% pour le gel CMF, 94,1% pour le Gel CMF x5, 91,4 % pour le gel CMF x10, et de
85,5% pour le gel base (excipient) (Fig n° 87)

Nous concluons que la forte teneur en ADN des cellules FGH est en corrélation avec les résultats
obtenues avec le test de viabilité WST-1, et donc les cellules sont viables et métaboliquement actives

en présence des différents gels.
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Figure n°87 (A) : Résultats de la quantification d’ADN dans les cultures des fibroblastes gingivaux
humains en présence des différents types de gels, normalisée a la condition de contrdle, en affichant la
médiane et les valeurs extrémes, Signification p < 0,05 . Intervalle de confiance 95%. n=6
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Figure n°87 (B) : Résultats de la quantification d’ADN dans les cultures des fibroblastes gingivaux
humains en présence des différents types de gels, normalisé a la condition de contrble, en précisant la
moyenne ainsi que I’écart type, Signification p < 0,05. Intervalle de confiance 95%. n=6

Résultats et Interprétation 127



Q Résultats de l’étude de la mortalité cellulaire

Le taux de la LDH dans le surnagent de la culture des FGH traités et non traités exprimé par
I’absorbance, ne montre aucune différence significative avec le témoin (TCPS).
Ces résultats révelent, au cours de 24h, une absence d’une activité LDH au sein de toutes nos

conditions (Fig n°88).
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Figure n°88 (A) : Etude de la toxicité des différentes gels étudiés sur les cellules fibroblastes
gingivaux humains . Résultats I’activité lactate déshydrogénase (LDH) dans les surnageants de
culture des FGH en présence des différentes conditions, médiane et valeurs extrémes.
Signification p <0,05 . Intervalle de confiance 95% , n=6.
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Figure n°88 (B) : Etude de la toxicité des différentes gels étudiés sur les cellules fibroblastes
gingivaux humains . Résultats I’activité lactate déshydrogénase (LDH) dans les surnageants de
culture des FGH en présence des différentes conditions, médiane et valeurs extrémes. Signification
p <0,05. Intervalle de confiance 95% , n=6. TCPS : polystyrene des microplaques (condition de témoin)
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3.2.2.4.Résultats de I’étude histologique des greffons palatins placés au contact du produit

La coupe histologique du greffon palatin coloré par la méthode HES indique (Figure n° 89) :

- un épithélium intégre avec une couche de fine de kératine, un corps malpighien sub normal avec
des noyaux réguliers (violet foncé), la membrane basale est disposée d’une maniére homogene, le

cytoplasme est en rose.
- un chorion homogeéne fibro-adipeux tres riche en collagéne (orange)

On note 1’absence d’une souffrance cellulaire, de signes révélateurs de déformations, de
fragmentations cellulaires, ou d’inflammation (absence des lymphocytes) et pas de nécrose ou de
lyse cellulaire, par conclusion les produits Gel CMF et Excipient n’ont aucun retentissement sur

I’aspect histologique de 1’épithélium et du conjonctif.

Figure n° 89 : Coupe histologique de la muqueuse palatine traitée par Gel CMF et Excipient ,et non
traitée (Témoin), aprés 24h de culture, et colorée par HES (grossissement x20), 1: Fine kératose, 2:couche
granuleuse, 3: corps muqueux de Malpighi, 4:Créte épithéliale, 5:Papille conjonctive, 6 :Membrane
basale, 7:Chorion. (La barre d’échelle indique 40um) Iconographie personnelle. Laboratoire BIOS.
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3.2.2.5.Résultats de I’étude immunohistochimique des greffons palatins placés au contact du

produit
La coloration Caspase 3 clivée corrobore avec ce qui a été énoncé précédemment : 1’épithélium

comprend plusieurs couches cellulaires ce qui renseigne sur une protection efficace, les cellules
conjonctives se presentent sous leur état normal, la distribution cellulaire est homogéne, le noyau est

coloré en bleu foncé et le cytoplasme en bleu clair (Figure n°90).

On note la présence de quelques cellules apoptotiques ou la cellule est colorée en violet (fleche
jaune) qui représentent des cellules programmées physiologiquement pour mourir en silence, afin de
maintenir un équilibre cellulaire dans les tissus (suicide cellulaire). On conclue encore une fois que

les produits Gel CMF et Excipient n’engendrent aucune perturbation histologique et par conséquent

ils ne sont pas cytotoxiques.
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Figure n° 90 : Coupe histologique d’une coloration immunohistochimique par clivage de la caspase 3
clivée (grossissement x20) montre peu de cellules apoptotiques (fleche jaune) en condition de Gel CMF,
d’Excipient et de Témoin. (La barre d’échelle indique 40um)

Iconographie personnelle. Laboratoire BIOS.
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Etude comparative de Ueffet antifongique entre I’association Carvacrol - Eugénol et le

Miconazole contre la stomatite sous prothétique chez I’édenté total appareillé

CHAPITRE 4

Discussion
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Discussion

Le développement de la stomatite prothétique aprés I’insertion des protheses, sa récidive aprés
traitement et la résistance des levures aux antifongiques, sont des éléments qui ont inspiré notre étude,
annexée a la valorisation des plantes aromatiques, plus précisément la plante endémique a 1’ Algérie

« Thym », afin de pouvoir développer un produit de phytothérapie efficace.

Nous pensons que notre étude a pu se rapprocher de ses principaux objectifs fixés au départ,
qui étaient de comparer 1’activité antifongique des huiles essentielles de thym et de girofle avec celle
du Miconazole dans le traitement des stomatites prothétiques et d’étudier leur cytotoxicité, ainsi que
I’estimation de la prévalence et de la sévérité de ces 1ésions chez 1’édenté total appareillé a Tlemcen,

afin de les comparer aisément avec les données épidémiologiques des autres pays.
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Etude Epidéemiologique

4.1. Discussion sur ’Etude Epidémiologique

Notre étude épidémiologique visait & déterminer la prévalence et les facteurs de risque de la stomatite
prothétique a Tlemcen, grace a des données cliniques permettant de poser le diagnostic de la stomatite
et d’évaluer sa sévérité, et a l'utilisation d'un questionnaire simple et valide qui comptait cinq questions
concernant les habitudes de 1I’hygiéne bucco-prothétique, et d’autres portant sur les antécédents
prothétiques (type et ancienneté de la prothese dentaire).

La population cible était composée de patients sélectionnés a partir de la consultation générale, le
recrutement a eu lieu selon des critéres diagnostiques conformément aux études précédentes. Cette
¢tude sur la stomatite prothétique a rapporté une prévalence de 32 %, 1’échantillon des patients
comprenait 78 individus, dont 25 hommes et 53 femmes « sexratio 0,47 » et avec un age moyen plutét
jeune de 58+41 ans, puisque la majorité de nos patients privilégient les extractions dentaires au
détriment des soins conservateurs, et seulement quatre d’entre eux consultaient pour des douleurs due

a la lésion.

Le questionnaire présentait un avantage certain par sa simplicité. Les informations relatives aux
méthodes d’hygiénes bucco-prothétiques étaient présentées aux personnes agées et les questions
étaient demandées progressivement dans un ordre chronologique bien précis facilitant les réponses aux
patients. Cependant, il convient d’insister sur le fait que ce questionnaire présente des limites, qui sont
communes a tous les questionnaires, comme la difficulté de compréhension de certains termes par les

sujets agés parfois illettrés, qui avaient nécessité une explication au préalable.

Parmi les objectifs de notre travail, I’identification du type de levures impliquées dans la SP :I’intrados
prothétique était écouvillonné sur trois zones palatines différentes par un tour complet de 1’écouvillon
sur lui-méme (zone antérieure, moyenne et postérieure). Le prélevement était réalisé sur une prothése

maxillaire des sa désinsertion de la bouche.

A TI’issue de I’identification mycologique, I’ensemble des patients ont re¢u un traitement antifongique

locale « le Miconazole».
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4.1.1. Discussion des données socio demographiques : sexe, age.

Nos résultats s’accordent avec un grand nombre d’études concernant le sexe (sexratio 0,47) ;
en effet les femmes paraissent étre les plus touchées par la SP [9, 86, 92, 93, 95, 103, 131, 132, 172,
180, 201, 226], en raison des perturbations hormonales, et soucieuses de leur état buccal et de leur
esthétique, elles privilégient le port continu et consultent plus souvent que les hommes,. Tandis que
d’autres enquétes ne montrent aucune différence de prévalence entre les sexes [11, 12, 20, 41, 152,
161, 228].

L’age des patients s’étendait de 40 a 76 ans avec un age moyen de 58,41 ans £ 9,2, la tranche
d’age de [50 -60[ était la plus touchée par la SP, on peut prétendre que 1’dge est en faveur d’une
installation de la SP, ce qui rejoint I’avis de plusieurs auteurs [71, 82, 103, 131, 204]. A l’inverse,
d’autres ne remarquent aucune relation entre 1’age et la SP [12, 20, 161, 202].

Il est vrai qu’avec 1’age, la réduction de ’autonomie et de la dextérité manuelle conduisent & une
hygiéne bucco-prothétique de plus en plus difficile, qui est souvent méconnue par les patients, en outre,
le sujet agé étant immunodéprimeé (perméabilité de la muqueuse orale), la formation de la plaque

prothétique est inéluctable, engendrant le développement et le maintien de la stomatite prothétique.

Les praticiens devraient porter une attention particuliére a I'AGE lorsqu'ils prennent en charge des

patients nécessitant des prothéses dentaires completes a confectionner.

4.1.2. Discussion sur le motif de consultation

Les patients qui ont consulté notre service se plaignaient de 1’état de leurs prothéses maxillaires soit
parce qu’elles étaient anciennes (39,7%) soit parce qu’elles étaient non fonctionnelles (instabilité
(28,2%) et fracture (27 %)). Rare étaient les patients qui ont rapportaient une douleur au palais (5,1%).
Barbeau et al. [20] constataient que les motifs de consultation de leurs patients étaient : inconfort
(45%), ancienneté de la prothese dentaire (26%), instabilité (13%), et fractures (9%). Navabi et al
[161] avaient suggéré que I’instabilité figurait parmi les facteurs locaux favorisant le développement
des stomatites prothétiques, puisqu’ils rapportaient que plus du tiers de leurs patients se plaignaient de
prothéses mal ajustées.

Peu de patients dénongaient une sensation de brdlure, de saignements des muqueuses, de mauvaise
odeur ou d’altération des sensations gustatives[103, 155].

La découverte de la stomatite prothétique pour I’ensemble de notre population était fortuite lors d’un

examen clinique routinier, sans que le patient n’ait conscience de 1’état de sa muqueuse palatine.

Discussion 134



C’est exactement ce qu’avait remarqué la majorité des auteurs, que la stomatite prothétique est une
Iésion chronique non douloureuse [76, 95, 205]. Par conséquent, la stomatite prothétique risque
d’évoluer en silence et engendrer des pathologie plus sévéres telles qu'une mycose du tractus gastro
intestinale par propagation de I’infection vers la gorge et I'estomac, ou une fongémie (infection
systémique par propagation fongique dans le flux sanguin) chez les sujets diabétique ou

immunodéprimés [168], ce qui fait d’elle une 1ésion dangereuse.

4.1.3. Discussion sur la pathologie de la stomatite prothétique
4.1.3.1. Discussion de la prévalence de la stomatite prothétique et de son type et

grade
La Stomatite prothétique est I'une des lésions les plus courantes chez les patients édentés appareillés

[119] ,sa prévalence differe selon les études et cette variabilité est probablement due a plusieurs
facteurs : 1’age, le sexe, des facteurs locaux comme les mesures d’hygiéne, le port continu, et 1’état de
santé de la population concernée. Plus fréquente chez les porteurs de prothéses completes [41, 171]

avec une prévalence de 88,4% contre 11,6% chez les porteurs de prothéses partielles [161].

Enormément de chercheurs, dans le monde, se sont intéressés a la prévalence de la stomatite
prothétique durant ces derniéres décennies, en revanche ,peu d’études rapportent cette prévalence dans
notre pays [25, 171].

La plupart des auteurs n’ont pas précisé I’existence ou pas d’une affection d’ordre générale ainsi que
de leurs patients (cardiopathie, hypertension, diabéte, pathologies psychiatriques) ; Rappelons-le, dans
notre étude, nous avons inclus uniquement des patients sains sur le plan général ; Par ailleurs, la
subjectivité de la classification de Newton peut aussi expliquer, en partie, la variabilité entre les

différentes enquétes, malgré cela nous tenterons de discuter et de comparer nos résultats.

La prévalence de la stomatite prothétique varie de 10 a 75% des porteurs de prothéeses [78, 119, 139].
Selon d’autres auteurs, au moins un tiers de la population appareillée est touchée par cette 1ésion[76].
Le résultat de la présente étude a montré une prévalence de 32,8%, considérée comme une prévalence
moyenne comparativement aux résultats des autres pays [93, 114, 135, 172, 205, 219]. Une prévalence
avoisinante était rapportée par Benaissa et al. a Sidi Belabbes en 2016 [25] 37,1%, en revanche celle
retrouvée par Oussadit a Tlemcen en 2009 [171] était Iégerement plus importante 46,2%

(Tableau n°XXIX).

Dans la présente étude, la stomatite de type Il de Newton était la plus fréquente, suivi du type | et du

type I11, probablement a cause d’une diffusion plus ou moins rapide de la forme localisée vers la forme
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géneralisée ; sur les 78 patients, nous avons trouve 25 patients de type | (32,1%), 43 avec type Il
(55,1%) et 10 avec type 111 (12,8%). Ce résultat est compatible avec une étude similaire realisée par
Pereira et al [175], ou les lésions de type 1l étaient également les plus fréquentes. Seuls Webb et al
[219], Oussadit [171]et Naik et al[159], ont montré une prévalence de type Il supérieure a la nétre
(66% a 84%). D’autres études menées par Figueiral et al. [86], Pires et al. [180],Navabi et al.[161]
Et Kossioni et al. [120] ont constaté que I’inflammation localisée de type | était plus susceptible d’étre
rencontrée en situation clinique que les autres types, elle représenterait un fait normal puisque ¢’est
une stomatite traumatique, survenue généralement durant les premiers jours de la mise en bouche
prothétique (jusqu’a 07 jours) [152, 159]. La prévalence du type Il retrouvée dans notre étude est
conforme aux rapports précédents [57, 120, 122, 205].

La taille de I’échantillon de notre population était acceptable comparativement a celle des

études menées a travers le monde, parfois plus élevée [161, 180] ( cf Tableau n® XXXIII).
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Tableau n°® XXXI11: Prévalence de la stomatite prothétique chez 1’édenté total porteur de prothéses

amovibles (%).

Auteurs et Références Pays ~Cas SP/ Age Prevalence Type de SP %
Bibliographiques Echantillon  (Années) (%)
Type Type Type
| 1 11
1. Budtz-Jorgensen et al. 2000 [37] Genéve §/147 85,6 +6,9 45%@ 50,3 29 20,6
2. Piresetal. 2002 [180] Brésil 39/77 61,7 50,6% 53,8 36 10,2
3. .Kulak-Ozkan et al 2002 [122] Turquie 31/70 - 44,3% 51,6 38,7 9,6
4. Epinoza et al.2003[80] Chili 198/889 >65 22,3% - - -
5. Barbeau et al. 2003 [20] Canada 48/68 60 £ 11,3 70,6% 125 354 521
6. Shulman et al. 2004 [205] Etats Unis 389/1519 59,2 25,6% 56,25 43,75
7. Coello et al.2004[58] Brésil 111/192 - 58,3% - - -
8. Wehbb et al. 2005 [219] Australie 60/ 160 - 37,3% 83 833 83
9.  Emami 2005 [75] Canada 31/40 64 77,5% 483 451 65
10. Marchini et al. 2006 [139] Brésil 8/153 74,9+12,9 19,5 %@ - - -
11. Figueiral et al. 2007 [86] Portugal 58/128 59,75 45,3%@ 414 343 243
12. Mathew et al 2008 [146] Inde 10/45 41260 0,8% S S S
13. Coco et al. 2008 [57] Angleterre 26/37 - 2% 46 346 19,2
14. Bilhan et al. 2009 [27] Turquie 71/108 62,2+9,4 65,7% 422 38 19,7
15. Oussadit 2009[171] Algérie Tlemcen 74/160 60,5+£12,5 46,2% 66,2 25 9,2
16. Merdes 2009 [152] Algérie Annaba 18/30 58,1 60% 944 55 -
17. Rabiei et al. 2010 [184] Iran 26/57 > 65 45,6% - - -
18. Jainkittiyong et al. 2010[112] Thailande 8/186 - 18,1% @ - - -
19. Evren et al. 2011 [81] Turquie 59/139 76,2+8 42,4% - 322 678
20. Kossioni et al. 2011 [120] Gréce 42/106 67,7+9,9 39,6% 43 40,4 16,6
21. Savignac et al. 2011 [198] Canada 119/135 71+45 88,7% 49,6 34 16,4
22. Naik 2011 [159] Inde 70/100 = 70% 7 84 9
23. Zomorodian et al 2011 [227] Iran 53/114 70,4 46,5 % - - -
24. Mandali 2011[135] Turquie 54/153 61,8+9,8 35,3% - - -
25. Navabi et al. 2013 [161] Iran 43/70 58,2+12,3 88,4@ 628 325 46
26. Martori et al 2014 [144] Espagne 12/84 60 14,3@ 50 50 00
27. Kabawat et al. 2014[114] Canada 48/135 66 + 11,2 35,5% 25 438 31,2
28. Figueiral et al. 2015 [87] Portugal 21/ § 57,6 +3,1 - 22,2 444 333
29. Patil 2015 @[172] Inde 1734/5100 69 £ 6,3 34% - - -
30. Gaur 2015 [93] Inde 224/608 - 36,8% - - -
31. Benaissa et al. 2016 [25] Algérie Sidi §/105 57,112 37,1%@ - - -
Belabbes
32. Pereiraet al.2016 [175] Brésil 50/100 63+9 50% @ 42 48 10
33. Cankovi¢ et al. 2017 [41] Serbie 34/99 65,1+5,1 34,3% 48 24 28
34. Khare etal. 2017 [119] Inde 13/21 - 62% 46,1 153 384
35. Fayad et al. 2018 [82] Arabie Saoudite 60/256 54,2 23,4% - - -
36. Gauch et al.2018 [92] Brésil 36/ 8§ 62 - 50 33 17
37. Al-Sanabani 2018[7] Yemen 288/8 56.5 - 66,7 33,3 00
38. Notre étude 2019 Algérie Tlemcen 78/ 238 58,4 +9,2 32,8% 32,1 551 128

@ : Type d’édentement total ou partiel non précisé (nature de prothése amovible)
8§ : Nombre d’échantillon des patients non définit.

- : condition non définie.
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4.1.3.2. Discussion sur les caractéristigues cliniques de la stomatite prothétique

Le diagnostic de la stomatite prothétique est établi a partir des critéres cliniques de la lésion,
notamment un érythéme de la muqueuse recouverte par la prothése supérieure, comme c’est le cas
pour la majorité de nos patients (74,4%) celui-ci peut étre associé ou non a un cedéme et/ou a des
saignements, parfois a des douleurs de type bralures. Elle serait appariée a une chéilite angulaire dans
33 & 82% des cas [117]. Selon Kabawat et al 2014 [114] les symptdmes comme une halitose, une
sécheresse buccale, une altération des sensations gustatives seraient aussi fréquents[103] .

4.1.4. Discussion des facteurs de risques locaux

Notre étude a évalué différents facteurs incriminés dans 1’installation de la stomatite prothétique tels
que I’ancienncté des protheses, 1’hygiéne bucco-prothétique, le port prothétique nocturne, la
conservation des protheses, et le tabagisme, indiquant qu'il n'y avait guere de certitude statistique
permettant de conclure quant a leur causalité.

Effectivement, étant donné que notre échantillon était composé uniquement de patients atteints (avec
stomatites prothétiques) et que notre étude était descriptive et non pas analytique, les facteurs de risque
étudiés seront décrits et discutés, sans pour autant pouvoir certifier significativement leur réle
déterminant dans I’apparition de la stomatite prothétique.

Malgré la forte prévalence, I'étiologie de la maladie n'est pas complétement comprise, elle semblerait

étre multifactorielle, avec une prédominance des facteurs locaux.

41.4.1. Ancienneté des prothéses amovibles

L’ancienneté des protheses a été corrélée a la stomatite prothétique dans plusieurs études récentes
menées par Figuerial et al [86], Kossioni et al [120] Bilhan et al [27] et Khare et al [119] (Tableau
n°30). Méme si notre résultat est sans déduction significative, la majorité de nos patients 90%
possédaient leurs protheses depuis 10 ans et plus. Une étude réalisée par Pires et al [180] était tres
importante a cet égard, car les différentes incidences de la stomatite prothétique étaient évaluées a deux
intervalles, avant et aprés (6 mois d’écart) I’insertion de nouvelles prothéses adéquates. Ce qui a
entrainé une diminution de l'incidence de la stomatite prothétique de 50,6% a 18,2% chez la méme
population. Une explication probable a cette situation serait une dénaturation du matériau de base
(abrasion, usure).

En outre, ’ancienneté de la prothése serait proportionnelle & la colonisation par Candida [159]. Une

étude de suivi longitudinale sur deux ans réalisée par Savignac et al[198] a permis d’observer
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I’évolution de la stomatite prothétique dans le temps, sa prévalence était de 64% dés la premiére année
du port prothétique et de 89% a la deuxieme année, avec un taux d’incidence de 78,8%.

D’autres études attribuent un rdle secondaire a 1’ancienneté de la prothése dentaire dans le
développement de la SP [11, 41]. Malgré cela, il est recommandé de renouveler une prothése d’usage

a partir de cing années de port prothétique, en raison du vieillissement du matériau de base.

4.1.4.2. Hygiéne bucco-prothétique et le brossage du palais

L’évaluation de I’hygiéne des prothéses dans la majorité des études [161] était réalisée en posant des
questions sur le lavage quotidien des protheses (semblable a la présente étude) et une évaluation directe
sur I’aspect hygiénique des prothéses (présence de plaque ou de tartre a la surface de la prothése)
Diverses enquétes étaient réalisées sur les mesures et la fréquence de I’hygiéne bucco prothétique;
rares sont les articles publiés qui ont pu écarter 1’insuffisance de I’entretien des prothéses dentaires des
facteurs étiologiques de la stomatite prothétique [198]. Apriori, la majorité de nos patients brossaient
leurs protheses réguliérement 69% a I’eau et au savon/dentifrice 34,2%.

Selon les chercheurs [3, 12, 21, 81, 82, 87, 119, 122, 143], tous les patients diagnostiqués avec une
stomatite prothétique présentaient une relation statistiquement inverse avec la fréquence du brossage
des prothéses complétes amovibles, I’état des protheses, et les visites chez le dentiste [81]et une
relation proportionnelle avec une dextérité manuelle altérée [139]. Une relation positive était aussi
observée entre la croissance des especes Candida et le manque d’entretien des protheses amovibles
[92].

Le brossage du palais était absent, par méconnaissance, chez une grande partie de nos patients 83%.
Savignac et al [198] quant a eux, ont constaté la nette amélioration des stomatites prothétiques séveres
de type Il et 111 par le brossage du palais. Emami et al [78] ont aussi observé un résultat inversement
proportionnel entre la présence du C. albicans et le brossage du palais.

Les surfaces polies sont aussi concernées par une hygiéne rigoureuse, une autre étude menée par
Merdes et al. a Annaba ont mis en évidence les sites préférentiels d'accumulation de la plaque
prothétique par coloration des extrados des prothéses amovibles complete, et ont constaté une
coloration des zones interdentaires et de toute la zone vestibulaire maxillaire[153](Tableau n°XXXI1V).
Force est de constater qu’on accorde beaucoup d’importance a 1’hygiéne bucco-dentaire par le biais
de campagnes de sensibilisation, des UDS (Unités de Dépistage et de Suivi), des publicités, et pas
assez a I’hygiéne bucco-prothétique (patients institutionaliseés, maison de retraite) qui assurerait la
pérennité des tissus de soutien, d’ou la hausse de la prévalence de la stomatite prothétique. Voila

pourquoi, il serait plus judicieux d’attribuer des recommandations préventives concrétes et une
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éducation thérapeutique (instructions précises sur les méthodes de nettoyage des prothéses dentaires
amovibles) a ce type de pathologie.

C’est clairement, un devoir important de la profession dentaire, a un moment ou le nombre de
personnes agées augmente rapidement, de faire en sorte que le public qui porte une prothése amovible

sache comment nettoyer son appareil correctement.

4.1.4.3. Portprothétigue nocturne

L’impact d0 au port de la prothése pendant la nuit est un facteur important dans la pathogenese de la
stomatite prothétique [143]. Le port nocturne était retrouvé chez nos patients dans 83% des cas, sans
aboutissement significatif. Ce facteur était trés associé a la stomatite prothétique dans les études
précédentes [12, 20, 27, 82, 119, 120, 205] Il serait un facteur de risque majeur et direct dans
I’apparition de la stomatite prothétique [41, 143, 161], puisqu’il augmenterait la durée du traumatisme
local, en particulier dans le cas de protheses mal ajustées [120].

Emami et al[78] a noté une relation directe entre la présence de C. albicans et le port prothétique
nocturne sachant que les patients qui adoptaient un port prothétique nocturne avaient 26 fois plus de
chances de développer une SP par rapport aux patients qui retiraient leurs prothéses la nuit [78].

La valeur du pH de la mugueuse palatine décroit en raison du port prothétique, dd aux produits acides
des levures, lactobacilles et streptocoques. En outre, un environnement acide se crée entre la base de

la prothése et la muqueuse buccale qui est causée par une réduction salivation nocturne [93, 143].

41.4.4. Type de conservation des prothéses

Pendant que les patients retiraient leurs prothéses la nuit, il fallait trouver un moyen de conservation
adéquat pour ces protheses, qui contribuerai a empécher la formation du biofilm prothétique. La
majorité de nos patients 62,8% gardaient leurs prothéses dans un contenant d’eau. Ceci rejoint les
constations de 1’étude de Navabi et al [161]. Une autre étude menée a Annaba par Merdes[152] a
prouvé I’intérét de la conservation des prothéses au sec, comparée a une conservation humide (avec
désinfectant occasionnel), ce qui a permis de réduire I’apparition des stomatites prothétiques a trois
fois moins de cas (Tableau n°XXXI1V).

Il est vrai que I’immersion des prothéses dans un milieu aqueux permet de stabiliser la résine acrylique
(PMMA) ,susceptible aux variations dimensionnelles des bases, en revanche 1’eau favorise 1’évolution
du biofilm prothétique, raison pour laquelle il est recommandé, s’il y a nécessité, d’y associer un

antiseptique [152].
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4.1.4.5.

Tabagisme

Parmi notre population masculine, 64% sont non-fumeurs, sans certitude statistique et basé sur les

résultats de 1’étude de Navabi et al, [161] il apparait que la sélection des sujets dans notre étude ne

favorisait pas les fumeurs (Tableau n°XXXIV). Ce résultat ne rejoint pas 1’avis des autres chercheurs

puisqu’ils pensent que la prévalence de la stomatite prothétique est associée au tabagisme, annongant

un taux de 70% des patients qui présentaient une stomatite prothétique de type Il étaient de gros

fumeurs [5]. lls en ont conclu que le tabagisme constitut un facteur de risque de la stomatite prothétique

[1, 20, 152, 205].

Tableau n° XXXIV : Tableau comparatif des résultats des facteurs de risque rapportés par les différentes

études.

g g8 & 2 =
< . e S
& sg 7 3 3 g gs &
S g 225 of &S 58 3 5 ¢z
o D D D = & D 5o » = o D >
S5 283 Esg 8 22 255 E
<= 52 58 &5~ &8 £ S8
Shulmann 2005 [205] - - - - - x* - *
Bilhan 2008[27] 9,548,2 *** - - - 85,9** - -
Figueiral 2007 [86] 10* - - - - 63** - -
Coco 2008[57] 10,5 61,6 70 - - 38,5 - 36,6ns
Merdes 2009 [152] - - - - - - + 30
Kossioni 2010 [120] 16,3+109 - - 40 - 55,7 - 47,1
Evren 2011[81] - 57,5ns  42,8*** 35,3%** - 68,1*** - -
Naik 2011 [159] 5310 ns 76,6 ns - - - - - -
Mantori 2014[144] - - - - - 42 ns 00**
Kabawat 2014[114] 14,6* 80,1*** - - 58,1 ns - 27,1ns
Al-Sanabani 2018 [7] )8 === 51,8* - - - - - -
Navabi 2018[161] 18,42 * 88,37 7,14 20 - 57,14 25,7 25,71
Notre étude 2019 10a20 - 26,9 10,3 83 62 62,8 36
- : condition non définie.
+ : condition présente.
ns :non significatif
*  Résultat significatif p < 0,05
** Résultat plus significatif p < 0,01
*** Résultat statistique trés significatif p < 0,001
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% Les résultats épidémiologiques sur la SP, concernant le sexe, 1’age des patients, ainsi que le
type et la localisation des prothéses, sont des facteurs impossibles a manipuler, alors que le
retrait prothétique nocturne, la motivation a I’hygiéne bucco prothétique et le renouvellement
des protheses dans les délais seraient des mesures faciles pour réduire significativement la
prévalence de la SP. En effet, actuellement, on peut reprocher aux médecins dentistes
I’inexistence d’une sensibilisation des patients a la prévention de la stomatite prothétique, en
recommandant entre autre un retrait prothétique nocturne, dés que I’adaptation buccale de
celle-ci a été obtenue et un renouvellement des protheses au bout de cing ans (quel que soit
I’état des prothéses), et aux patients 1’absence des visites périodiques qui sont essentielles a la
prévention des Iésions de la muqueuse par une réadaptation des intrados prothétiques aux
surfaces buccales. De ce fait, il est important de concentrer I’approche thérapeutique sur

I’information et 1I’éducation des patients a des fins prophylactiques et curatifs.

4.1.5. Discussion des résultats mycologiques

A l‘exemple de plusieurs études, le prélevement par écouvillonnage de 1I’intrados prothétique
était le plus utilisé par la majorité des chercheurs [9, 27, 54, 57, 75], cependant, un écouvillonnage de
la muqueuse palatine [27, 54, 57, 75, 114], un recueil de la solution de ringage buccale [57, 144, 158],
une collection de la plaque prothétique aprés trempage des protheses et sonication [57, 75, 78, 144,
198, 202] ou un prélévement de la salive [9, 27, 41, 86], représentaient les multiples techniques de
recherche des microorganismes incriminés dans la formation de la plaque prothétique par la majorité

des auteurs.

La mise en évidence des souches de levures était réalisée par une culture en aérobie sur gélose,
permettant une identification grace a un code couleur, suivie d’une identification plus spécifique par
systeme biochimique type Auxacolor™, Comme pour notre étude, le milieu chromogene était employé
par plusieurs chercheurs, pour l'isolement et la pré-identification des levures [65, 131, 175, 193, 198,
202, 216, 227], nous avons souhaité confirmer ces résultats par une identification colorimétrique
normalisé par auxanogramme [27, 152, 158, 175, 216] étant donné que le milieu chromogene est connu
pour ces limites dans 1’interprétation de I’espéce Candida. D’autres méthodes peuvent étre utilisées
pour identifier le Candida albicans, comme le test de germination[158].

Depuis longtemps ’incrimination microbienne dans la stomatite prothétique était écartée laissant
place a une étiologie traumatique [16], pourtant en 1936 Cahn [38] avait proposeé pour la premiere fois

que l'infection par Candida albicans etait responsable de la stomatite prothétique.
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Par le temps, la présence d’un agent étiologique microbien était approuvée par la majorité des
chercheurs, mettant en cause une origine fongique confirmée [122, 158] et une participation
bactérienne par le biais d’un biofilm prothétique [1, 9, 41, 86, 117, 119, 152].En effet, une fréquence
élevée des especes Candida était retrouvée chez les porteurs de prothéses dentaires atteints de stomatite
prothétique[11, 92].

En considérant I’é¢tude de Loster et al [131], le seuil d’infection requis dans notre étude par les levures
Candida était de 10 colonies dans une boite de Petri, équivaut a un score d’au moins 100 UFC /mL,
celui de Mantori et al [144] était d’au moins 20 UFC /mL, alors que Sivaramakrishnan [207]
rapporte un dénombrement de plus de 400 UFC /mL chez les patients atteints de candidoses
chroniques. Costa et al [65] quant a lui considere une numération de colonies supérieure a 1000
UFC/mL comme étant un marqueur de I’infection a Candida. Barros et al et Bilhan et al [21, 27]
utilisaient un seuil positif de plus de 400 UFC/MI. A ce jour, il n’existe pas de score consensuel pour

une analyse quantitative des levures, permettant de déclarer le spécimen infecté par Candida.

La prolifération et la colonisation de C. albicans sur les surfaces des prothéeses acryliques peuvent agir
comme colonisateur précoce dans la formation de biofilms (remplacant de nombreux Streptocoques)

et peuvent faciliter I’émergence de microorganismes anaérobies [21].

La présence de microorganismes de type Candida ne semble pas étre a 1’origine de la stomatite
prothétique, particulierement chez les patients souffrant de stomatite prothétique type | de Newton
[198]. Effectivement, plusieurs chercheurs pensent que la composante traumatique est un facteur
déclenchant significatif, pourtant la plupart des lésions simples généralisées ou de type granulaire sont
infectées par C. albicans [16, 75, 152].

Candida albicans et l'interaction bactérienne se sont révélés étre des facteurs importants contribuant a
la stomatite de la prothese dentaire. Le biofilm prothétique se compose de microorganismes bactérien
et fongique [54, 152, 193]. A J2 ( deux jours de I’insertion en bouche d’une nouvelle prothese),
Merdes [152] a démontré un resultat fongique négatif qui est d0 a une colonisation d’abord bactérienne
par des Streptocoques surtout Streptococcus mutans, indispensable a la fixation des autres bactéries et
du Candida albicans sur la surface acrylique, en revanche dés le 7°™ jour de I’insertion une forte
dynamique des microorganismes sur les prothéses était constaté . Pourtant des chercheurs rapportent
que les protheses des sujets sains sans stomatite sont aussi infectées de Candida (présence de biofilm
prothétique)[86, 158].

Dans 91 % de nos examens mycologiques, le Candida était identifié comme un organisme responsable

de la stomatite prothétique cela rejoint I’avis de beaucoup d’auteurs [86, 207]. De nombreux

Discussion 143



chercheurs ont signalé une augmentation significative de la prévalence et de la densité des especes
Candida, ainsi que la présence d’hyphes candidales indiquant une infection fongique chez les patients
atteints de stomatite prothétique par rapport aux témoins appareillés qui n’en souffrent pas [117, 159].
Nous relevons dans la présente étude que 07 prothéses maxillaires (9%) ne développent aucune
croissance de levures, de méme pour Figueiral et al 2007 [86] qui enregistra 05 prothéses sans
croissance fongique, a contrario Naggal et al 2014 [158] a pu isoler les Candida chez 100% des
patients diagnostiqués avec une stomatite prothétique (Tableau n°XXXV). En effet, les
microorganismes oraux changent apres le port de la prothése et cette condition favorise la croissance
des organismes responsables de la stomatite de la prothése [159].

Dans notre étude, I’infection par Candida montre majoritairement une implication fongique par une
seule espéce dans 73% des cas, ou la contamination était purement due a une espéce unique
« contamination mono-espece » rapportée comme prédominante dans plusieurs études mycologiques
[20, 57, 75, 86, 202] a I’inverse, I’infection peut résulter de plusieurs espéces en association, on évoque
ici la participation de deux et parfois trois espéces différentes « contamination pluri-especes » faisant
participer Candida albicans+ Candida glabrata, C.albicans + C. tropicalis, C.glabrata+ C. tropicalis,
ou C.albicans + C.tropicalis +C.glabrata [20, 57] (Tableau n° XXXI ). Ce résultat sans certitude
statistique annonce que Candida albicans n’est pas le seul agent infectieux de la stomatite prothétique

contrairement a ce qui est classiquement décrit dans ce contexte.

Le role du Candida albicans dans la pathogenése de la stomatite de la prothése est bien étudié et il a
était démontré que diverses souches de Candida peuplaient la base de la prothese et la muqueuse
buccale [83, 93].

Dans notre étude les espéces Candida prédominantes identifiées, dans un ordre décroissant, étaient
Candida albicans 59,1%, suivi de Candida tropicalis 9,9%, Candida glabrata 4,2%. Le Candida
krusei n’était pas détectée dans notre étude. A ce titre, toutes ces especes sont citées par d’innombrables
études [27, 57, 66, 152, 202, 207, 227]. Candida albicans était I'espéce la plus fréeguemment isolée
dans notre enquéte, et cette constatation s’est confirmée par d’autres eétudes mycologiques, qui
rapportent une prévalence de 40 a 60% (Tableau n°XXXV) [20, 68, 174, 175, 198].Grace a cette
constatation significative, les enquéteurs ont pu conclure I’existence d’une relation avérée entre le taux
de Candida albicans et la stomatite prothétique, faisant de cette levure un facteur important dans le
développement de la lésion. Candida tropicalis était la deuxiéme espece a étre détectée dans notre
analyse, ceci rejoint les résultats de Pereira et al [175], et différe des résultats précédents puisque le

Candida glabarta était cité en deuxiéme place aprés le Candida albicans [27, 57, 66, 152, 202, 227].
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Les trois espéces Candida sus- mentionnées peuvent infecter une muqueuse palatine seule (mono-

especes) ou en association (pluri-especes).

La variabilité des fréquences du Candida, retrouvée dans les différentes études, peut étre due aux
différentes méthodes de collecte et de 1’origine de I'échantillon (mugueuse ou prothése ou les deux), a

une population avec antécédents généraux.

Néanmoins, il a été démontré que C. albicans et C. glabrata sont capables de former des biofilms sur
des substrats inanimés, ce qui peut constituer le fondement de leur co-agrégation, de leur colonisation

et de leurs relations pathogénes potentielles[57].

La capacité élevée des espéces Candida a adhérer aux muqueuses serait accrue grace a la transition
des blastospores en hyphes, caractéristique spécifique au C. albicans. Les hyphes étaient détectés chez
100% des patients atteins de stomatite prothétique (région palatine). Il pourrait méme pénétrer
facilement dans les tissus au début de I'infection. Dans un environnement sain, les systemes de défense

de I’hote devraient empécher I’infection [27].

En effet, cette espéce est connue pour avoir un « phenotypic switching » élevé, qui lui permet de
changer de morphologie, dans des conditions inhabituelles au commensalisme, en se transformant en

pseudo-filaments et filaments mycéliens compatibles avec 1’invasion de la muqueuse buccale

Les données de certaines études suggérent que la SP est associée a une élévation des cytokines
salivaires (IL-8 et d’IL-1a ) avec une augmentation de Candida albicans dans la salive sans aucune
preuve d'inflammation systémique telle que mesurée par le taux sérique de protéines C-réactives CRP
[21], et des numérations plus élevées des cellules inflammatoires chez les patients atteints de SP
comparativement aux frottis des muqueuses des patients appareillés sains[9]. Les biopsies des
muqueuses irritées montraient une invasion tissulaire par des hyphes candidals, sans différence

significative avec les sujets sains[9].

Pereira et al[175] a comparé les facteurs de virulence des souches Candida albicans, et a pu conclure
qu’elle : - était la seule espece capable de sécréter toutes les enzymes ensemble,
- Produisait plus de tubes germinaux que C. dubliniensis (espece presque semblable au Candida
albicans),
- Formaient un biofilm
- Produisaient plus de facteurs de virulence (de la part des isolats C. albicans de type I11)
Au cours des derniéres années, Gasparato et al 2009 [91], Zomorodian et al 2011[227], et Pereira

et al 2016 [175] avaient dénoncé la sous-estimation du C. dubliniensis en raison de I’utilisation d’une
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procédure d’identification non fiable. En effet, les ressemblances phénotypiques étroites de C. albicans
et C. dubliniensis avaient conduit a une identification erronée de ces especes, seule la méthode de
biologie moléculaire par amplification génique in vitro (PCR : Polymerase Chain Reaction) est capable
de différencier entre ces deux espéces. En dépit de cela, le Candida albicans est resté I’espéce la plus
communément isolée dans les cas de stomatites prothétiques [91, 175]. Dans certaines études, la
variabilité de la souche Candida était plus grande, évoquant le Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida guilliermondii, Candida famata, Candida rugosa [57, 86, 92, 122, 132, 152, 158, 180, 227].

Darwazeh et al et Nagaral et al rapportent une prévalence considérable de la contamination par
Candida oral sur les doigts des sujets appareillés, voici une raison pour laquelle les patients porteurs
de prothéses amovibles devraient étre informés de l'importance d'une hygiéne personnelle et
prothétique appropriées et de la possibilité d'une contamination microbienne des parties du corps [66,
158].

En Résumé, cette étude rejoint les études faites sur la stomatite prothétique et vient encore appuyer le
réle important des levures dans la stomatite prothétique notamment du Candida albicans et précise
qu’elle ne peut étre le seul responsable. Elle montre clairement que les associations de levure sont non

négligeables et peuvent laisser penser a un réle synergique qui ne peut étre confirmé dans ce travail.
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Tableau n°XXXV : Tableau comparatif de nos résultats mycologiques avec les études (%)

Levures Mono- espéce Pluri- especes Autres levures
absentes ["C b ‘ C.tropi ‘ C.glabr | C.albi+glab ‘ C.alb+trop+glab ‘ C .albi+tropi ‘ C.tropi+glabr éﬁ“ﬁgﬁ%ﬁsﬂ;osm'
Budzt.Jorgensen 30,2 69,8 =
2000 [37] 507 [ 22 | 96 | 132 | - | 44 | 07 07
15,6 84,4
Pires 2002 [180] 42,9 57,1
491 | 202 | 29 - | - | 154 | - 124
Kazulak- Ozkan 31,2 68,7
2002 [122] 555 | 222 - - | - | - | - 22,2
Barbeau 2003[20] - 41,2 - - 68
Webb 2005 [219] - 34 4 33 9 8 8 4 -
Emami 2005 [75] - 77,7 - 11,1 - - - 11,1 -
Figueiral2007[86] 71 81,4 - 7,1 - 1,4 _
10,8 80,8 8,4
Coco 2008[57] 75 2,7 22,3 - - - B _
Costa 2008 [65] = 557 | 14 - - - 8,6 B N
Bilhan 2009[27] 18,3 81,7 - - - N . N
Merdes 2009[152] > 66,6 | 11,1 16,6 - - = 5 55
Naik 2011[159] - 54 - - - - - - _
Savignac 45,8
2011198]
Zomorodian 2011 415 | 129 184 53 - 18 53 14,8
[227]
Kabawat 2014 18,8 81,2
B4 B [ - [ - [ - 1 - T - T :
Mantori 2012 00 100
[144]
Altarawneh - 73,2 Non albicans 26,8
2013[9]
Loster 2016 [132] 37,8 61,3
61 5 195 - - - - 145
Pereira et al [175] = 64,8 | 184 | 14,2 - = - _ 23
- 68,1
Shaa 2017 [202] - 68,7 31,2
56,3 6,3 18,8 - - - - -
Saadat 2017[193] > 30,2 | 51,1 = = B _ B .
Gauch 2018[92] 1 89
73,2 10,7 - - - - - 16
Al-Sanabani - 58,3 - 4,2 - = = - -
2018[7]
Notre étude 9 91 =
2019 27 73 _
501 | 99 | 42 141 | 5,6 | 14 | 5,6 -

C.albi : Candida albicans

- . non définit

C.tropi : Candida tropialis

C.glabr : Candida glabrata

4.1.6. Discussion de la relation entre les especes Candida et le type de la stomatite

A travers les études déja menées, la tendance de trouver un plus grand nombre de colonies de levure

dans les stomatites plus étendues a été confirmée. Evidemment, une relation proportionnelle a été

mentionnée entre le nombre de Candida isolées et I’intensité clinique de la stomatite prothétique [20,
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21]. Al Ma’ani et al [6] trouve une présence conséquente des levures isolées dans le type Il (prés de
50% des levures) suivi du type I11, et finalement du type I. Bilhan et al [27] notent un nombre élevé
de colonies isolées des stomatites de type Ill par rapport a celui de type I, une autre différence
significative du nombre de colonies de levures indiquée par Emami [75] entre les stomatites de type

I-A et 11-B, qui étaient 300 fois supérieure dans le type 11-B.

Coco 2008 [57] prouve par son étude que les principales levures isolées étaient : le Candida albicans
en grande majorité 100% dans les lésion de type Il et I1l, Candida glabrata 80% dans les lésions de
type 11, et les deux especes associées a 80% dans Iésion de type Ill. Considérant aussi que Emami et
al [75] constatent que le Candida glabrata et Candida tropicalis contaminaient les prothéses qui
recouvraient le type I11. Par conséquent les biofilms mixtes (bi-espéces ou tri- especes) de C. albicans,
de C. tropicalis et de C. glabrata pourraient jouer un réle important dans la pathogenese des Iésions
de stomatite sévere chez les porteurs de protheéses.

Kulak-Ozkan et al 2002 a rapporté une relation significative entre la stomatite et la colonisation par
les levures puisque les Candida était identifiees chez 100% des sujets avec une inflammation
généralisée, et 37,5% des sujets présentaient une inflammation localisée [122].

De plus, Sant'Ana et al [196] ont rapporté que la présence de deux especes ou plus chez un méme
patient peut le prédisposer a une stomatite récurrente. Barbeau et al[20] confirment quant a eux la
participation du Candida albicans + autres Candida sp dans I’extention et la sévérité de la 1ésion
stomatite (grade B), en revanche ils ne remarquent pas de relation entre la quantité et I’association

avec les lésions avancées.

Méme si les résultats ne sont pas complétement significatifs, nous pensons que la propagation de

I’infection est causée par des souches mono-espéces, conformément aux études précédentes.

Pereira et al [175] ont confirmé une production des facteurs de virulence par les isolats de Candida
provenant des lésions de type 111 supérieure a celle des isolats des lésions du type I et Il des stomatites

prothétiques.

4.1.7. Discussion sur le traitement de la stomatite prothétique

L’approche thérapeutique est complexe en raison de 1’étiologie multifactorielle, et devrait étre
globale. Etant donné que le Candida est détecté dans la salive, beaucoup sur les surfaces prothétiques,
et moyennement sur la muqueuse palatine, par conséquent, le traitement de la stomatite prothétique
chez les patients sans antécédents genéraux devrait débuter par I'assainissement des prothéses dentaires
existantes et/ou la conception de nouvelles prothéses, le maintien d’une hygiéne buccale adéquate et

I’hygiéne de la protheése [155], en plus d’une thérapie antifongique qui est couramment préconisée [86,
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207]. Si cette affection pouvait étre traitée par des techniques appropriées de désinfection prothétique,
qualifiées d’efficaces contre les Candida, les effets secondaires causes par la thérapie antifongique
pourraient étre éliminés.

Les auteurs s’accordent pour envisager un traitement prothétique et antifongique. Les antifongiques
étant fongistatiques, la durée du traitement doit étre de 2 a 3semaines ; le traitement local doit toujours
étre utilisé en premiere intention avant le traitement systémique[183]. Il est rare qu’un traitement par
voie générale soit indiqué; sauf chez un patient immunodéprimé, une mycose aigue, ou en cas
d’incapacité de I’application du traitement locale (sujet grabataire, handicapé) [183].

Selon Figueiral et al [87], le traitement systémique au Fluconazole avait amélioré la stomatite
prothétique chez 77,8 % des patients, accompagné d'une réduction de 83,5 % de l'incidence de C.
albicans par voie orale. Cependant, aprés 6 mois, la charge de C. albicans avait augmenté de facon
significative et la gravité de la stomatite prothétique était similaire a celle observée avant traitement,
100 % des patients avaient manifesté une stomatite aprés 6mois du traitement au Fluconazole. Ils en
concluaient qu’il n’y a pas d’intérét de prescrire le Fluconazole seul et qu’il présentait une bonne
efficacité de traitement contre la stomatite prothétique a court terme, mais peut étre associé a une

émergence a long terme de résistance au Fluconazole.

Dans le cas du traitement local avec des antifongiques, une forte concentration et une rétention
prolongée du médicament dans la cavité buccale sont cruciales pour une efficacité puissante contre la
Iésion[116].

L’utilisation préventive des antifongiques chez les patients immunodéprimés a favorisé 1’apparition de

souches résistantes au Miconazole [3].

Les instructions d'hygiéne bucco-dentaire jouent un r6le important dans la réduction de la gravité de
I'affection, mais elles doivent étre utilisées en association avec le Miconazole gel oral pour obtenir les

meilleurs résultats [6].

Le traitement devrait cibler 1’élimination des Candida ; I’incorporation de la Nystatine (500 000
unités) dans les conditionneurs tissulaires, les bains de bouche désinfectants, 1’immersion dans
I'nypochlorite de sodium (0,5 %) et la désinfection des prothéses au micro-ondes ou par thérapie photo
dynamique [207, 219]sont des méthodes souvent décrites dans les articles, qualifiées de moyens
alternatifs dans la prévention et le traitement des stomatites prothétiques, puisqu’une réduction
significative des Candida et des bactéries aérobies était constatée [208, 219]. Cela préviendrait et
éviterait le recours a la thérapie antifongique, qui se voit indiquée que dans les cas de stomatites

prothétiques séveres [207].
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Les mesures d’hygiéne prothétique (trempage dans une solution saline ou d’hypochlorite ) avec une
adaptation des protheses avait réduit significativement les conditions clinique et mycologique des
stomatites prothétiques[6]. La méta-analyse de Hilgert et al confirme que leurs résultats étaient
favorables a I’utilisation de la Nystatine et des agents de désinfection (par immersion des prothéses
dans des désinfectants tels que la Chlorhexidine, le Glutaraldéhyde), et ne montrait aucune différence
entre I'utilisation du Miconazole sous forme de gel et son incorporation a un conditionneur tissulaire
[104].

Une étude a montré qu’un traitement chirurgical des lésions de stomatites de type Il avec
renouvellement des prothéses permettait d’éradiquer 1’hyperplasie papillaire, contrairement au seul

renouvellement des protheses [29].

A ce jour, rien ne prouve encore qu'une thérapie soit meilleure que toute autre pour le
traitement de la stomatite prothétique ; les décisions thérapeutiques concernant les antifongiques ou
les méthodes de désinfection devraient étre prises en fonction de I'expérience clinique du praticien et

des aspects liés au patient, comme I'observance et les effets indésirables possibles [104].

Etude Expérimentale

4.2.  Discussion sur ’Etude Expérimentale
La stomatite prothétique étant une affection essentiellement d’origine fongique, et C.albicans est la

levure la plus fréquemment isolée des lésions buccales des patients qui y sont atteints, ceci avait suscité
notre intérét a tester les produits sur Candida albicans cliniques issue des frottis des prothéses
maxillaires, et référencées ATCC 10231 et ATCC 27980.

L’objectif de la deuxieme partie de notre étude était d’évaluer les propriétés antifongiques de 1’huile
de thym, de girofle et de leur combinaison contre C. albicans in vitro. En outre, I'efficacité comparative
de cette combinaison des deux huiles essentielles et du Miconazole a également été examinée. Les
résultats démontrent clairement que les huiles de thym et de girofle, seules ou mélangées, peuvent agir
comme de puissants agents antifongiques contre C. albicans et peuvent fonctionner de maniere

similaire aux antifongiques tels que le Miconazole.
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4.2.1. Discussion sur I’activité antifongique des huiles essentielles étudiées
Les huiles de thym et de clou de girofle ont été retenues en raison des études antérieures, concernant
I’analyse de leur composition par chromatographie en phase gazeuse -spectrométrie de masse (GC /
MS), ainsi que pour leur efficacité antimicrobienne individuelle déclarée, en revanche tres peu
d’expériences rapportent des résultats sur leur combinaison, encore moins sur leur incorporation dans

une préparation pharmaceutique.

4.2.1.1. Discussion sur la composition chimique des huiles essentielles

La composition des huiles essenticlles d’une méme espéce varie selon la localisation
géographique, les conditions climatiques, la période de récolte, et la partie de la plante utilisée. Par

conséquent, leurs propriétés antimicrobiennes varient également [39].

Discussion sur ’HE de Thym : Selon les données de la littérature, les rendements en huile essentielle

de T. fontanesii variaient considérablement, ce qui suggeére la grande influence probable des conditions
géographiques et climatiques. On peut conclure que Thymus fontanesii qui pousse dans 1’Ouest
Algérien est riche en huile essentielle.

Il ressort des données bibliographiques que I'huile essentielle des parties aériennes de T. fontanesii
présente une variabilité chimique. L’ensemble des chercheurs rapportent un nombre de composés
différents variant de 15 composés pour Ghannadi et al [96] a 47 composés pour Dob et al [69], ayant
tous des composants communs comme : carvacrol , thymol, y- Terpinéne, para cymene, linalol et
parfois I’eugénol.

Tous les échantillons d'huiles étudiés ont été caractérisés par la présence de monoterpenes oxygénés
(carvacrol, thymol) associé¢ a d'autres monoterpenes, a savoir : y-terpinene, p-cymene et linalool,
L'huile était caractérisée par une forte teneur en carvacrol (63,7-69,5%) [22, 156] ce qui s’accorde
avec nos résultats (cf Tableau n® XXXVI).

A l'inverse, les parties aériennes des plantes récoltées dans les provinces de Sétif [96], Djelfa [69] et
Bouira [149], ont produit une huile essentielle a chémotype thymol d’apres les auteurs (29,3-67,8%,)
suivie du y-terpinene (15,9-21,7%) (cf Tableau n°XXXVI).

Par ces résultats, on peut conclure que 1’huile essentielles de Thymus fontanesii de 1’ouest algérien est

a chémotype carvacrol.
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Tableau n® XXXVI: Tableau comparatif de la composition chimique de I’huiles essentielle de Thymus
fontanesii étudiée en Algérie ( en %).

Monoterpénes Monoterpénes Sesquiterpene
0Xygeénés Hydrocarbonés Hydrocarbonés
., | Phénols
'@ | Alcool Terpénique
s g
L € S e
T 8 2 2 £ 2
Auteurs Origine 5 5 |35 e 9 € 2|2 >
dela 5 5|8 © =5 _|a & © = S
e ® E| S E 2 = |5 & 5§ £z S
pante 5 S|k & & EB |k 2 K 9 |3Z , &
£ 0 F z 5 L2 3 & | = & O
Ghannadia et al. Sétif 19 15 17 678 - 03 159 02 01 13 tr -
2004 [96]
Dob et al. 2006 Djelfa 09 47 18 293 01 48 21,7 tr 19 159 114 2,9
[69]
Haddouchi et al. Mostaga 2 - - - - - - - - - - -
2009 [100] nem
Bekhchi et al. 2009 Tlemcen 5,20 28 681 06 - 326 724 132 114 75 - 0,76
[22]
Mebarki 2010 Bouira 39 27 20,2 582 - 553 9,79 - - 0,79 0,13 2,17
[149]
Sidali 2016 [206] Khemis 24 24 547 03 - 3,7 88 15 17 175 - 0,4
Miliana
Mouhi et al. Médea 243 37 63,7 016 017 643 6,06 064 - 6,27 - 0,12
2017[156]
Nabet et al. 2017 Tiaret 5 27 676 09 - 22 13 18 2 74 - -
[157]
Guernoug 2017 Ain 36 25 246 366 - 460 4,64 - - 857 16 1,86
[15] Defla
Notre étude 2019 Tlemcen 4,31 27 56,3 10,7 - 31 11 15 13 105 - 0,6
tr : trace.
- : non définit.

d Discussion sur PHE de Girofle : Les rendements en huile essentielle des boutons floraux de

S. aromanticum récoltés a Madagascar, au Nigeria et en Chine ont été compris entre 12%, 7% et 11,5%
[17, 98, 188]. Plusieurs compositions ont été observées en ce qui concerne le contenu des trois
composants principaux, principalement I'eugénol (45-88,5%), qui est de loin le composant principal,
suivi de I'acétate d'eugényle (5,6-19,3%) et du -B-caryophyllene (0,6-30%) [17, 49, 88, 98, 187, 210,
214]. Cependant, les travaux ne rapportent pas la présence du carvacrol, qui était retrouvé dans notre
composition a 0,1% (cf. Tableau N°XXXVII).

Il convient toutefois de mentionner que les constituants des huiles naturelles différent par leur

rendement, leur concentration et leur quantité récupérée en fonction de plusieurs facteurs, notamment
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les especes végétales, la méthode d’extraction, les solvants utilisés et le temps d’extraction, qui
peuvent a leur tour différer dans leur puissance antifongique.

Tableau n° XXXVII: Tableau comparatif de la composition chimique des de I’huiles essentielle de
Syzygium aromanticum étudiée dans le monde (en %)

g $8 g | &
) D S \% .D
= 29 2 o 24
S g5 58 z¢
>3 S § £5 55
25 23 R
“ o c »n £ =5 v o
S
L =3 [<5)
T € =1 % 2 ’ic’
s 3 |- g = 2 |3 |83
Auteur Originede = 3 o & S = = g .
la plante 2 £ “g’, S S c _% S,
F Z | m <% | &8 3 o | 68
Srivastava et al 2005 Inde - 28 70 6 19,5 1,9 - -
[210]
Jirovetz et al 2006 [113] - - 23 768 1.2 17,4 2,1 - -
Chaieb et al 2007 [49] - - 36 8858 5,62 1,38 0,19 - -
Guan et al. 2007 [98] Chine 115 11 57,24 19,37 17,5 2,3 - 0,49
Fu et al [88] 2007 Chine - 11 68,52 10,15 19 1,85 - 1,13
Caillet et al 2007[39] Madagascar - - 78 14 - - - -
Ayoola et al. 2008 [17] Nigeria 7 4 45 20 30 5 - -
Teixeira 2013[214] Indonésie - 9 67,6 16,8 10,8 2 - -
Razafimamonjison et al Madagascar 12 4 87,78 10,68 0,62 - - 0,06
2013 [187]
Gucwa et al 2018 [99] - - 14 68,24 - 14,47 9,09 - -
Notre étude 2019 Indonésie 3,68 16 60,3 8,6 26,6 2,3 01 03
- : non définit.
4.2.1.2. Discussion de I’activité antifongique des huiles essentielles et de leur
combinaison

En plus de la thérapie classique de la stomatite prothétique, qui est de plus en plus récente en ayant
recours systématiquement a des agents de substitution produisant moins d’effets secondaires et
présentant simultanément une activité antibactérienne et anti-inflammatoire. Il existe un grand nombre
de préparations a base de plantes et de leurs huiles essentielles qui ont un effet anti-inflammatoire et

comme antiseptiques naturels exprimant une activité antifongique et antibactérienne [155].
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La plupart des résultats suggérent que I'utilisation des huiles essentielles actives contre le C. albicans,
seul ou associé a des antifongiques, pourrait étre une alternative fiable, pour le traitement a des fins
thérapeutiques et / ou préventives contre les candidoses buccales causées par I'utilisation de dispositifs

prothétiques [45].

a. Discussion sur la sensibilité des souches et de leur diamétre d’inhibition

La sensibilité des Candida albicans, clinique et référencée, aux produits était testée par methode de
référence de diffusion sur disque sur gélose Sabouraud/Chloramphénicol, a I’exemple de plusieurs
études [56].
Dans notre étude, nous avons constaté une zone d’inhibition de croissance de tous les Candida albicans
autour des disques imprégnés de 1’huile essentielle des parties aériennes de Thymus fontanesii de 1Z=
49,08 + 6,8 mm (p <0,0001). De méme pour I’huile des clous de Syzygium aromanticum qui s’est
montrée aussi active sur le Candida albicans avec une zone d’inhibition obtenue dans notre étude de
1Z= 31,4 + 3,04 mm (p <0,0001). Ce diamétre d’inhibition devance de loin celui du Fluconazole 17=
20,3 £ 9,7 mm. A partir de cela on peut conclure que ces huiles essentielles sont trés actives sur ce
genre de micro-organisme, et possédent donc une puissante activité antifongique (cf. Tableau n°
XXXIV).
De nombreux chercheurs se sont intéressés a l'activité antimicrobienne de ces deux HEs. L'activité
antifongique de I'huile de T. fontanesii a été prouvée contre la souche C. albicans avec un diametre
d’inhibition 1Z de 32 & 39 mm[69, 100] et 44,99 + 0,01 mm [157]. Le diametre de la zone d'inhibition
de I'HE de S. aromanticum varie de 29,62 mm[137], 32,0 £ 1,0 mm[88] et 35 mm [17] ( cf Tableau n°
XXXVIII).
L'importante activité des huiles essentielles de ces deux plantes est due a leur richesse en composés
phénoliques, qui sont les composés les plus antimicrobiens (carvacrol, eugénol). La plupart des
composés des huiles essentielles sont dotés de propriétés antimicrobiennes, mais ce sont les composés
volatils majeurs qui présentent les propriétés antimicrobiennes les plus importantes, et en particulier
les phénols. Un rang d'activité des composés des huiles essentielles a été attribué sur un ordre
décroissant : [22, 32, 39, 70, 84]

Phénols ( carvacrol , eugénol, thymol) > Aldéhydes (cinnamaldéhyde) > Cétones (octanone)
> Alcools (cinéole, linalol) > Esters (acétate d'eugényle) > Hydrocarbures (limonene).

Par conséquent, les huiles essentielles dont les phénols sont les principaux composés (forte teneur en
phénols) expriment la plus forte activité contre les microorganismes, et leur spectre d'activité est le

plus large (levures, bactéries a Gram positif et a Gram négatif), le carvacrol serait le plus actif de tous
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les phénols [51]. Les huiles essentielles aux composés alcooliques prédominants sont légérement

moins actives[115].

Comme cela etait déja indiqué dans la littérature, nous avons considéré qu’une huile essentielle avait
une action fongiotoxique, si son diamétre d’inhibition etait supérieur a 16 mm [56, 134]. Ainsi, les
huiles essentielles de Thyms fontanesii et de Syzygium aromanticum agissent de fagon trés active sur
les deux souches de référence de Candida albicans ainsi que sur toutes les autres souches cliniques,
avec des diamétres des zones d’inhibition variant entre 20 et 38,5 mm.
Cependant, I’huile essentielle a carvacrol s’est avérée étre plus intéressante. En revanche, les souches
Candida albicans se sont montrées plus ou moins sensibles au Fluconazole, avec des diameétres des
zones d’inhibition variant entre 9,3 et 19 mm.
Les résultats de ce travail montrent que les huiles essentielles de Thymus fontanesii et de Syzygium
aromanticum pourraient constituer une nouvelle classe d’agents antifongiques possibles pour le
traitement et la prévention d’infections provoquées par C. albicans, entre autres la stomatite
prothétique.

b. Discussion sur les concentrations minimales inhibitrices et fongicides CMI et

CMEF des huiles étudiées

L’activité antifongique des huiles essentielles vis a vis des Candida albicans cliniques et référencees
était testée par méthode de référence de micro-dilution sur bouillon de culture Sabouraud [55], a
I’exemple des études précédentes [169, 203], dans un but de mesurer les concentrations minimales
inhibitrice et fongicide CMI et CMF.

Tous les échantillons d’huiles étudiés ont montré un effet inhibiteur remarquable sur les C. albicans.

Dans notre expérience, nous avons pu obtenir une inhibition de croissance des Candida albicans
proportionnelle aux concentrations de 1’huile essentielle de Thymus fontanesii, comparativement a
I’inoculum témoin, jusqu’a obtention d’une action fongiostatique a la CMI =0,125 pL/mL, et une
action fongicide a la concentration suivante CMF= 0,25 uL/mL. On conclut que I’huile de Thym était
active dose-dépendante sur toutes les souches du Candida albicans. L’huile essentielle de Thymus
fontanesii est reconnue par plusieurs chercheurs comme étant un des produits naturels le plus actif
contre le Candida albicans a tres faible concentrations [22, 69, 100, 101, 118, 130, 149, 157]. D’autres
études confirment que le carvacrol est le composé qui lui offre cette activité [30, 51, 140, 165].
Certaines études ont montre des résultats différents de CMI de T.fontanesii a 0,25 pL /mL [130],
d’autres résultats comparables a nos déterminations ont été observés dans une étude précédente

rapporte une CMI a 0,11 pL /mL [157] ( cf. Tableau n°® XXXVIII).
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Le carvacrol est aussi présent dans les huiles essentielles de 1’origan, et de la sarriette, 1’eugénol quant
a lui figure dans la composition des huiles de feuilles de cannelle, et le thymol est un des constituants

des genres de thym [39].

De méme pour I’huile de Syzygium aromanticum qui a inhibé la croissance des levures a une
concentration minimale inhibitrice de CMI=0,5 pL /mL et une absence totale de croissance de levures
a une concentration minimales fongicide CMF= 1uL/mL. Ces résultats affirment que 1’huile du clou
de Girofle était active dose-dépendante sur toutes les souches du Candida albicans.

De nombreuses études rapportent aussi une trés forte activité antifongique de I’huile essentielle de
Syzygium aromanticum contre le C .albicans [17, 49, 73, 88, 133, 137, 177, 179], avec des valeurs se
rapprochant aux notres, une CMI de 0,64 uL/mL, et une CMF entre 0,64 — 1,2 uL/mL [179]. L’eugénol
étant également actif, certains chercheurs se sont intéressés a ce composé [34, 51, 138, 140, 179] (cf.
Tableau n°® XXXVIII).

En ce qui concerne la combinaison des deux huiles de Thymus fontanesii et Syzygium aromanticum, la
valeur de la concentration minimale inhibitrice CMI du mélange (= 0,063/0,25 pL/mL) ne
correspondent pas aux valeurs des CMI individuelles des huiles séparément (CMI Thym = 0,125

pL/mL ; CMI Girofle = 0,5 pL/mL), mais & des valeurs inférieures a celle-ci d’un pallier.

Idem pour la valeur de la concentration minimale fongicide du mélange des deux huiles CMF mélange
(=0,125 /0,5 pL/mL) qui n’égale pas les valeurs des CMF individuelles des huiles séparément (CMF
Thym = 0,25 pL/mL ; CMF Girofle = 1 yuL/mL), mais & celle du pallier inférieur.

Chami et al [50] avaient testé in vivo (sur des rats de laboratoire immunodéprimés infectés par
Candida albicans) l'activité anticandidal de I'eugénol et du carvacrol sur un modele de candidose
vaginale et ont pu conclure que I'eugénol et le carvacrol pourraient étre un antifongique prometteur
pour le traitement et la prophylaxie de la candidose vaginale [50].

Chami et al [51]avaient également évalués, in vitro et in vivo, l'efficacité thérapeutique du cravacrol
et de I’eugénol dans le traitement de la candidose orale expérimentale induite par Candida albicans
chez des rats immunodéprimes, et ont pu constater une réduction clinique et mycologique

significatives.

La propriété antimicrobienne de la combinaison des huiles de clou de girofle et de thym n’a pas été
signalé auparavant. Les huiles essentielles individuelles contiennent des composés complexes, qui
lorsqu'ils sont combinés les uns avec les autres, peuvent entrainer des effets additifs, voir synergiques.

Les résultats d’une étude de Fu et al ont montré que la combinaison des huiles essentielles de clou de
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girofle (0,031%) et de romarin (0,125%) (CMI =CMF) présentaient un effet synergique contre le
Candida albicans [88].

La variabilité entre les valeurs des CMI et des CMF des différentes études est indépendante de la
méthode d’évaluation employée, et des souches de collection utilisées.

De plus, il a été montré que I'huile de thym et de girofle inhibe directement la germination et la
formation de filaments ; en empéchant la transition de le forme levurique a la forme mycélium du C.
albicans, sachant qu’il s’agit des deux phases indispensables a 1'invasion des tissus [99, 136].

Ces deux huiles essentielles agissent en augmentant la perméabilité membranaire, induisant le collapse
du potentiel membranaire et en inhibant 1’activité respiratoire conduisant ainsi a une perte de la
viabilité cellulaire. Ces données sont importantes pour toute application de ces deux huiles comme
antimicrobiens. Ils permettront aussi de proposer de possibles associations avec d’autres antifongiques
[19].

Plusieurs chercheurs ont comparés 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles T.fontanesii et
S.aromanticum intégrales avec leurs composes majoritaires seuls, puisque ces composants
phénoliques, le carvacrol et I'eugénol sont connus pour posséder des caractéristiques fongicides [17,
49, 136], et ont concluent que I’HE était plus active que son composé phénolique utilisé seul, ceci en
raison d’une synergie des différents composés se trouvant dans 1’huile [136].

Une étude récente prouve une efficacité de I’HE de girofle deux fois supérieure a celle de 1’eugénol
seul, cela s’explique par 1’existence d’une synergie entre les composants propre de I’HE [138].

Par ailleurs, I'action inhibitrice du p-cymene vis-a-vis de plusieurs microorganismes a été rapporté par
divers études, ce monoterpéne facilite le transport du composé phénolique de I’huile de thym

(carvacrol), ainsi un effet synergique s'exerce en présence de ces deux composés [22].

Les résultats démontrent clairement que I'huile de thym et celle de girofle, seules ou mélangées peuvent
agir comme un puissant agent antifongique contre C. albicans et peut fonctionner de maniére similaire
aux antifongiques tels que le Miconazole. L’utilisation concomitante d’huiles essentielles avec des
antifongiques réduirait la CMI de I’agent antifongique et par conséquent ses effets secondaires [97].

Les activités antimicrobiennes et antioxydantes de ces huiles essentielles pourraient étre dues, en
partie, a la présence de plusieurs composés, tels que le carvacrol, le thymol, I'eugénol, dans leurs

compositions chimiques [214].

Malgre ces recherches sur I’efficacité antifongique de I’huile essentielle de cette plante algérienne
endémique, qui est le Thymus fontanaesii, aucune d’entre elles n’a déboucher sur une proposition

d’une préparation phytopharmaceutique.

Discussion 157



oy T o 'L oy T 89 6107
CTT0/ 60 | £90°0/CT0 To/ | T/ ¢ TF1E ToTn ST CT1°0 = 80°6F APMI2 0N
= = TWEm {779 TWEm gy - = = : [sT1l8107 221

2 : - %910 - ; % CT [66] 8107 Bmang

= : - - - = o T 110 [LST] LT0T B 32 32qEN

= . - - - = TwEm g0 [ ToFr | [L0T] L10T TR 3R RIS

oS
2 = - ToE 1< TE - = 01=8L°0 [£71] €107 /7 3@ qIqE]
T

= = - ¢0-<T0 - : : : [£2] +107 unoq 13

= = - - - = Tw T 60 CF [o£1] T107 B 12 W]

= = - - COFFSI . = = (1z1] 0107 Mpmoy

oy

3 = T1-$90 To T £9°0 - = - : [081] 6007 o3urd

= : TSN QI &7 | THET01¢° T - : > : [L91] 3007 /7 3 o3z

= : TWEW {9)°) - : : : [£1] 5007 /5 32 =ooly

2 = %%£9°0 - = = : [££1] §00T Fureey

= - %ET 0 % STI0 0T FOTE = S S (s8] LOOT P IR Tg

= ; - - - To I 0 i3 [69] 5007 /7 32 9o

%170 %10
2 = %UOIOWRENT | o470 [oueEny - [OIIBAIED [CITBAIED = [1€1€00T /2 32 1oy
T/ TH/EWCT)
z = - - - [QIDEAIE]) E[OJEIE)) : [o£ 111007 /2 32 IEYOUER]
= : - - - 2% £0°0 : [101] 6661 TemmEy
()
AND o AND 1) () 71 AND o 71
uLiyy apjoars
UOSTEWIG IO} WRIYUDMOID WSy g mssunpuef smwndy [ T sInAnY
"831J041D

9p 19 WAYL ap sa]]anuassa sajiny sap sanbifuoynue sangwered sep uosiesedwo) : TTIAXXX oU NeajgeL

158

Discussion



4.2.1.3. Discussion sur la comparaison in vitro de P’efficacité de notre gel buccal et

celle du Miconazole

a. Discussion sur la comparaison de 1’activité anti-fongique

L'activité antifongique de ces huiles était testée et comparée a l'activité antifongique du Miconazole

en utilisant la méthode de microdillution.

L’efficacité de I’huile essentielle sur les souches fongiques utilisées était déterminée par 1’observation
d’une croissance de levures ou de leurs inhibitions, apres une incubation de 48h.

Notre gel était aussi efficace que le Micaonazole sur toutes les souches testées, le résultat annoncé était
une croissance non denombrable sur le témoin et sur le gel base « excipent », et une inhibition totale
(on/off) sur notre gel et sur le Miconazole.

Labib et al avaient préparé un gel a base d’huiles essentielles de Thym (a chémotype thymol) et de
Girofle, et se sont intéressés a la mucoadhésion, qui d’aprés eux constitue un parametre important pour
la rétention in vivo de la préparation dans la cavité buccale, ce qui augmenterait et prolongerait
I’efficacité du gel [123] .

Bakhshi et al ont comparé une solution aqueuse d'ail en essai clinique randomisé en double aveugle,
avec un bain de bouche a la Nystatine chez les patients atteints de candidose buccales. Aprés une
application locale de quatre semaines des deux solutions par voie orale, trois fois par jour, les
chercheurs ont remarqué que les parameétres cliniques s’étaient considérablement améliorés chez les

deux groupes de traitement, de facon significative [18].

Dans une autre étude, I’huile d’origan était incorporée a un conditionneur, en essai clinique, et a permis
la réduction du nombre de levures comparées au témoin. L’effet antimicrobien de 1’huile serait basé
sur I’inhibition de la germination et la formation de filaments du Candida, en présence du carvacrol et
du thymol [177].

b. Discussion de la comparaison de I’efficacité anti biofilm

Les biofilms prothétiques sont trés structurés et complexes , formés par des communautés de
microorganismes d’une méme espece ou d’especes différentes maintenues dans une matrice
polysaccharidique autoproduite qui se développent a la surface de la muqueuse orale et de la prothese
dentaire .Le Candida albicans, levure décrite comme étant une souche invasive, produit plus de
biofilm en termes de poids sec avec une architecture plus complexe comparé aux autres Candida
glabrata, et C. tropicalis ;moins de 10% des souches de C. albicans en produisent contre 80 % des

souches non albicans [3].
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Les levures comprises dans un biofilm réagissent differemment des souches planctoniques (libres), par
leur architecture cellulaire dense, une sécrétion significative des molécules du « Quorum Sensing » :
dont le farnésol qui inhibe la formation des filaments tandis que le tyrosol la stimule, ces deux activités
sont nécessaires a la croissance et a la maturation des biofilms [3], I'activité de la pompe d'efflux, les
cellules persistantes, la présence de la matrice extra-cellulaire, les réponses au stress et la surexpression

des cibles du médicament [200].

En fournissant aux micro-organismes la capacité de communiquer et de coordonner la croissance de
leur population par I'intermédiaire de la sécrétion des molécules de signalisation, la densité cellulaire
peut étre considérée comme une clé du processus de détection du « quorum sensing » ou on identifie
le farnésol comme molécule qui inhibe le stade de transition hyphal de C. albicans et augmente
I'adhésion [185]. Le tyrosol étant la deuxiéme molécule du « quorum sensing » identifiée dans le C.
albicans, favorise la formation des tubes germinatifs, améliore la phase initiale de formation du
biofilm, et peut également inhiber I'activité du farnésol, contrélant ainsi I'activité des cellules de la

population.

Le biofilm prothétique débute sa formation dans les deux heures qui suivent I’insertion prothétique en
bouche, et il est mature au bout de 72 heures (entre 2 et 7 jours)[152, 202]. A deux jours de I’insertion,
le biofilm prothétique est installé, Merdes rapporte une présence bactérienne de Streptococcus sp,
Staphylococcus sp et Neisseria, avec une colonisation des prothéses par les levures était notée a J7
[152].

Les multiples facteurs spécifiques du biofilm précédemment cités contribuent simultanément a la
résistance des levures aux antifongiques a travers différents mécanismes, en effet tous les types de
biofilms fongiques ont des propriétés distinctes de celles des cellules de levure planctoniques et
augmentent la résistance aux antifongiques jusqu'a 1000 fois[185, 203]. La découverte de nouvelles
stratégies pour surmonter ces communautés microbiennes avait donc fait l'objet de recherches

approfondies.

Précisant-le, un produit antimicrobien n’est pas forcément un produit anti-biofilm, les communautés
de levures disposées en biofilm sont connues pour étre resistantes aux produits antifongiques, en raison
des facteurs susmentionnes, et donc si notre produit s’est avéré étre un antifongique efficace, nous
devions tester son efficacité sur un biofilm a Candida albicans formé sur des échantillons de résine
acrylique. Nous avons tenté de reproduire un biofilm a Candida albicans in vitro, sur des spécimens

de résine acrylique plongés dans un bouillon de culture afin de booster les levures.
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L’huile essentielle de girofle a également montré une excellente activité antimicrobienne dans
les études, I'eugeénol représente un composeé bioactif trés intéressant a large spectre contre les cellules
planctoniques et sessiles appartenant a des microorganismes pathogenes humains [138].

Des produits desinfectants comme les bains de bouche permettaient I’inhibition de 1’adhérence des
Candida albicans et sont préconisés dans le nettoyage des prothéses [110].

Les antimycosiques doivent étre reéserves au traitement des patients infectés : ils sont moins actifs
contre les biofilms a Candida sp que sur les levures en suspension et ils pourraient provoquer
l'apparition de souches résistantes s’ils sont appliqués tous les jours sur les prothéses dentaires pour
prévenir la colonisation par les levures.

Serra et al a pu montrer par son étude, que plusieurs huiles essentielles commerciales, et le linalol, le
Triclosan et la Chlorhexidine avait une activité antifongique contre les C. albicans planctoniques, et
que seulement quelques composés : Chlorhexidine, cannelle, linalol, géranium, étaient également

actifs contre les biofilms a C. albicans, qui sont habituellement difficiles a inhiber efficacement [203].

Sur la base des problémes évoqués ci-dessus en ce qui concerne le traitement antifongique, I'une des
options est la combinaison de médicaments. L'utilisation de plus d'un médicament peut accroitre
I'efficacité en raison de la possibilité d'agir sur plus d'une cible ; en outre, la toxicité est réduite puisque

les concentrations utilisées sont moindres [200].

Le biofilm que nous avons tenté de reproduire est un biofilm a Candida albicans, qui differe de loin
du biofilm prothétique, constitué de plusieurs bactéries Gram positif et négatifs, de bacilles et de
levures Candida sp, c’est la raison pour laquelle des études in vivo sur I’efficacité anti-biofilm sont

nécessaires plus poussées, afin de confirmer cette efficacité.

Les molécules de source naturelle a activité antifongique sont également décrites comme ayant une
activité synergique in vitro avec celle de I’antifongique, réduisant la concentration des deux
substances. L'utilisation de la substance naturelle avec des antifongiques médicamenteux a permis
d'inhiber les pompes d'écoulement et la morphogenése chez C. albicans résistant aux Fluconazole et

de potentialiser son action[200].

Gebremedhin et al ont aussi démontré 1’efficacité du Miconazole contre un biofilm a Candida
albicans développé sur des disques de résine poly-méthacrylate de methyle thermo durcis et traités au
Miconazole (0,5 - 96 pg/mL), par la méthode de micro dilution. La CMI du Miconazole variaient de
0,016 a 32 pg/mL, et l'inhibition la plus élevée était observée a 96 pg/mL de Miconazole[94]. Une
forte inhibition du metabolisme de C. albicans et un effet destructeur ont été prouves pour le
Miconazole CMlso = 19,72 pumol /L [106].
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Namala et al se sont intéresses a I’effet des nettoyants pour prothéses dentaires a base d'extraits
végétaux de thym sur les caractéristiques physiques et superficielles des résines de base des prothéses
dentaires, et a pu conclure que le nettoyant pour protheses a base d'huile essentielle de thym avait
preservé |”état de surface des résines de base des prothéses mieux que les autres nettoyants disponibles

sur le marché qui présentaient une rugosité de surface plus élevée [160].

De nombreux efforts ont été déployés pour découvrir de nouveaux composés antimicrobiens provenant
des plantes. L'utilisation de médicaments a base de plantes médicinales & une longue histoire dans la
population mondiale dans le traitement de différentes maladies. On a découvert que de nombreuses

plantes possédaient des propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydantes.

Une autre étude déclare que les huiles essentielles de Origanum vulgare (a chémotype thymol ou
carvacrol) et de clou de girofle sont des agents antifongiques puissants contre les espéces orales de
Candida, et qu’ils peuvent étre utilisés séparément ou en synergie contre la stomatite prothétique. Les
échantillons frais de 1’origan ont donné de meilleurs résultats que les échantillons stockés, et les deux
huiles ont montré une meilleure activité antifongique que la Nystatine, Amphotericine B et le

Fluconazole [26].

4.2.1.4. Discussion sur la toxicité cellulaire de notre gel buccal

Dans notre étude, le gel buccal préparé a partir des huiles essentielles de T.fontanesii et de
S.aromanticum était non toxique sur les cellules du conjonctif de la muqueuse orale humaine :les
fibroblastes gingivaux, ce qui rejoint I’avis de plusieurs chercheurs, par le fait que les doses employées
sont nettement inférieures aux doses toxiques.

Liu et al. [130]ont affirmé que la dose semi 1étale d'un produit naturel isolé a partir d’une plante
aromatique était beaucoup plus élevée que la dose quotidienne administrée pour les expériences
d'efficacité pour le traitement des infections a Candida.

Peu d’enquétes ont étudié les effets cytotoxiques de ces huiles ; selon une étude sur d’autres huiles
essentielles de la cannelle et du géranium comportaient une cytotoxicité dose-dépendante et
temporelle, réduisant de moitié la prolifération des fibroblastes a des concentrations inférieures a leurs

CMI (concentrations inférieures a celles requises pour inhiber la croissance de C. albicans) [203].

Selon I'Organisation de Coopération et de Développement Economiques, une huile est considérée
comme toxique si sa Dose Létale par voie orale (DLsp) se situe entre 300 et 2000 mg / kg. La toxicité
pourrait étre due a la haute biodisponibilité des composés toxiques ,plus particulierement des
composés phénoliques, avec un accent particulier sur le thymol et le carvacrol ou ces deux constituants

présentent un degré de toxicité éleve [206].
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Lee et al ont étudiés la toxicité d’un gel mélangé a 1’huile de girofle sur des cellules fibroblastes de
souris, et ont conclu que son utilisation en tant qu’agent antifongique était sans danger a la
concentration 0,313% [128].

L'huile essentielle de clou de girofle est généralement reconnue comme une substance sans danger
lorsqu'elle est consommeée a des concentrations inférieures a 1500 mg / kg. D'autre part, I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) a établi que la quantité journaliére acceptable de clou de girofle par jour
est de 2,5 mg / kg de poids chez I'nomme [61]. L'eugénol est facilement absorbé lorsqu'il est administré
par voie orale, atteignant rapidement le plasma et le sang avec des demi-vies moyennes de 14 ha 18 h
[61].

Il convient de préciser que certains résultats déclaraient que les huiles essentielles étaient cytotoxiques,
il s’agit 1a d’un test de cytotoxicité réalisé généralement en culture 2D (deux dimensions : culture en
couches de cellules unitaires bidimensionnelles cultivés sur une surface artificielle plane, de type boite

de Pétri ou plaque de culture cellulaire), et donc qui differe complétement des conditions in vivo.

La concentration optimale des huiles de thym et de clou de girofle était déterminée par une évaluation
de la sécurité, qui représentaient une faible CMI et un faible taux de CMF. Pour ces huiles naturelles,
outre leurs effets antimicrobiens sur C. albicans de la flore buccale, d'autres études devraient étre porter
sur I'analyse de leur efficacité contre les bactéries, ainsi que sur I'évaluation de I'innocuité in vivo , afin

de mettre au point un produit naturel inoffensif et antimicrobien.

4.3. Validité interne : Biais et limites de notre étude
Le questionnaire était facile dans la compréhension, évitant ainsi le biais d’information, une

explication était fournie pour les questions difficiles a comprendre par les personnes agées (peut étre

ignorantes), et les questions ne sollicitaient pas la mémoire ni le passé lointain.

4.3.1. Points forts de notre étude

- Notre échantillon de 78 patients était exhaustif, tous les patients édentés totaux appareillés,
présentant une SP et en bonne santé, étaient recrutés sur trois années de recherche consécutives,
ce qui correspond aux modeles de grands échantillons de 30 a 50 patients selon les écoles.

- La facilité clinique du diagnostic de la stomatite prothétique.

- La standardisation des techniques d’identification des levures.

- La normalisation des méthodes d’obtention des concentrations minimales inhibitrices et
fongicides.

- La réalisation de I’ensemble des manipulations par le méme investigateur éliminant un biais de

mesure.
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- L’utilisation des appareils calibrés.

4.3.2. Points faibles de notre étude
- La présence d’un biais de prévarication qui est inévitable en raison des questions a visée subjective
et non objective, les patients peuvent par omission involontaire voire par mensonge donner de

fausses déclarations au sujet de 1’hygiéne, du port nocturne, et de la conservation des prothéses.

- Le peu d’études expérimentales qui se sont intéressées au Thymus fontanesii (plante endémique

a I’Algérie) nous a limité dans la comparaison de nos résultats.

4.4, Validité externe

On peut juger que notre étude possede une validité externe car nos résultats se rapprochent des
résultats publiés a 1’échelle internationale.

Dans la revue de littérature, la plupart des travaux des essais thérapeutiques in vitro, leur
méthodologie était semblable & celle de notre étude, idem pour le critére de jugement mesuré sauf

pour quelques études qui différaient.
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Etude comparative de Ueffet antifongique entre I’association Carvacrol - Eugénol et le

Miconazole contre la stomatite sous prothétique chez ’édenté total appareillé

5. Recommandations
Thérapeutigues de la
Stomatite Prothétique
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La stomatite prothétique est une maladie qui nécessite une attention particuliere de la part des patients
porteurs de prothéses eux-mémes ainsi que des praticiens, en leur introduisant un programme

spécifique d'éducation thérapeutique [119].

Nous avons pensé a des recommandations préventives et curatives qui peuvent s’intégrer durant les

différentes phases du plan de traitement prothétique (Figure n°91)

Prise en charge de la Stomatite Prothétique

Curative
Préventive

Curative Préventive

Pré-prothetique Per -Prothétique Post- Prothétique

Phases de la thérapeutigue prothétique

Figure n°91 : Indications du traitement et de la prévention de la stomatite prothétique durant les phases du
traitement prothétique.

5.1. Recommandations préventives au patient de la stomatite prothétique
Les praticiens devraient donner des instructions adéquates au patient, en matiére de soins a domicile

lors de la mise en bouche de la prothese, ainsi que des rendez-vous de contrbles réguliers pour une
adaptation optimale, une évaluation des lésions buccales et de la perte osseuse, et pour évaluation de

I'état de santé bucco-dentaire.

La prévention s’établit a la phase du traitement per-prothétique et post-prothétique :

5.1.1. Lors des étapes de la réalisation prothétique
- Enregistrement precis des empreintes des tissus supports sous pression occlusale.

- Etablissement d’une occlusion équilibrée en relation centrée.

- Absence de contact des dents antérieures.

- Thermo-polymérisation des bases en résines, et réparation des fractures avec une résine
thermo-polymérisée.

- Traitement et/ ou équilibration de toute maladie systémique sous-jacente (Diabete)

- Sevrage du tabagisme.
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5.1.2. Consignes post- prothétiques
- Adopter une hygiéne bucco-prothétique méticuleuse, par un nettoyage (brossage) régulier des

prothéses dentaires aprés chaque repas avec une brosse a prothése douce (renouvelable tous les
trois mois) et du savon neutre.

- Désinfection des prothéses dentaires en les trempant toute une nuit dans des solutions
nettoyantes ou des bains de bouches contenants du peroxyde alcalin ou du gluconate de
chlorhexidine, ou en les immergeant dans de 1’hypochlorite de sodium a 0,05% pendant 10
minutes, 10 gouttes d'eau de Javel dans un contenant de 500 mL rempli d’eau.

- Retrait des prothéses amovibles pour au moins huit heures par jour (repos pour les tissus) en
les conservant au sec dans des boites réserveées.

- Désinsertion des protheses de la bouche en utilisant une serviette jetable et lavage minutieux
des mains apres la manipulation des prothéses, et plusieurs fois par jour.

- Brossage doux du palais avec une autre brosse a dent souple, en utilisant des mouvements de
vas et vient, de gauche a droite et d’arriére en avant pendant 1 minute, en plus d’un massage
de 15 & 20 minutes par pression croissante (stimulation de la kératinisation).

- Désinfection des brosses au micro-onde en les trempant, une fois par semaine, dans un verre
d’eau pendant 1 minute a 600 watts, ou 30 min dans un bain de bouche habituel.

- Désinfection des prothéses amovibles par irradiation au micro-ondes pendant trois minutes a
650 W, trois fois par semaine, en immergeant la prothése dans 200 mL d'eau [76].

- Désinfection des prothéses amovibles par Thérapie Photodynamique Antimicrobienne (TPA)
qui active un colorant spécifique photosensibilisateur, par une source lumineuse (400-700 nm)
produisant des molécules réactives de I'oxygene mortelles pour les microorganismes[1].

- Désinfection des prothéses, chaque année par un dentiste, en utilisant des nettoyants soniques
pour minimiser le biofilm accumuler par le temps.

- Prévision des visites régulieres chez le dentiste, chaque année.

- Rebasage des prothéses afin de diminuer les traumatismes causés par celles-ci.

- Renouvélement des prothéses acryliques tous les 5ans, aucune prothése amovible n’est

définitive, il s’agit d’une prothése d’usage.
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5.2. Recommandations curatives au clinicien de la stomatite prothétique
Une approche thérapeutique globale est nécessaire pour traiter la stomatite prothétique, sa prise en

charge est curative durant la phase thérapeutique pré prothétique.

Dans la plupart des cas, I'élimination des facteurs traumatiques, des mesures d'hygiéne bucco-dentaire
adéquates et I'administration de médicaments antimycotiques locaux permettent la guérison des lésions
inflammatoires.

Selon les nouvelles données, avant de prescrire un traitement médicamenteux, il faudrait éliminer les
facteurs responsables de la stomatite prothétique en optimisant 1’hygiéne buccale et en ajustant les
protheses. Le traitement antifongique seul ne serait pas efficace sans 1’adoption des mesures d’hygiene

buccale et prothétiques.

= Une mise en condition tissulaire, avec adjonction ou non de produits antifongiques.

= Rebasage ou réfection des protheses existantes, avec rééquilibration occlusale ou un
remontage des dents.

= Renouvellement du traitement prothétique si nécessaire, ou encore envisager la réalisation
d’une prothése implanto-satbilisée.

= Prescription des antifongiques topiques comme :

o Nystatine 100 000 unités/g en creme : application sur la 1’intrados de la prothése trois
fois par jour, pendant 15 jours. Ou en suspension orale 100 000 unités/mL, pour
immersion de la prothese pendant la nuit.

o Fungizone 10% suspension buvable : trois applications par jours, en bain de bouche
pendant 15 a 21 jours.

o Miconazole 2% gel buccal : une application sur la muqueuse palatine et sur ’intrados
prothétique trois fois par jours pendant 21 jours.

= L'administration systémique de capsules de Fluconazole (50 mg par jour pendant 14 jours) ou
de capsules d'ltraconazole (100 mg par jour pendant 15 jours) sont utilisés qu’en dernier
recours, ou chez un patient immunodéprimé avec stomatite dentaire récidivante.

= Controler I’état de surface de la base de la prothése (présence de porosités)

= Un traitement préventif par les antifongiques est recommandé aux patients immunodéprimés

tels que les cancéreux sous chimiothérapie.
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La conduite a tenir devant les types de la stomatite prothétique est la suivante (cf. Tableau n° XXXIX)
Type | : essentiellement traumatique = pas d’antifongique

Type Il : prescription d’antifongiques > éviter a tout prix la progression de la lésion vers le type IlI
Type 111 : renouvellement prothétique systématique - la prothése constitue un réservoir de germes

difficile a détruire.

Tableau n°XXXIX: Propositions (recommandations) thérapeutiques selon les grades de la stomatite

prothétique.
Types de Patient sain Patient immunodéprimé
SP Prothese en bon état | Prothése en mauvais état (sous chimio, HIV)
-Motivation aux mesures -Application des mesures - Application des
d’hygiene bucco- prothétique d’hygiéne buccalE. mesures d’hygiéne
-Retrait nocturne + Conservation - Déconseiller le port bucco-prothétique.
Typel ausec. \ prothétique et renouvellement o
Désinfection des protheses. des prothéses. -Prescription
d’antifongiques > Reévaluation  g>aptifongiques > antifongique local
Réévaluation
-Motivation aux mesures -Application des mesures
Tvoe Il d’hygiéne bucco- prothétique. d’hygiéne buccale. -Prescription
yp - Désinfection des protheses. - Déconseiller le port d’antifongiques
-Retrait nocturne + conservation prothétique et renouvellement  topiques et per os.
ausec. _ _ des prothéses.
- Prescription d’antifongique - Prescription d’antifongique
local pdt 3semaines local pdt 3semaines
Type Il - Motivations a toutes les mesures bucco-prothétiques -Orientation spécialisée

-Prescription d’antifongique local pendant 3semaines
-Renouvellement systématique des prothéses quel que soit son état.

-S’il y a récidive, demander une sérologie, et rechercher une maladie

systémique (diabéte)

du patient (Gastro-
Entérologie, Infectieux)
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Etude comparative de Ueffet antifongique entre I’association Carvacrol - Eugénol et le

Miconazole contre la stomatite sous prothétique chez I’édenté total appareillé
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Conclusion

Les prothéses completes constituent des corps étrangers placés dans la cavité buccale qui sont
généralement acceptés par les tissus dans une large mesure qui est surprenante. En méme temps, il
convient de préciser que les protheses complétes ne sont pas des dispositifs inoffensifs comme nous
pensons souvent étre, le succés d’un traitement par prothése compléte exige du patient non seulement
une habileté mécanique et la compétence, mais aussi une connaissance de la part du praticien de la
physiologie et de I’anatomie, ainsi quune comprehension des changements pathologiques possibles

qui risquent survenir apres le traitement.

A travers cette étude, nous avons rencontré une prévalence de la stomatite prothétique qui nous
interpelle (32,8%), malheureusement ce probléme de santé¢ public n’attire pas trop 1’attention des
professionnels, puisqu’il n’existe pas un consensus sur la prise en charge ou sur la prévention de cette
Iésion candidosique souvent récidivante. VVoila pourquoi il est du devoir du praticien de sensibiliser
davantage les patients au suivi du traitement prothétique par les visites périodiques. Le Candida

albicans était isolé sur 59% des protheses maxillaires.

L’application des substances non synthétiques et complétement naturelles, telles que les huiles
essentielles, peut étre suggérée comme une alternance prometteuse pour le traitement des stomatites
prothétiques. Considérant la résistance croissante des champignons contre les agents antifongiques, la
formation de biofilms Candida et I'attitude généralement positive des patients pour le traitement a base
de plantes, les produits naturels pourraient étre les substitutions alternatives de substances chimiques

avec moins d'effets indésirables sur les humains.

Effectivement, les huiles essentielles de thym (récolté dans la région de Tlemcen) et de girofle
étudiées dans notre travail de recherche sont dotées d’un puissant effet antifongique puisqu’elles ont
démontré des concentrations efficaces et minimes de I’ordre de 0,125 pL.ml%/0,5 pL.ml?
respectivement sur le Candida albicans. Parallelement notre « gel CMF » qui est constitué de ces
huiles essentielles était aussi efficace sur le Candida albicans, que le Miconazole, le Gold Standard
des traitements antifongiques. Par ailleurs, nous avons pu prouver que cette préparation de gel était

non toxique sur des cellules humaines.
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Cependant, d'autres recherches sont nécessaires dans ce domaine afin de clarifier le mécanisme
antifongique de ces extraits dans des conditions différentes. De plus, d'autres études cliniques sont
nécessaires avant leur utilisation. L'opinion actuelle est que pour leur emploi sécuritaire, il est
important d'avoir des préparations normalisées de médicaments a base de plantes médicinales, qui

peuvent étre moins toxiques que beaucoup de médicaments synthétiques.

Les produits naturels ont un effet antimicrobien aujourd’hui reconnu in vitro, et méme clinique
pour certaines huiles essentielles, par le biais de nos recherches fondamentale et pré-clinique
(expérimentations au laboratoire) qui constituent des étapes préliminaires d’une recherche avancée, il
sera souhaitable d’envisager plus d’essais cliniques in vivo (sur modele animal) et /ou sur patients, afin

de confirmer leur activité fongiotoxique.

Perspectives

Ces résultats dans le domaine de la recherche des agents antimicrobiens naturels sont prometteurs et
offrent de nombreuses perspectives, il serait intéressant de poursuivre ce travail selon plusieurs axes :
» Perspectives d’action en santé publique :
- Etablir la prévalence de la stomatite prothétique chez un échantillon de patients plus exhaustif,
incluant des patients diabétiques, immunodéprimeés et méme institutionalisés.
- S’intéresser et s’occuper plus de la branche de la Gérodontologie dans notre pays.
- Apporter un certain intérét a la prothese compléte implanto-portée qui pourrait paraitre parmi
les solutions d’éradication de la stomatite prothétique puisque le traumatisme muqueux est
nettement réduit, méme si la formation d’un biofilm sur le titane des implants risque d’étre a

’origine d’une péri-implantite.

> Perspectives de recherche :
- Réaliser une étude comparative de la récidive des stomatites prothétiques aprés traitement
phytothérapique et traitement par agents médicamenteux.
- Prévoir dans la méme optique, des travaux in vitro plus pousses qui permettent de confirmer
I’inhibition de la formation du biofilm par les huiles essentielles et leurs efficacité anti-biofilm,
qui rappelons-le est indépendante de I’effet antifongique, une fois que celui-ci soit formé, afin

de développer un produit nettoyant pour prothéses dentaires a base de ces huiles essentielles.
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- Evaluer des effets synergiques possibles entre les HE et/ou leurs composants et entre les huiles
essentielles, et les molécules synthétiques.

- Moduler les volumes ainsi que les concentrations des huiles de thym et de girofle qui permettrai
de rechercher un synergisme avec des doses minimales.

- Etudier I’action préventive de ces huiles essentielles avant I’installation d’une stomatite
prothétique.

- Tester Iactivité anti-inflammatoire de ces huiles essentielles.

- Développer un produit phytothérapique aprés obtention d’une autorisation ministérielle et
éventuellement dépot de son brevet.

- Realiser un screening (criblage, trie) phytochimique des extraits des plantes afin de caractériser
les fonctions chimiques qui expliqueront I’effet thérapeutique. (Etablir une relation structure-
activité).

- Etudier la stabilité du gel buccal en temps réel afin de déterminer la durée de validité (date de
péremption) et les conditions de sa conservation.

- Entreprendre une étude de toxicité in vitro sur différentes lignees cellulaires et in vivo sur des
modeles utilisant les animaux, afin de déterminer les doses thérapeutiques, pour ensuite

pouvoir les tester en essai clinique sur patients.
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Etude comparative de Ieffet antifongique entre ’association Carvacrol - Eugénol et le

Miconazole contre la stomatite sous prothétique chez l’édenté total appareillé
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Annexe 1 : Formulaire de consentement éclairé

Centre hospitalo-universitaire Damerdji Tlemcen
Service de Prothese Dentaire

Formulaire de Consentement Eclairé

1. Théme de I’étude :

« Etude comparative de I’activité anti fongique de 1’association Carvacrol /Eugénol et le Miconazole contre la
stomatite sous prothétique chez I’édenté total appareillé »

Investigateurs :
Dr. Imane AZZOUNI

Maitre assistante hospitalo-universitaire - Service de Prothése Dentaire CHU Tlemcen
Pr. Noureddine SENOUCI

Directeur de These - Service de Prothese Dentaire CHU Oran
Pr. Djamila Bouziane

Co- directrice de Thése — Service de Parodontologie CHU Oran

2. Objectif de I’étude épidémiologique :

Ce projet a pour but I’identification de 1’agent microbien responsable de la 1ésion stomatite prothétique obtenu
a partir des prélévements des protheses dentaires de patients appareillés.

3. Les procédures auxquelles vous serez soumis pour cette étude :

-Lors de votre consultation, vous devenez participant de 1’étude si vous présentez les critéres d’inclusion.
-Votre participation est absolument volontaire.
-\Vous aurez a répondre a un bref questionnaire afin de recueillir des informations sur votre état de santé, la prise
de médicaments et le soin que vous prenez de votre prothése dentaire.
-La procédure de I’étude fait appel a :

v" Un examen clinique

v"Un prélévement mycologique des prothéses dentaires

v Des enregistrements photographiques du palais et des prothéses dentaires.
-A la fin de votre participation, nous procéderons a la réparation ou au renouvellement de vos prothéses.

4. Engagement des participants :

-Votre participation a ce projet sera connue seulement de la personne chargée de faire la collecte des
données.

-Celles-ci seront saisies sur un formulaire en utilisant un code d’identification.

-Lors de la publication des résultats, aucune information ne permettra d'identifier les participants.
-Vous n’encourrez aucun risque, puisque seul un prelevement sera effectué et des prises de
photographies de la lésion.

-Vous ne retirerez aucun bénéfice financier en participant a cette étude, mais les retombées sur
I'avancement des connaissances pourront profiter a vous et aux autres patients souffrant de cette Iésion
dans le futur.
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Consentement Eclairé Du Patient

Je déclare avoir lu et compris ce qu'on exige des participants, et c'est en toute liberté que j'accepte d'agir
comme sujet pour ce projet de recherche.

Une réponse satisfaisante a été donnée a toutes mes questions.

Je demeure libre de retirer mon consentement a tout moment, avant ou pendant le déroulement de la

procédure et ce, sans m'exposer a subir de préjudice.

Je certifie avoir accepté de me porter volontaire, et avoir signé ce formulaire en toute liberté, sans aucune

pression.

Signature du patient (e) : Signature du clinicien chercheur :

Témoin :

Date :
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Annexe 2 : Questionnaire d’évaluation d’une enquéte pré-prothétique

N° du patient : Date :

A. Données Anamnestiques :

1. Etatcivil :
NOM i, Prénom @..oeeevevceiceciecenenen
Sexe : Homme I:l Femme I:l
Age e,
Tranche d’Age : [40-50[ [__] [so-60f [ ]  [60-70 [ ] [70-80[ [_]
Adresse :....coeveeveevecvececennen Téléphone i.....ccoceevveieierinne

2. Motif de consultation :

Douloureuse Instable Ancienne Fracturée / Réparée

[ ] ] ] [ ]

3. Antécédents prothétiques :

e Ancienneté de la prothése : <10 ans|:| 10-20 I:l 20-30 I:l >30 ans|:|
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B. Données sur les habitudes de I’entretien bucco -prothétique :

4. Méthodes de nettoyage :

Ringcage de la Brossage de la Brossage de la protheése Trempage de la prothese
prothése 3 'eau  prothese 4 I'eau avec détergent dans., un desmfec.tarI\t
(Savon ou dentifrice) (Eau javel, comprimés)

[] [ ] [ ] [ ]

5. Fréquence d’entretien de la prothése :

Rarement (tous les mois) Souvent (chaque semaine) Régulierement (chaque jours)

[] L] []

6. Port nocturne de la prothése :

Oul Parfois NON

[ ] [ ] [ ]

7. Conservation de la prothese maxillaire :

Au sec Humide Dans un désinfectant (eau de javel, désinfectant)

L] ] []

8. Brossage du palais :

Ooul NON

[ ] [ ]
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C.

Données cliniques :

9. Grade de la stomatite : classification de Newton modifiée

I:l Type | : Pétéchies dispersées sur un ou plusieurs quadrants du palais

I:l Type Il : Erythéme diffus

I:l Type Il : Hyperémie diffuse avec hyperplasie

|:| Grade A :1a 2 quadrants du palais

|:| Grade B : 3 a 4 quadrants du palais

10. Caractéristiques de la stomatite prothétique : (possibilité de plusieurs réponses)

Douleur/ Brulure Erythéme Granulation Saignement

[ ] [ ] L] [ ]

11. Indication du traitement prothétique :

Prothése non renouvelée Prothese rebasée Prothese renouvelée

] ] ]
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Annexe 3 : Fiche de Diagnostic Mycologique

Fiche de Diagnostic Mycologique

Le théme : « Etude comparative de I'activité anti fongique de I'association Carvacrol / Eugénol avec le
Miconazole contre la stomatite prothétique »

1. Référence de I'écouvillon /Numéro du patient : ...........ccccoceevverceererennnennne.
2. Date du prélevement : ..o oeiireieenieeece ettt st

3. Nometprénom du patient : ..........cccooeeiiieiieecec et

4. Grade de la lésion :

Typel:  [] gradeA [ ]  eradeB

Type Il : I:l grade A I:l grade B
Type lll : I:l grade A I:l grade B

aon

5. Examen mycologique :

Examen directe : positif I:l négatif I:l

(Présence de pseudo-filament, ou de filament)

Culture sur milieu Chromogeéne : positive I:l négative I:l

(Présence de colonies > 10)
Identification :

Mono-espéce I:l Pluri-espéces I:l

Candida albicans I:l Candida glabrata I:l Candida tropicalis I:l

Candida dubliniensis I:l Canida Kruesi I:l Candida paraplosis I:l
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Annexe 4 : Composition et préparation des milieux de culture

A. Milieu de culture chromogéne pour levures Hichrom ® :Candida Differential Agar,
HIMEDIA™ M1297A, India

Présentation : poudre déhydratée.

Composition: _Péptone.........ooi 19
Extraitde levure ......................... 49
Phosphate d’hydrogéne dipotassium ..1g
Mélange chromogene ................... 7g
Chloramphénicol...................... 0,59
Agar... ..o 159

pH (225°C) 6,3+0,2
Préparation
42,72 g du milieu est dilué dans 1L d’eau distillée. Le mélange est porté a ébullition sans autoclavage.

Ensuite le milieu est coulé dans des boites de Pétri a une température de 45-50°C.

Ce milieu permet wun isolement et une identification présomptive des levures.

B. Milieu de culture pour levures Sabouraud / Chloramphénicol : Gélose MEDIA™ Certified
ISO 9001 : 2008

Présentation : poudre déshydratée

Composition : Dextrose............... 10g/L
Agar ...l 5¢/L
Peptone ................ 10 g/L

Chloramphénicol ....0,05mg/L
pH 5,6 + 0,2 a 25°C
Préparation du milieu :

42,5 g de milieu deshydraté est dilué dans un litre d’eau distillée stérile jusqu’a obtention d’une
suspension homogene. Le mélange est chauffé lentement en agitant fréquemment, puis est porté a
¢bullition jusqu’a dissolution compléte.

Le milieu est stérilisé a I’autoclave a 121°C pendant 20 minutes, puis répartit en tubes ou en bofites de
Petri.
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C. Bouillon de culture pour levures Sabouraud :Diagnostic Liofilchem® ITALY

Présentation: Milieu déshydraté

Composition : Caséine .............coevevennnn.. 59/L
Peptique des tissus animaux... 5 g/L
Dextrose.........oevevvinnnn.. 20 g/L

pH final 5,6 £ 0,2 a 25°C
Préparation: 30 g de poudre est mélangé a un litre d'eau distillée. Le mélange est chauffé jusqu’a

ébullition pour obtenir une dissolution complete. Lecontenu est distribué dans des récipients

appropriés et stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

A 1 it

NiCTome Candia Differe

—
- 5
-
i

Figure n° 92 : Milieux de culture utilisés dans notre I’étude,
(A) : Milieu chromogéne HiCrome HIMEDIA™, | aboratoire de Mycologie Médicale CHU Tlemcen.
(A) : Milieu Sabouraud chloramphenicol ™ MEDIA® , Laboratoire de Mycologie Médicale CHU
Tlemcen.
(B) : Bouillon Sabouraud, Diagnostic Liofilchem® , Laboratoire BIOS, Université de Reims.
(D): Milieu pour la culture cellulaire des fibroblastes gingivaux. Laboratoire BIOS, Université de Reims.

D. Milieu pour culture cellulaire :

Composition du milieu :

DMEM :Dulbecco's Modified Eagle Medium(GIBCO®)Low glucose Glutamax...... lg/L

Sérum de Veau Foetal (SVEF) ..o 10%
PENICIIIINEG. ..ottt 1% (100pg /mL)
SHIEPLOMYCING . ...vtteittt ettt e e et 1%
Amphotéricineg B ... ... 5 pg/mL
Acide ascorbique-2 phosphate ............ooviiiriiii i 50 pg/mL
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Code Code
FIH5-44 Cryplococcus neoformans 73533 {+] 21 Trichosporon spp
1370 w40 Cryplococcws unigufulafus F344T1 {+] 21  Trichosporon spp
7171 w40  Cryplococcus unigufulofs FI482 {+] 25 Trichosporon spp
F1F4-44  Cryplococcus neoformans F363-25  Trichosporon osahif
FlAF5-44 Crypfocoocus necformans FI&F0 w05 Condidag lusfonioe
F1620v05  Condido lusitonioe F3F1{+] 21 Trichosparon spp
F1é20¥ 40  Cryplococcus albidus 7373 {+#] 21 Trichosporon spp
F1&30w 03 Candido lusitanioe 73741 {+] 21  Trichosporon spp
71680 {4 05  Condida fropicalis FIF42-25 Trichosparon asohif
F1é40v 05  Condido lusitanios 73743-25  Trichosporon osahif
71661 w05 Condido lusitoniae 73751 {+] 21 Trichosporon spp
71882 w01 Condido sake 7733 {+] 21 Trichosporon spp
FIEF0 {4 05 Candlider fropicalis FIFET {+] 21  Trichosperon spp
F1&70 w05 Condido lusitonios 7742 {+] 25 Trichosporon spp
F1&0w40  Cryplococcus altbidus FIFE3 {+] 25 Trichosporon spp
FI&1 + 05 Condido guilliermondi FIT1{#] 21 Trichosperon spp
7171 w3 Condido lusitonioe FIFFI{+] 21 Trichosporon spp
F1&2v0]  Candido sake
FI704 - dd Cryplococcs neoformans FA000 - 04 Soccharomyces cerevisiae
FI1725-44 Cryplococcus neoformans 74020-04 Soccharomyces cerevisiae
FI734 - 44 Cryplococcus neoformans 74361 w40 Cryplococeus albidus
FI735-44 Cryplococcus neaformans 7371w 40 Cryplococcus albidus
Fl7ed - 44 Cryplococcus neoformans 4400-04 Soccharomyces cerevisiae
FIFES - 44 Cryplococcus neoformans 74420-04 Saccharomyces cerevisiae
Flird-44 Cryplococcws neoformans 74580v 40 Cryplococcus uniguffulatus
FlA75-44 Cryplococcus neoformans 45581 v 40 Crypiococcus unigufiuloius
F4570v 40 Cryplococous unigufiulofus

FEFG2-25 Trichosporon inkin 74571 w40 Cryplococous unigufiulois
FIFE3-25 Trichosporon inkin FALED v A0 Crypiococeus albidus
FI242-25 Trichogeoron asahif ;::,f’g[; Y ﬁ gr}"'ﬁﬂ - ﬁﬂm
73243 -25 Trichogporon asahii Y rypiococes e

) N FAFET v A0 Crypfococcus albidus
FI262 - 25 Trichogporon asahit TATT] v 4D C afbid
73363-25  Trichosoron asahi i [yplococcus abicks
F3342 - 25 Trichogroron asahii [73000- 04 Loccharomyces cerevisios
F3343 - 25 Trichosporon asahii F3020-04 Soccharomyces cerevisios
F332-25  Trichogoron asahii F3124-44  Cryplococous neofomans
73383-25  Trichogporon asahii 73125-44  Cryplococcus neoformans
73841 {4 21 Trichogporon spp FE134-44 Cryplococcus neafomans
738424 25 Trichogporon spp FE135-44 Cryplococcus neoformans
F3443-25 Trichogporon ashii F3144- 44 Cryplococcus neoformans
73851 {4 21 Trichosporon spp FIIEF-44 Cryplococeus neoformans

Présentation de la galerie Auxacolor 2 :

La galerie dispose de 16 tests biochimiques repartis dans des cupules, dont :

= 13 tests colorimeétriques comportant différents types de sucres : Glucose GLU(constitue le
témoin positif),Maltose (MAL) ,Saccharose (SAC), Galactose (GAL) ,Lactose (LAC),
Raffinose (RAF), Inositol( INO), Cellobiose (CEL), Trehalose (TRE), Adonitol (ADO) ,
Melezitose (MEL) , Xylose (XYL), Arabinose( ARA).
= Un test enzymatique hexosaminidase (HEX) permet la détection de 1’activité N-acétyl-

galactosaminidase.

= Et un test phenoloxydase (POX) permet de détecter I’activité phenoloxydasique ou de la

proline-arylamidase ( PRO).
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Annexe 6 : Procédure de ’Extraction des huiles essentielles

-L’extraction des huiles essentielles était entreprise par la procédure de I’hydrodistillation a I’aide d’un

appareil de type Clevenger, au laboratoire des « Produits Naturels », Faculté de Biologie , Tlemcen.

-Aprés que la plante Thymus fontanesii était séchée a I’ombre pendant quinze jours, fragmentée en
petits morceaux et pesée, elle était ensuite trempée dans un ballon a fond rond, rempli d’eau jusqu’au

trois quart.

-Le ballon était placer dans I’appareil de distillation sur le chauffe -ballon, dés que I’eau se portait a
¢bullition, 1’évaporation acheminait 1’huile volatile a travers le systéeme de refroidissement qui

condensait I’cau , la séparant ainsi de la couche de I’huile essentielle recueillie.

-La distillation était poursuivie pendant une durée de 2h30.
-Les boutons floraux séchés de Syzygium aromanticum étaient aussi pesés et broyés; la méme

procédure d’hydrodistillation était réalisée pour 1’extraction de 1’huile essentielle de Girofle.
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Annexe 7 : Protocole de I’analyse chimique par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a
la Spectrophotométrie de Masse « CPG-SM »

» Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

L’appareil est équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID), d’un injecteur diviseur et de
deux colonnes capillaires de dimensions (50 m x 0,22 mm ; épaisseur du film : 0,25 pm), apolaire (BP-
1, polyméthylsiloxane) et polaire (BP-20, polyéthyléne glycol).

e Conditions opératoires

-La température de I’injecteur et du détecteur est de 250°C

-La température est programmée depuis 60°C jusqu’a 220°C, a raison de 2°C/min

-Le gaz vecteur est I’hélium (0,8 mL/min)

-L’injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/60

-La quantité d’huile essentielle injectée est de 0,1 pL.

> Analyse par Spectrométrie de Masse (SM)

Les analyses étaient réalisées a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer TurboMass doté d’un
injecteur automatique et d’une colonne capillaire de silice fondue (50 m x 0,22 mm, épaisseur du film
0,25 um), BP-1 (diméthylpolysiloxane), couplé a un détecteur de masse Perkin-Elmer TurboMASS.
-Les molécules sont bombardées par un faisceau électronique de 70 eV, la détection se fait par un
analyseur quadripolaire constitu¢ d’un assemblage de quatre électrodes paralleles de section
cylindrique.

-La température de la source est de 250°C.

-Les spectres de masse obtenus par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse 40-400
Da.

-Le gaz vecteur est I’hélium (0,8 mL/min)

-La température linéaire est programmée depuis 60°C jusqu’a 220°C, a raison de 2°C/min, suivie d’un
palier de 20 min & 220°C ;

-L’injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/60.

-La quantité d’huile essentielle injectée est de 0,5 pL.
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Annexe 8 : Evaluation de ’activité antifongique des huiles essentielles de Thym et de Girofle

Méthode d’évaluation de I’activité antifongique des HEs par la méthode de diffusion sur disque :
méthode de I’aromatogramme

-Un disque de papier filtre de 6 mm de diametre, imprégné de d’huile essentielle (15 uL HE + 5 uL
de DMSOQ) de Thymus fontanaesii et de Syzygium aromanticum était déposé a la surface du milieu
gélosé dans des boites de Pétri, préalablement ensemencées en nappe avec 1 mL de suspension
microbienne préparé a partir d’une phase exponentielle de croissance et évaluée sur un
spectrophotométre & 0,12 -0,15, A =530 nm (10° UFC/ mL)

Placés en incubation a 30°C pendant 24h

-Les contrbles positif et négatif étaient représentés par des disques imprégnés de Fluconazole (25 ug)
et de DMSO (20 pL/disque)

-Tous les essais étaient réalisés en duplicata.

Méthode de détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI et de la concentration
minimale fongicide CMF des huiles essentielles :

-Dans une microplaque de 96puits a fond plat ( FALCON® ,USA), a raison d’une plaque par produit(
Thym, Girofle, Combinaison) , 100uL de chaque souche, était déposée dans les puits réservés aux
différentes concentrations.

-Une aliquote 1600 pL de chacune des souches, était ajoutée a la concentration de 0,250uL/mL d’HE
de Thym, qui représentait le palier maximal des concentrations testées, avec 0,2uL de DMSO.
-200uL de cette solution mére était placée dans les premiers puits réservé au palier maximal .

-100pL était distribuée en cascades sur le reste des puits ( dilution de %)

-Le controle négatif était représenté par le milieu avec DMSO,

-Le témoin de contrdle de la stérilité du milieu était le milieu seul.

-Les plaques étaient placées au frais a 4°C pendant 2 h pour assurer la diffusion des substances, et
incubées a 30°C pendant 24 h.

-Une concentration de 1 pL/mL était testée comme palier maximal pour I’HE de Girofle.

-La méme procédure de manipulation était effectuée pour I’huile de Girofle et la combinaison des deux
huiles.

-Un mélange a part égale des solutions meéres des huiles essentielles de Thym et de Girofle était testé

pour évaluer I’effet combinatoire des huiles.
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-Les essais étaient refaits trois fois en duplicata.

-La lecture de 1’absorbance était effectuée grace au lecteur de plaque ( SPECTROstar Nano)

-La plus petite concentration dont le puit ne montrait aucune croissance visible représentait la CMI.
-Les géloses étaient ensuite ensemencées avec 100pL du contenu des puits ayant une concentration >
la CMI, et incubées de nouveau a 30°C pendant 24h.

-la plus petite concentration dont la boite de pétri contenait au plus une levure sur 10 000 était qualifiée
de CMF.
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Annexe 9 : Pré formulation et Formulation du Gel buccal

« Les gels hydrophiles (hydrogels) sont des préparations dont 1’excipient est habituellement de 1’eau,
du glycérol ou du propyléneglycol gélifiés a 1’aide d’agents gélifiants appropriés tels que 1’amidon,

des dérivés de la cellulose, des carboméres ou des silicates de magnésium-aluminium »[%,

1. La pré formulation pharmacologique du gel buccal
La pré formulation consiste a étudier les caractéristiques physiques, chimiques et technologiques des
matieres premieres nécessaires pour etablir une forme pharmaceutique sure, stable et efficace.
Donc nous allons établir une carte d’identité des huiles essentielles pour définir leur solubilité,

sensibilité a la lumiere, au pH, a I’oxygene.

1.1) Huile essentielle de Thymus fontanesii (Thym)[60]

Le Thymol ou le Carvacrol étant les composés majoritaires.
Le Carvacrol, C10H140, 5-Isopropyl-2-méthylphénol.

Masse molaire : 150,2g/mol ; Liquide brunatre, pratiquement insoluble dans I’eau, trés soluble
dans I’éthanol a 96%. Conservation : récipient étanche, a I’abri de la lumiére

1.2) Huile essentielle de Syzygium aromaticum (Girofle) [60]

L’Eugénol étant le composé majoritaire :

- Solubilité : pratiquement insoluble dans 1’eau, facilement soluble dans 1’éthanol a 70% (01
volume d’eugénol est soluble dans 02 volumes d’éthanol), pratiquement insoluble dans le
glycérol, miscible a 1’éthanol a 96%, a I’acide acétique glacial, au chlorure de méthylene et aux
huiles grasses.

- Conservation : A I’abri de la chaleur, a I’abri de la lumiére.

2. Présélection des excipients
A partir des excipients nécessaires a la fabrication d’un hydrogel nous avons établi une liste des

excipients compatibles avec les deux huiles essentielles (Tableau n°® XXXX).
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Tableau n® XXXX: Tableau de sélection des excipient [192].

Nature du | Excipients Propriétés
produit
Emollient ; humectant.
Glycérol Soluble dans 1’eau, dans 1’éthanol 95%. Insoluble dans les solutions
= lipidiques, Hygroscopique.
§ Solubilité : miscible avec 1'¢thanol 95%, la glycérine et I’eau ; Non
% Propyléne glycol | miscible avec les huiles fixes, et dissous certaines huiles essentielles.
I Hygroscopique, sensible a la lumiére.
Liant, épaississant naturel.
Amidon Acidité- alcalinité : pH=5,5-6,5 pour une solution aqueuse a 2% poids
/volume a 25°C. Aucune incompatibilité.
Agent augmentant la viscosité, agent émulsifiant.
" Agent gélifiant : 0,5-2,0%
e Carbomer Acidité- alcalinité : pH = 2,7-3,5 pour une dispersion aqueuse 0,5% P/V,
& pH = 2,5-3 pour dispersion aqueuse 1% poids /volume.
o Soluble dans I’eau et soluble dans 1’¢thanol 95% et dans le glycérol apres
O neutralisation, Hygroscopique.
= Agent alcalinisant ; agent émulsifiant.
g Triethanolamine | Acidité/alcalinité : pH = 10,5 (solution 0,1 normale)
2% Solubilité : Miscible a 1’eau et a I’éthanol.
<3
Conservateur antimicrobien
Solubilité : miscible a 1’eau et au glycérol et au chlorure de méthyléene.
Ethanol Incompatibilité : Dans des conditions acides, les solutions d'éthanol
peuvent réagir avec des matiéres oxydantes. Les mélanges avec des
alcalis peuvent s'assombrir en couleur en raison d'une réaction avec des
quantités résiduelles d'aldéhyde. Les solutions d'éthanol sont également
incompatibles avec les récipients en aluminium.
% Solubilite : miscible avec les solvants polaires
S Incompatibilité : Dans les formulations pharmaceutiques, l'eau peut
<—>3 Eau purifiée ou | réagir avec les excipients qui sont sensibles a I'hydrolyse (décomposition
N distillée en présence d'eau ou d’humidité) aux températures ambiante et élevée.

3. Formulation Du Gel Buccal

Au cours de la formulation nous avions réalisé une succession de choix pour établir une formule

unitaire quantitative, définir la methode et les conditions de préparation, les articles de

conditionnement et les conditions de conservations.

En fonction des caractéristiques des huiles essentielles nous avons réalisé une succession de

choix afin de formuler un médicament efficace et stable.
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3.1 Choix de la forme galénique

Afin d’optimiser 1’action des huiles essentielles, la forme galénique dont I’application la plus
aisée, était choisie : celle du « Gel Buccal » qui permettait un dosage précis des principes actifs avec
un contact prolongé sur le site d’action, surtout que les muqueuses orales ont une meilleure capacité
d’absorption.

3.2 Choix de la formule gualitative

Le produit final se devait d’étre un produit de phytothérapie, cependant le but était de formuler un gel
a base d’excipient basique, sans utiliser beaucoup de produits chimiques, afin de rester dans le contexte

de produits naturels.

La formule du gel était choisie en fonction des caractéristiques des huiles essentielles (leur
solubilité et stabilité) et des caractéristiques des excipients gélifiants et émollients (leur solubilite,
compatibilité et pouvoir gélifiant) par conséquent les excipients sélectionnés étaient :

v" Amidon de Mais
v Glycérol
v Propyléne Glycol
v Eau Distillée.
L’ensemble de ces produits nous ont été fourni par une firme algérienne de renommée EL KENDI

Algérie, et n’ont pas nécessité de controle. Ces excipients ont démontré, dans les préparations
pharmaceutiques, leur stabilité et leur homogénéite.

3.3 Choix du conditionnement

Le conditionnement se doit d’isoler la préparation de la lumiere et éviter I’introduction de 1’air a
I’intérieur de la préparation. Le Tube en aluminium était le conditionnement choisi, operculé avec un
bouchon vissé.

3.4 Préparation d’un gel de base sans huiles essentielles

Un gel base a été formulé en premier, a partir des excipients seulement, afin de valider la consistance
du produit et puis de démontrer son inefficacité vis-a-vis des souches fongiques et son innocuité vis a
vis des cellules humaines.

3.5 Choix de la formule quantitative

La concentration de 1’agent antifongique retenue pour étre incorporer dans le futur gel était la
concentration minimale fongicide de la combinaison des deux huiles essentielles CMF, en effet nous
avons pris en compte 1’environnement buccal dans lequel sera placé le futur gel buccal qui risquerait
d’étre rapidement éliminé en présence de la salive d’une part et par le systeme d’épuration (ou de

desquamation) de I’épithélium oral, pour cela, nous avons opter pour une concentration plus
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importante que la CMI afin d’obtenir un effet antifongique maximal pendant la biodisponibilité du

produit dans la sphére orale.

3.6 Choix de la méthode de fabrication :

Les concentrations minimales fongicides trés faible des huiles essentiales nous avait amené a
proposer la méthode de fabrication décrite ci-dessous. La manipulation des huiles essentielles se

faisait a I’abri de la lumiére pour éviter toute dégradation.

Plusieurs formules étaient préparées en faisant varier les quantités des excipients dans la préparation.
Les préparations obtenues étaient examinées et sélectionnées selon leur consistance et leur aspect
visuel.

4 Préparation de la base du gel et du gel buccal fini

4.1 Préparation du gel base : Mélange des Excipients

Les ingrédients étaient pesés avec précision et préparés au préalable. La quantité d’amidon était
dispersée en premier dans 1’eau froide, le glycérol était ajouté en mélangeant le tout manuellement. La
préparation était ensuite chauffée jusqu’a 100°C sous agitation réguliére et continue 4000trs/mn. La
gélification du mélange était obtenue apres refroidissement, et du propyléne glycol était ajouté a I’abri
de la lumiere sous agitation manuelle. Au final nous avons obtenu un gel base de consistance

Iégerement épaisse, qui coule lentement, de couleur blanche opaque et sans odeur particuliére.

4.2 Préparation du gel buccal avec les huiles essentielles

La méme procédure de préparation était adoptée pour la préparation du gel buccal incorporé d’huiles
essentielles ; dont la quantité était calculée a partir de leur concentrations minimales fongicides, en
fonction du volume final du gel de base.

Les huiles essentielles étaient ajoutées au propyléne glycol en mélangeant, afin de les solubiliser en
premier, puisqu’elles sont lipophiles. Puis ’ensemble était mélangé a la préparation initiale du gel
base.

Plusieurs essais ont été effectués pour determiner le volume final, et la quantité des ingrédients de la
base, afin d’éviter tout phénoméne d’absence de gélification, de déphasage ou d’apparition de
grumeaux.

Le produit était conditionné dans des tubes en aluminium operculés avec bouchon en plastique et

conservé pour une période de trois semaines (dans I’attente des tests de conservation)
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La formule quantitative unitaire (pour un seul tube) n’a pas était communiquée dans ce travail, en
raison de la constitution d’une demande d’acquisition de la propriété intellectuelle de ce produit

« Gel buccal ». Cependant, la formule qualitative est précisée dans le Tableau n°_XXXXI.

Tableau n°® XXXXI : Composition du produit fini « gel buccal »

Constituants du gel buccal fini Composition
" Huile essentielle de Thym 8,6uL
8 @
S B
T Huile essentielle de Girofle 34,3uL
Amidon de malis
2 T QSP
3 ettt (Quantité Suffisante
;‘; Glycérol Pour un tube)
w Propyléne glycol
Volume total de gel base 68.6 mL
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Annexe 10 : Réalisation au laboratoire des pastilles en résine acrylique

Cette étape a eu lieu au laboratoire de Prothese Dentaire de la Faculté d’Odontologie de 1’Université
de Reims — Champagne Ardenne.

1. Confection des pastilles en résine :

-Deux plaques de cire de 1,5m de diametre ont été accolées avec une source de chaleur,

-La cire a été découpée en petites pastilles, en forme de disques avec 2 surfaces planes, a I’aide d’un
emporte-piece en cuivre (confectionné a cet effet) ayant un diamétre de 12mm £ 0,Imm et d’une
épaisseur de 3mm £ 0,1 mm.

-Apres vérification de leur standardisation, les lamelles en cire ont été mise en moufle et ébouillantées.

B ProBase®
StandardHléﬁ 1

ivoclar .
A vivadeni:

R G technical

Figure n° 93 : Résine thermo polymérisable qui a servie a réaliser les pastilles.

-La résine méta-acrylate ProBase® Hot Acrylic Resin « lvoclar Vivadent Inc » a été préparée selon

le dosage du fabricant : 10 mL de monomere pour une dosette de polymere.

-Les moufles ont été bourrées de résine, passés sous presse manuelle, puis placé dans un
polymeérisateur a bain marie pendant 4h40 a 90°C, pour cuisson.

-Un dégrossissage a été entrepris afin de supprimer les bavures périphériques avec une meule en
carbure de tungstene montée sur piece a main, I’intrados n’a pas été retouché sauf en présence d’épines
ou de bulles.

-Une seule face a été polie, afin de simuler I’extrados prothétique, a I’aide d’une brosse a polir avec

de la pierre ponce, et a I’aide d’un feutre avec la pate Dialux.

-Les pastilles déformées et ne respectant pas la forme standard étaient retirées de 1’étude.

2. Désinfection des pastilles :

Les pastilles étaient stérilisées a 1’aide d’une lumiere ultraviolet activée dans un poste de sécurité

microbiologique (PSM) Steril-VBH™ 72 MP pendant 10min sur chaque face.
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Annexe 11 : Formulaire d’information et de Consentement éclairé du patient

Centre hospitalo-universitaire Robert Debré -Reims
Service de Médecine Buccodentaire- Chirurgie orale.

Formulaire d’information et de Consentement éclairé du patient

Je donne mon accord pour que des échantillons de la muqueuse orale me concernant puisent étre prélevés
et utilisés a des fins de recherche scientifique, et /ou pour le développement de produits qui pourraient étre

publiés.

J'ai bien compris que ma participation était volontaire et que je suis libre de modifier ou révoquer mon
consentement a tout moment sans aucune justification, sans que cela n'ait de conséquence sur mon suivi

médical.

J'ai pu poser toutes les questions a I'équipe médicale et m’assurer que les résultats et les informations

communiquées ne permettront pas d’identifier ma personne.

J'ai bien conscience qu’aucun bénéfice financier ne peut étre attendu des recherches scientifiques qui

pourront étre faites grace a mes échantillons.

Partie réservée au patient donnant son Partie réservée au médecin ayant donné
consentement : I'information :

Nom :

Nom et prénom :

Etablissement/Service :

Fait a:

Le:

Signature : Signature :

Annexe 11 : Formulaire d’information et de Consentement éclairé du patient 208



Annexe 12 : Culture cellulaire des fibroblastes gingivaux humains

Provenance des échantillons de la muqueuse :
-Les tissus gingivaux humains ont été obtenus en tant que restes de tissus provenant de donneurs

consentants en bonne santé systémique et parodontale.

e Culture primaire :

-Aprés une étape de lavage, la couche épithéliale du tissu gingival a été éliminée et le tissu conjonctif
a été coupé en petites tranches de 1 & 3mm, et placé dans une flasque de culture de 25 cm?( T25)
pendant 10 minutes a 37°C pour permettre a I'explant de sécher 1égérement, améliorant ainsi I’adhésion
des explants a la surface du culture.

-Apreés la fixation, le milieu de culture Dulbecco's Modified Eagle, enrichi de sérum bovin feetal (SVF)
et d’antibiotique, a été ajouté aux explants tissulaires et maintenu dans des conditions de culture

cellulaire, pendant au moins une semaine avant le renouvellement du milieu.

-Les conditions de la réalisation d’une culture cellulaire :
e Une oxygénation des cellules ( Oz =18% ,CO2 = 5% ), Un pH physiologique a 7,4, Une
température de 37°C , Une atmosphere humidifiée constante a 5%.
e L’ensemble des manipulations étaient effectuées en aseptise, dans une hotte a flux laminaire
-Les cellules migraient hors de I’explant pour coloniser la surface du flasque. Le milieu était ensuite

remplacé deux fois par semaine jusqu’a confluence, obtenue environ au bout de trois semaines.

e Culture secondaire : passage / repiquage ou mise en plague

Une fois a confluence, le milieu retiré, les cellules étaient trypsinisées avec de la Trypsine (EDTA,
GIBCO®,1,5 ml a 0,05%) 3ml pour une flasque T25, a 37°C pendant 5min.

-L’observation des cellules s’effectuait sous un microscope inversé a écran, ou 1’éclairage se trouve
au-dessus de la platine et les objectifs en dessous (grossissement x2, x4, x10, x 20)

-Les cellules étaient controlées au microscope afin de vérifier qu’elles étaient toutes décrochées du
fond de la flasque, pour étre transférées dans un falcon compléte par du PBS.

-Les falcons sont passer en centrifugation pendant 10min a 20°C a 500g maximum.

-Les débris ainsi que les cellules mortes se trouve dans le surnagent et le culot cellulaire est repris et
ensemencées dans des flasques de 25 cmz2 contenant du milieu DMEM préparé.

-Chaque passage correspond a environ une semaine de culture.
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-Les cellules étaient trypsinisées lorsqu’elles atteignaient 80% a 90% de confluence dans la boite de
facon a rester dans la phase exponentielle de croissance pour étre réparties dans les puits apres
comptage sur la lame de Thoma.

Comptage cellulaire a 1’aide de la cellule de numération Thoma :

-Une dilution au Y2 des cellules dans du bleu trypan était réalisée.

-Le bleu trypan étant un colorant expulsé activement des cellules vivantes, il est possible de
différencier ces derniéres des cellules mortes qui se teintent en bleu.

-5pL des cellules colorées au bleu de Trypan était déposée de part et d’autre sur la lamelle, le nombre
de cellules viables sur les deux carrées de la lame était visualisé sous microscope (a grossissement x
40)

-Le comptage cellulaire permettait de connaitre le nombre de cellules contenues dans une flasque mise
en culture. Les cellules sont dénombrées dans chaque carré de la lame. Le nombre total de cellules

dans le culot cellulaire était calculé grace a la formule suivante : [145, 166]

Cellules totales comptées: n1+n2

Nombre de cellules = x 10 000

Volume d'un carré x Nombre de carrés
Les cellules sont dénombrées dans chaque partie de la lame (n).

10 000 cellules / mL ont été placés dans les 24 puits d’une microplaque, a raison de 500mL par puit.
Les manipulations ont été refaites 3fois.

-Six souches de cellules fibroblastes gingivaux de six donneurs sains ( FGH1, FGH2, FGH3), étaient
réparties chacune dans une plaques de 24 puits.

-Les cellules étaient cultivées pendant 24h avant d’étre traitées par les produits.

Figure n° 94: Comptage des FGH sur la cellule de Thoma [64]
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Annexe 13 : Protocole des tests de Cytotoxicité

Evaluation de I’activité cellulaire par WST-1

Préparer et aliquoter (1mL) la solution de WST-1 (Cat. No. 11 644 807 001, Roche, distribué
par Sigma Aldrich). Si présence de particule dans le flacon, faire chauffer a 37°C jusqu'a
dissolution

Conserver a -20°C

En plaque 96 puits :

Oter le surnageant (le réserver pour dosage de la LDH)

Ajouter 110 pL du mélange : milieu de culture + WST-1 (ex : 10 mL de milieu + 1 mL de
WST-1)

Incuber a 37 °C jusqu’a obtenir un virage coloré du rouge vers le jaune/orange (a titre indicatif
50 min pour des ostéoblastes ou Saos-2, 20-30 min pour des MG-63)

Transférer 90 pL de surnageant en plaque 96 puits fond plat

Effectuer la lecture au spectrophotometre a 440 nm corrigée > a 750 nm

Témoin mortalité 10 ng/mL
Témoin viabilité cellules en culture basale

Blanc : milieu de culture + wst-1 (sans cellule)

Mesure de activité LDH dans les surnageants des cellules

Nous avons utilisé le Roche Cytotoxicity Detection Kit selon les recommandations du

fournisseur.

50pL de surnageant de culture ont été ajoutés a 50 uL de mélange réactionnel (Catalyst 1,1 pL,
Dye Solution 48,9 uL) reconstitué extemporanément. Les tests ont été réalisés en duplicata.
L’activité LDH dans les surnageants de culture a été évaluée en mesurant 1’absorbance a 492

nm avec correction a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre Fluostar Omega.
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Mesure de la quantité d’ADN

e L’ADN des fibroblastes était extrait en utilisant le MasterPure™ DNA purification kit
(Epicentre™ Biotechnologies, France) selon les recommandations du fournisseur.

e Dans les puits contenant les cellules encore congelées, 300 pLL d’une solution protéinase K et
de Tissue and Cell Lysis (1 uLL/299 uL) étaient déposés avant de subir 3 cycles d’incubation a
65°C pendant 15 min puis agitation (agitateur elliptique de 30 a 60 g) pendant 1 minute.

e 1uL microlitre de RNase A a 5 pg/uL était ajouté par puits a la solution précédente avant
incubation a 37°C pendant 30 min.

e Les plaques étaient ensuite placées a -20°C pendant 5 minutes.

e Les lysats étaient récupérés dans des tubes eppendorf de 1,5 mL, puis 150 uL de la solution
MCP Protein Reagent était ajouté et homogénéisé en vortexant a vitesse maximale (Grant
Instruments) pendant 10 sec.

e Une centrifugation a 13000 g a 4°C a été realisée pendant 10 min pour précipiter les
protéines.

e Les surnageants contenant les acides nucléiques ont été récupérés dans des tubes propres
contenant 500 pL d’isopropanol (Sigma-Aldrich).

e Ces nouveaux tubes étaient retournés 40 fois pour homogénéiser délicatement les produits

puis centrifugés a 13000g a 4°C pendant 10 min pour culotter les acides nucléiques.

e [’isopropanol était évacué par retournement et deux ringages des culots ont été effectués a
I’éthanol 70% (éthanol absolu (Groupe Brabant) dilué dans de I’eau Ultrapure® (Bertin
Pharma)). Apres évaporation du surplus d’éthanol, les culots sont repris dans 35 pL de TE
buffer. La quantité d'’ADN extrait a été évaluée en mesurant I'absorbance a 260 nm
(Nanodrop™, Thermo Scientific). La qualité de I’extraction était appréciée par la mesure du

rapport d'absorbance a 260/280 nm.

e Des valeurs supérieures a 1,8 sont considérées comme exploitables.
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Annexe 14 : Principes des colorations histologique et immunohistochimique

Apreés 24 heures d'incubation, des explants gingivaux de méme taille, traités ou non, ont été fixes dans
du formaline tamponnée (solution de formaldéhyde) au phosphate a 10 % (pH 7,4, a la température
ambiante) pendant 24 heures et de la paraffine incorporée apres déshydratation d'éthanol a I'aide d'un
processeur de tissus Excelsior Shandon (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Des coupes de cing microns d'épaisseur ont été realisées sur des échantillons enrobés de paraffine
entamées a 1’aide d’un microtome rotatif AP280, (Leica Microsystems®).

- Etude histologique : Coloration Hématéine Eosine Safran « HES » :

Protocole :

- Déparaffiner et réhydrater les coupes dans I’eau distillée.

- Trempage de la lame dans un bain Hématoxyline pendant 3-4 minutes
- Ringage a I’eau courante

- Traitement a 1’éthanol acide 0,3% HCI quelques secondes

- Ringage a I’eau courante

- Bain d’eau lithinée pendant 1 minute

- Ringage a I’eau courante

- Trempage dans une solution d’Eosine-Y pendant 30 minutes.

- Ringage a I’eau courante, puis déshydratation a l'alcool a 95° puis alcool 100°.
- Colorer dans le safran alcoolique 5 a 8 min.

Les coupes obtenues étaient ensuite observées au microscope optique.

- Etude Immunohistochimique par Coloration Caspase 3:

Apres déparaffinage, les sections ont été incubées avec le conditionneur cellulaire « Cell Conditioner
1» (EDTA, pH 8,4) pendant 64 min, puis inhibées par la peroxydase pré-primaire et incubées avec
I'anticorps primaire Caspase-3 (polyclonal lapin, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) a
une dilution 1:600 a 37°C pendant 32 min sur coloration automatisée BenchMark XT® (Ventana
Medical System).

Ensuite, la réaction de coloration a été réalisée avec le kit UltraView Universal DAB v3 (Ventana
Medical System, Tucson, AZ, USA).

La contre-coloration et la post-contre-coloration comprenaient de I'hématoxyline et un réactif de
bleuissement.

Les images ont éte prises a l'aide d'un iScan Scanner Coreo AU.

Annexe 14 : Principes de colorations histologique et immunohistochimique 213



Résumé

« Etude comparative de I’effet antifongique entre ’association Carvacrol -
Eugénol et le Miconazole contre la stomatite sous prothétique chez I’édenté

total appareillé »

La stomatite prothétique (SP), 1ésion fréquente chez 1’édenté total appareillé, causé par le Candida
albicans. En raison de la récidive et de la résistance connue aux antifongiques, nous tenterons de
comparer I’activité antifongique des plantes de thym et de girofle (contenant le carvacrol et I’eugénol)
avec celle du miconazole, et de déterminer leurs concentrations efficaces, par ailleurs la prévalence de
la SP ¢tait recherchée et I’agent causal identifié.

Materiel et Méthodes : La prévalence de la SP était calculée chez des patients recrutés au service de
Prothese Dentaire de Tlemcen. 78 frottis étaient réalisés sur les protheses maxillaires visant a
rechercher I’agent causal. Les huiles essentielles de Thymus fontanesii (Thym : plante endémique de
I’Algérie) et Syzygium aromanticum (Clou de girofle : Origine Indonésie) étaient obtenues par
hydrodistillation et analysées par CPG-SM. L’activité antifongique d’un gel préparé a base de leur
mélange était comparée a celle du Miconazole, ainsi que leur activité anti biofilm testée en
expérimentation sur des échantillons de résine acrylique, vis-a-vis des souches Candida albicans par
micro dilution en mesurant I’absorbance. La cytotoxicité du gel était évaluée sur des fibroblastes
gingivaux humains placés en contact direct. Les données étaient traitées par SPSS version 23 et
GraphPad version 5.

Résultats : La stomatite prothétique était retrouvée chez 32% de nos patients appareillés. Le Candida
albicans était isolé sur 59% des prothéses maxillaires, une contamination bi et tri-especes était aussi
relevée. Le Carvacrol et I’Eugénol étaient les principaux composés du Thym et du Clou de girofle.
L’huile de thym était la plus active, dose dépendante. Un effet combinatoire des deux huiles
essentielles a permis la réduction des concentrations individuelles d’un pallier. L’efficacité
antifongique et le caractere anti- biofilm du gel formulé s’est révélée étre semblable a celle du
Miconazole. Le gel était aussi efficace que le Miconazole. Le gel employé n’était pas toxique sur les
fibroblastes gingivaux humains, ni sur les coupes histologiques.

Conclusion : Les résultats que nous avons obtenus sont intéressant et peuvent ouvrir des

perspectives d’applications industrielles en pharmaceutique.

Mots-clés : Activité antifongique - Biofilm prothétique - Candida albicans - Carvacrol -
Cytotoxicité - Eugénol - Huiles essentielles - Stomatite prothetique.
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Abstract

"Comparative study of the antifungal effect of the combination of Carvacrol - Eugenol
and Miconazole against denture stomatitis in patient complete wearer denture"

Denture stomatitis (DS), a common lesion in toothless, caused by Candida albicans. Due to
the recurrence and known resistance to antifungals, we will attempt to compare the antifungal
activity of thyme and clove plants (containing carvacrol and eugenol) with that of Miconazole, and to
determine their effective concentrations, by elsewhere the prevalence of DS was sought and the

causative agent identified.

Material and Methods: The prevalence of DS was calculated in patients recruited from the
Tlemcen Dental Prosthesis Department. 78 smears were performed on the maxillary prostheses to
look for the causative agent. The essential oils of Thymus fontanesii (Thyme: plant endemic to
Algeria) and Syzygium aromanticum (Clove: Origin Indonesia) were obtained by hydrodistillation
and analyzed by CPG-SM. The antifungal activity of a gel prepared on the basis of their mixture was
compared with that of Miconazole, as well as their anti-biofilm activity tested in experimentation on
acrylic resin samples, vis-a-vis Candida albicans strains by micro dilution in measuring absorbance.
The cytotoxicity of the gel was evaluated on human gingival fibroblasts placed in direct contact. The

data was processed by SPSS version 23 and GraphPad version 5.

Results: Prosthetic stomatitis was found in 32% of our fitted patients. Candida albicans was
isolated on 59% of the maxillary prostheses, a bi and tri-species contamination was also noted.
Carvacrol and Eugenol were the main compounds in Thyme and Cloves. Thyme oil was the most
active, dose dependent. A combination effect of the two essential oils has made it possible to reduce
individual concentrations by one level. The antifungal efficacy and the anti-biofilm character of the
formulated gel was found to be similar to that of Miconazole. The gel was as effective as Miconazole.
The gel used was not toxic to human gingival fibroblasts, nor to histological sections.

Conclusion: The results we have obtained are interesting and can open up prospects for

industrial applications in pharmaceuticals.

Keywords: Denture stomatitis -Candida albicans- Denture plaque -Essential oils — Thyme -

Clove- Carvacrol — Eugenol -Antifungal activity — Cytotoxicity.
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Résumé

« Etude comparative de 'effet antifongique entre I’association Carvacrol - Eugénol et le
Miconazole contre la stomatite sous prothétique chez I’édenté total appareillé »

La stomatite prothétique (SP), 1ésion fréquente chez I’édenté total appareillé, causé par le Candida albicans. En raison de
la récidive et de la résistance connue aux antifongiques, nous tenterons de comparer I’activité antifongique des plantes de thym
et de girofle (contenant le carvacrol et I’eugénol) avec celle du miconazole, et de déterminer leurs concentrations efficaces, par
ailleurs la prévalence de la SP était recherchée et I’agent causal identifié.

Matériel et Méthodes : La prévalence de la SP était calculée chez des patients recrutés au service de Prothése Dentaire de
Tlemcen. 78 frottis étaient réalisés sur les prothéses maxillaires visant a rechercher ’agent causal. Les huiles essentielles de
Thymus fontanesii (Thym : plante endémique de 1’ Algérie) et Syzygium aromanticum (Clou de girofle : Origine Indonésie)
étaient obtenues par hydrodistillation et analysées par CPG-SM. L’activité antifongique d’un gel préparé a base de leur mélange
était comparée a celle du Miconazole, ainsi que leur activité anti biofilm testée en expérimentation sur des échantillons de résine
acrylique, vis-a-vis des souches Candida albicans par micro dilution en mesurant I’absorbance. La cytotoxicité du gel était
évaluée sur des fibroblastes gingivaux humains placés en contact direct. Les données étaient traitées par SPSS version 23 et
GraphPad version 5.

Résultats : La stomatite prothétique était retrouvée chez 32% de nos patients appareillés. Le Candida albicans était isolé
sur 59% des protheses maxillaires, une contamination bi et tri-espéces était aussi relevée. Le Carvacrol et I’Eugénol étaient les
principaux composés du Thym et du Clou de girofle. L’huile de thym était la plus active, dose dépendante. Un effet combinatoire
des deux huiles essentielles a permis la réduction des concentrations individuelles d’un pallier. L efficacité antifongique et le
caractére anti- biofilm du gel formulé s’est révélée étre semblable a celle du Miconazole. Le gel était aussi efficace que le
Miconazole. Le gel employé n’était pas toxique sur les fibroblastes gingivaux humains, ni sur les coupes histologiques.

Conclusion : Les résultats que nous avons obtenus, sont intéressant et peuvent ouvrir des perspectives d’applications
industrielles en pharmaceutique.

Abstract :

Denture stomatitis (DS), a common lesion in toothless, caused by Candida albicans. Due to the recurrence and known
resistance to antifungals, we will attempt to compare the antifungal activity of thyme and clove plants (containing carvacrol
and eugenol) with that of Miconazole, and to determine their effective concentrations, by elsewhere the prevalence of DS was
sought and the causative agent identified.

Material and Methods: The prevalence of DS was calculated in patients recruited from the Tlemcen Dental Prosthesis
Department. 78 smears were performed on the maxillary prostheses to look for the causative agent. The essential oils of
Thymus fontanesii (Thyme: plant endemic to Algeria) and Syzygium aromanticum (Clove: Origin Indonesia) were obtained
by hydrodistillation and analyzed by CPG-SM. The antifungal activity of a gel prepared on the basis of their mixture was
compared with that of Miconazole, as well as their anti-biofilm activity tested in experimentation on acrylic resin samples,
vis-a-vis Candida albicans strains by micro dilution in measuring absorbance. The cytotoxicity of the gel was evaluated on
human gingival fibroblasts placed in direct contact. The data was processed by SPSS version 23 and GraphPad version 5.

Results: Prosthetic stomatitis was found in 32% of our fitted patients. Candida albicans was isolated on 59% of the
maxillary prostheses, a bi and tri-species contamination was also noted. Carvacrol and Eugenol were the main compounds in
Thyme and Cloves. Thyme oil was the most active, dose dependent. A combination effect of the two essential oils has made it
possible to reduce individual concentrations by one level. The antifungal efficacy and the anti-biofilm character of the
formulated gel was found to be similar to that of Miconazole. The gel was as effective as Miconazole. The gel used was not
toxic to human gingival fibroblasts, nor to histological sections.

Conclusion: The results we have obtained are interesting and can open up prospects for industrial applications in
pharmaceuticals.

Mots-clés : Activité antifongique - Biofilm prothétique - Candida albicans - Carvacrol - Cytotoxicité -
Eugénol - Huiles essentielles - Stomatite prothétique.
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