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Abstract

Syzygium aromaticum is a species of flowering plant in the Myrtaceae family and the
Syzygium genus, mainly used for its therapeutic properties in oral health. Our study aims to assess
the impact of clove essential oil extracted from this plant on the bacteria responsible for dental
caries. The essential oil is extracted by hydro-distillation, and the bacteria are collected from a
dentist in Bou-Saada, then identified and isolated in our laboratory. The disk diffusion method is
then used to assess antibacterial activity. Essential oil yield was 6.08%, antibacterial activity was
determined on a Streptococcus mutans (Gram+) bacterial strain, inhibition diameters (inhibition
zone) ranged from 3 mm to 15 mm, minimum inhibitory concentration (MIC) for S.mutans was
0.19. From these results, we can see that Syzygium aromaticum clove essential oil exerts
antibacterial power in vitro on the bacterial strain studied and may have a better in vivo effect on

the incidence of reduced biofilm formation in dental caries.

Key words: Syzygium aromaticum, essential oil, dental caries, antibacterial activity, Streptococcus

mutans.



Résumé

Syzygium aromaticum est une espece de plante a fleurs de la famille des Myrtaceae et du
genre Syzygium, principalement utilisée pour ses propriétés thérapeutiques en santé bucco-
dentaire. Notre étude vise a évaluer I'impact de I'huile essentielle de clou de girofle extraite de
cette plante sur la bactérie responsable des caries dentaires. L'huile essentielle est extraite par
hydro-distillation, et la bactérie est prélevée chez un dentiste a Bou-Saada, puis identifiée et isolée
dans notre laboratoire, la méthodede diffusionsur disque est ensuite utilisée pour évaluer l'activité
antibactérienne. Le rendement de I'huile essentielle était de 6,08 %, ’activité antibactérienne a été
déterminée sur une souche bactérienne de Streptococcus mutans (Gram+), les diametres
d'inhibition (zone d'inhibition) variaient entre 3 mm et 15 mm, la concentration minimale
inhibitrice (CMI) pour S.mutans est de 0.19. A partir de ces résultats, on peut constater que I’huile
essentielle de clou de girofle (Syzygium aromaticum) exerce un pouvoir antibactérien in vitro sur
la souche bactérienne étudiée et il est possible qu’elle ait une meilleure action in vivo sur

I’incidence de la diminution de la formation de biofilm des caries dentaires.

Mots clés : Syzygium aromaticum, I'huile essentielle, caries dentaires, l'activité antibactérienne,

Streptococcus mutans.
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales demeurent la principale source de nouveaux médicaments, étant
considerées comme une ressource fondamentale pour decouvrir de nouvelles molécules

nécessaires au développement de médicaments futurs (Maurice, 1997).

L'analyse des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydantes et antimicrobiennes demeure
une entreprise extrémement intéressante et profitable, en particulier pour les plantes moins
fréqguemment utilisées ou non reconnues dans la médecine traditionnelle. Ces plantes fournissent

une nouvelle source de substances actives (da Silva, 2004).

L'histoire médicale et I'examen clinique font partie intégrante de tout contact avec le patient,

y compris les patients présentant des pathologies buccales (Sonis & Sonis, 2012).

Les clous de girofle, principalement utilisés comme épice, sont également appréciés en
herboristerie en Inde et en Asie du Sud-Est. Ils sont originaires des iles Molugues et sont I'une des
premiéres épices a étre commercialisées des I'Antiquité. L'huile est extraite destiges et des feuilles

du giroflier, mais la meilleure huile essentielle est issue des bourgeons (Iserin, 2001).

Notre étude vise a estimer l'efficacité de I'huile essentielle de cette espéce végétale et a

évaluer son pouvoir biologique contre une bactérie responsable des caries dentaires.
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Chapitre I. Etude bibliographique

1.1. Généralités sur bucco-dentaire
1.1.1. Définition

Le buccale humaine est un environnement favorable & une flore microbienne diverse,
comprenant desbacteries, deschampignons et des virus (Gregorczyk-Maga et al., 2023). Les tissus
buccaux sont constamment exposés a ces microbes, formant une communauté écologique
complexe qui influence la santé buccale et systémique, l'aspect microbiologique des maladies
buccales se concentre traditionnellement sur les bactéries et les champignons, mais les virus
suscitent de plus en plus d'attention en tant qu'agents pathogenes buccaux. Plusieurs virus ont été
découverts dans la cavité buccale et sont impliqués dans desulceres buccaux, des tumeurs et des

maladies infectieuses (Thakkar et al., 2022).
1.1.2. Composition de la muqueuse buccale

La muqueuse masticatoire protége les parties de la cavité buccale qui sont constamment
soumises & un fort stress mécanique en raison de la mastication des aliments. Dans ces régions,
telles que le palais dur et la gencive, la muqueuse est attachée directement ou indirectement au
périoste de l'os sous-jacent, ce qui la maintient immobile. La muqueuse de revétement se trouve a
l'intérieur des levres, de lamuqgueuse buccale et des joues, du plancher de la bouche, des processus

alvéolaires ou la gencive est mobile, du palais mou et de la face inférieure de la langue -Fig 1.1-.

| Muqueuse masticatoire |

. Mugqueuse spécialisée I
Muqueuse labiale (lévre supérieure)——<—

i\ | Mugqueuse de revétement l

Mugqueuse alvéolaire

Gencive
Palais dur
Palai
alais mou Surface ventrale
- de la langue
(muqueuse -
buccale)
plancher de
?os dela bouche
angue
Gencive

Figure 1.1. Zones de composition différente de la muqueuse buccale (Squier & Brogden, 2010).
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1.1.3. Fonctions de la muqueuse buccale

La muqueuse buccale est une premiére ligne d'exposition aux micro-organismes et juxtapose

plusieurs tissus et structures mécaniques uniques (Stolley et al., 2023).

La muqueuse buccale remplit plusieurs fonctions -Fig 1.2-

Fonctions de la mugueuse buccale

Protection Perception Nutrition Sécrétion

Protection Fonction - .
. . -e goiit empeérature Tastication hsornti S

pression,

Douleur

Figure 1.2. Fonctions de la muqueuse buccale (Moxham et al., 2018)

1.1.4. Systéme immunitaire buccale

Les petits ganglions lymphatiques et I'anneau de Waldeyer jouent un role essentiel dans le
maintien de la fonction immunitaire de la muqueuse buccale. L'immunité innée et adaptative
forment un réseau et contribuent a la défense contre les microorganismes via des mécanismes
distincts, en tant que partie importante du systéme immunitaire, la salive contient non seulement
des IgA sécrétoires, mais aussi une multitude d'autres agents antimicrobiens tels que la
lactoferrine, le lysozyme et les agglutinines pour la défense contre les bactéries, La réponse
immunitaire innée est un systeme rapide. Les cellules épithéliales contribuent en reconnaissant les
motifs associés aux pathogenes ou aux dommages grace a des récepteurs spécialisés, qui activent

a leur tour le systéme immunitaire inné -Fig 1.3-.
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Figure 1.3. Systéme immunitaire buccale (Bergmeier, 2018)

La barriere immunitaire de la muqueuse buccale. Des substances antimicrobiennes sont sécrétées dans la salive et
le liquide gingival. Les cellules de Langerhans[CL] et les cellules dendritiques [DC] incorporent les antigenes et

migrent ensuite soit vers les foyers lymphoides buccaux situés dans la lamina propria, soit vers les tissus

lymphoides, par exemple les ganglions lymphatiques régionaux, l'anneau de Waldeyer. Dans ces sites, elles
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induisent une réponse immunitaire adaptative spécifique et assurent la médiation de la tolérance immunitaire [.

Cellule B ; cellule plasmatiqueP; cellule T ; cellule T régulatrice Treg.

1.1.5. Les principales pathologies bucco-dentaires
Le tableau suivant représente les différentes maladies bucco-dentaires -Tab I.1-.

Tableau 1.1. Les principales pathologies bucco-dentaires.

Maladie Définition

Carie « Une détérioration de I'émail dentaire suivie par I'altération de la dentine,

résultant en la formation d'une cavité » (Bergmeier, 2018).

Abces dentaire | « Une accumulation de pus causée par une infection bactérienne, localisée

autour d'une dent ou des gencives » (Abbe-Denizot, 2023).

Maladie Il sagit également d'une maladie bactérienne infectieuse. Son
parodontale développement est lent et peut provoquer une gingivite et/ou une
parodontite plus ou moins graves. Les espéces bactériennes principales
concernées sont celles qui se trouvent généralement dans la plaque

dentaire et peuvent coloniser les surfaces voisines (Houle & Grenier,
2003).

Mycose buccale | La mycose buccale est un probleme de muqueuse parasitaire provoqué
par un micro-organisme du genre Candida, une espéce de levure
(Krowchuk & Mancini, 2019).

Stomatite et Les stomatites désignent une inflammation de la muqueuse buccale qui
gingivo-stomatite | peut également toucher les gencives, dans ce cas on parle de gingivo-
stomatite (Pédiatriques, 2018).

Xérostomie Cette affection affecte principalement les individus &gés de 10 a 40 et se
manifeste par une sensation de sécheresse buccale décrite et ressentie par
le patient (Mariette, 2004).

Hypersensibilit¢ | C'est une douleur soudaine et vive ressentie au niveau de la dentine
dentinaire et exposée, stimulée par des éléments comme la chaleur., le froid, la

collets dénudés
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pression, les aliments sucrés ou acides, et qui ne peut étre associée a aucun

autre probléme ou condition dentaire (Hypersensitivity, 2003).

|.2. Caries dentaires

1.2.1. Définition

La carie dentaire est I'infection la plus fréquente de la bouche est une infection chronique.
Les bactéries fréqguemment impliquées sont Streptococcus mutans, les lactobacilles, Actinomyces
spp. et quelques autres bactéries anaérobies, elle contribue au développement de maladies
systémiques telles que le diabéte, ce qui indique que la prévention et le traitement de la carie
dentaire sont importants pour la santé de chaque patient et également pour I'ensemble de la société
(Peres et al., 2019).

Figure 1.4. Carie dentaire (Kidd & Fejerskov, 2016).

1.2.2. Les facteurs responsables de la carie dentaire

Les facteurs provoquant la carie dentaire sont nombreux -Fig 1.5-, et la principale cause est
la plaque dentaire -Fig 1.6-. Celle-ci est constituée de colonies de bactéries formant un biofilm qui
n’est pas éliminé de la surface des dents et s’agrandit progressivement en raison de la croissance
bactérienne entrainant la présence simultanée de types de colonies bactériennes plus complexes,
avec également une augmentation du nombre de bactéries pathogenes. Pendant la phase de
croissance du biofilm dentaire, les bactéries colonisatrices secondaires produisent un métabolite
bactérien unique appelé porphyrine. Ce biofilm contenant de la porphyrine se manifeste par une
fluorescence rouge, et l'intensité de la fluorescence est significativement corrélée a diverses

variables liées a la carie dentaire (Kim et al., 2016).
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Figure 1.5. Schéma montrant la multiplicité des facteurs qui influencent I'apparition et la vitesse

de progression des caries dentaires (Silverstone et al., 1981).
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Figure 1.6. Biofilms dentaires ou plaque d'age inconnu chez un adulte africain -a- et chez un
Chinois agé -b- (Kidd & Fejerskov, 2016).

1.2.3. Epidémiologie

La prévalence de la carie dentaire atteint jusqu'a 80 % chez les enfants et quasiment 100 %
chez les adultes. La carie dentaire est la principale cause de perte de dents chez les enfants et les
jeunes adultes, et elle est également la principale cause de détérioration des racines des dents chez

les personnes agées (Petersen et al., 2005).

Les caries dentaires peuvent varier considérablement en intensité de leur attaque, méme dans
une société ou elles sont trés répandues, elles peuvent affecter une dent chez un individu ou elles
peuvent affectertrente-deux dents; chaque lésion peut étre a peine discernable ou elle peut détruire
la couronne entiére de la dent, donc une mesure de l'intensité des caries est nécessaire pour la
plupart des objectifs, I'intensité est mesurée par une valeur numérique decrivant I'état relatif d'une
population sur une échelle graduée avec deslimites superieures et inférieures définies, congue pour
permettre et faciliter les comparaisons avec d'autres populations classées selon les mémes critéres

et méthodes (Silverstone et al., 1981).
1.2.4. Caractéristiques cliniques

Initialement, les patients atteints de caries dentaires ne ressentent aucun symptome.
Cependant, des caries dentaires chroniques non traitées entrainent souvent des symptomes séveres

tels qu'une douleur persistante, la perte de dents, une angine de Ludovici, une septicémie, une
8
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thrombose du sinus caverneux, une diminution de la qualité de vie, des jours d'école perdus pour
les enfants, des perturbations de la vie familiale et une baisse de la productivité au travail (Peres
et al., 2019).

1.2.5. Physiopathologie

La carie dentaire est la dissolution de I'émail dentaire jusqu'a la cavitation due aux acides
produits par les bactéries dans la plaque dentaire ou le biofilm en présence de glucides
fermentescibles, les especes bactériennes acidogenes-aciduriques les plus pertinentes impliquées
dans l'initiation et la progression de la carie sont Streptococcus mutans, les bifidobacterium et les
lactobacillus, les facteurs de stimulation de l'activité microbienne et de la dynamique des lésions
carieuses sont des conditions environnementales spécifiques, principalement la présence de sucres
alimentaires fermentescibles et l'absence d'oxygeéne, les conditions entrainant une moindre
production de salive sont également des facteurs de risque pour la carie dentaire, apres une
stimulation carieuse, les odontoblastes activés et les cellules pulpaires peuvent repousser I'attaque
microbienne et réparer les dommages en initiant une réaction inflammatoire et en synthétisant une
dentine tertiaire protectrice (Qiu et al., 2020).

1.2.6. Formation de la matrice de la plaque dentaire

Les micro-organismes dans la plaque dentaire sont incorporés dans une matrice organique
qui occupe l'espace entre les cellules bactériennes individuelles ou les micro-colonies et représente
environ 30 % du volume total de la plaque, le composant protéique de la matrice est déposé par
I'élimination enzymatique des résidus d'acide sialique terminal sur les chaines latérales des
molécules de glycoprotéines salivaires, plusieurs micro-organismes buccaux produisent une
enzyme, la neuraminidase, qui effectue cette réaction, les glycoprotéines altérées, privées de leurs
résidus d'acide sialique, sont apparemment dans une configuration moins soluble et sont par
conséquent déposées autour des micro-organismes, les composants glucidiques de la matrice
proviennent principalement des plusieurs polysaccharides extracellulaires différents produits par
les bactéries de la plague, généralement a partir de saccharose, étant donné que la composition
chimique de la matrice de la plaque est complexe et provient de plusieurs sources, il est difficile
de découvrir quels composants ont été dérives de quels micro-organismes particuliers in vivo, en
raison de ces problémes, les chercheurs ont examiné la production de polysaccharides
extracellulaires par des cultures pures de bactéries in vitro, et ont extrapolé leurs résultats a la
situation qui existe dans la bouche. Streptococcus mutans a été étudié en détail a cet égard, des
souches de cette espece ont été montrées pour produire plusieurs types de polysaccharides

extracellulaires a partir de saccharose, notamment a la fois des glucanes solubles et insolubles, et

9
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des polymeéres de fructose. Ces polysaccharides sont produits grace a des enzymes extracellulaires
qui clivent la molécule desaccharose disaccharide et utilisent soit les parties glucose soit les parties
fructose pour la formation de polymeres. Ces enzymes, les transférases glucosyl et fructosyl, sont

parfois appelées dextransucrase ou lévansucrase -Fig 1.7-.

SUGARS PERDUS LES
PROTEINES RESTENT

Bactéries a 'extérieur
\_/.\/!\/ Plaque \/\/—\_/
A
GLYCOPROTEINE SALIVAIRE /

IContribue 2 MATRIX
DE PLAQUES

™

Sucre polymérisé en

SACCHAROSE ALIMENTAIRE

D“O Bactéries a l'intérieur
| .
Plaque

Dextrane Lévan

Figure 1.7. Schéma des réactions enzymatiques proposées qui meénent a la formation des
principaux composants protéiques et glucidiques de la matrice de la plaque dentaire (Leach,
1970).

1.2.6.1. Succession bactérienne lors de la formation de la plaque

Une fois que la plaque dentaire s'est développée pendant plusieurs jours ou semaines, elle
contient un grand nombre detypes bactériens variés. Avant d'atteindre cette étape, souvent appelée
plaque "mare" ou "établie", il est possible de démontrer que la microflore se développe en nombre

et en complexité de maniére raisonnablement ordonnée et reproductible -Fig 1.8-.

Des études plus récentes ont indiqué que Streptococcus sanguis est un organisme prédominant
parmi les premiers colonisateurs de la surface dentaire. Actinomyces viscosus a également été
régulierement trouvé dans la plaque dentaire précoce, ainsi que S. mitis, Staphylococcus
epidermidis, Peptostreptococcus sp, et Veillonella alcalescens. Certaines espéces ont été signalées
comme étant régulierement présentes dans des mélanges de deux organismes ou plus intimement

associés, appelés "paires suspectes” (Socransky et al., 1977).

10
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Figure 1.8. Graphique montrant le changement dans les proportions relatives des organismes

sélectionnés dans la plague dentaire en développement (Ritz, 1967).
1.2.7. Evénements biochimiques dans la plaque dentaire

1.2.7.1. Catabolisme des glucides

La plaque dentaire contient des bactéries capables d'utiliser de nombreux glucides différents
comme substrats, on utilise ce fait dans l'identification et la classification des bactéries, mais
beaucoup de ces substrats sont des sucres qui se trouvent a une concentration trés faible, voire pas
du tout, dans l'alimentation humaine et dans la salive, et ne sont donc pas significatifs dans la

nutrition des bactéries de la plaque.

11
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La majorité des aliments riches en glucides proviennent de produits végétaux riches en
amidon, la consommation de saccharose comme sucre de canne ou de betterave est la plus élevée
dans les pays les plus riches ou I'apport total en glucides est le plus bas, le saccharose est un
disaccharide, ses deux composants sucrés étant le B-fructose et le a-glucose. Ils sont liés de I'atome
de carbone 1 du glucose a lI'atome de carbone 2 du fructose par une liaison dont I'énergie libre

d'hydrolyse est similaire a celle de I'adénosine triphosphate ATP -Fig 1.9-.
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CH,OH

O

aD-glucose 4
HO

OH
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HOCH,
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OH

* |-6 sontles nombres d'atomes de carbone dans chaque

Figure 1.9. Schéma représentant le saccharose (Silverstone et al., 1981)

1.2.7.2. Catabolisme des acides aminés

Les acides aminés se trouvent & de faibles concentrations dans la salive, dans les aliments et
dans le liquide qui suinte des gencives en cas de gingivite. La lyse ou dégradation des cellules
hotes et des bactéries de la plaque libére de plus petites quantités, de bien plus grandes quantités
d'acides aminés se trouvent combinées dans les protéines des aliments, de la salive, des cellules
hotes et des bactéries buccales, mais les acides aminés combinés ne sont pas disponibles pour le
catabolisme tant que les molécules de protéines qui les contiennent ne sont pas hydrolysées par

desenzymes protéolytiques.

La dégradation des acides aminés par les bactéries buccales n'est pas aussi bien étudiée que
le catabolisme des glucides, et dans de nombreux cas, le rendement énergétique et la voie du
métabolisme sont inconnus, cependant, la fermentation de l'arginine par certains streptococcus

buccaux et lactobacilles est bien connue -Fig 1.10-.

12
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Figure 1.10. La fermentation de l'arginine par certains streptocoques buccaux et lactobacilles
(Silverstone et al., 1981)

1.2.7.3. Polysaccharides de stockage

Le mécanisme de synthese et de dégradation du glycogéne bactérien est similaire a celui des
systemes mammiferes, a la différence que le substrat pour le glycogene synthétase est I'ADP-
glucose au lieu de 'UDP-glucose, la bactérie de la plaque Streptococcus mitis peut accumuler un
glycogene tres ramifié jusqu'a 37 % dupoids sec descellules, lorsque ce streptocoque a été inoculé
dans un milieu contenant 0,1 % de glucose, le stockage du glycogéne a commencé immediatement,
-Fig 1.11-.
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Figure 1.11. La croissance et le stockage du glycogene par un streptocoque. La croissance est
indiquée par l'augmentation de I'azote cellulaire N/ml et le stockage du glycogéne par le rapport

glucides/azote. rapport glucides/azote (Gibbons & Kapsimalis, 1963).
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Pendant les trois premiéres heures, la croissance s'est produite indiquée parlaugmentation de l'azote cellulaire par
ml, et la synthése du glycogéne a égalementeu lieu indiquée parl'augmentation du rapport glucides/azote CH20/N
dans les cellules. A ce stade, la croissance a cessé en raison de I'épuisement du glucose, et la dégradation des
polysaccharidesa commencé. La turbidité de la culture a diminué pendant cette phase en raison de la perte de masse

cellulaire & mesure que le rapport glucides/azote diminuait.

1.2.8. Méthodes de diagnostic
1.2.8.1. Transillumination Fibre-Optique : FOTI
Des la fin des années 1800, la transillumination TI des dents a été préconisée comme
méthode diagnostique pour la détection et I'évaluation des caries, l'introduction de guides de
lumiere en fibres optiques a suscité un nouvel intérét académique et une série de publications de
recherche pour soutenir la méthode (Stookey, 1996).

FOTI "isuel (lumiére blanch

Saonrce de lumiére

11l

Source de

= La lésion diffuse plus de lumiére = La lésion rétrodiffuse plus de lumiére
. Plus de photons absorbés, moins de lumiére

s'échappe
= La lésion apparait sombre sur fond clair

= Plus de photons réfléchis par la lésion

«La lésion apparait claire sur fond sombre
! Les lésions de la dentine apparaissent

= Les lésions dentaires apparaissent souvent :
comme des ombres grises

Uemorange

Figure 1.12. Lesdifférences dans la diffusion de la lumiere entre la FOTI et I'évaluation visuelle
(Zandona & Longbottom, 2019).

1.2.8.2. DIAGNOdent

Le dispositif DIAGNOdent a donc été développé a la fin des années 1990 pour I'évaluation

des sites occlusaux. Au début des années 2000, un dispositif DIAGNOdent de type stylo a été
14
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développé pour les sites approximaux également, les deux dispositifs opérent a une longueur
d'onde de 655 nm. La lumiére est émise a partir d'une diode laser spécifique, ce qui provoque la
fluorescence des porphyrines bactériennes. L'intensité de la fluorescence de la carie est liée a

l'intensité de la contamination bactérienne, c'est-a-dire a la profondeur de la lésion (Lussi &
Hellwig, 2006).

Figure 1.13. Détection de caries d'une seule surface approximale avec le DIAGNOdent stylo -a-

, pointe en forme de coin doit étre insérée dans l'espace approximal a la fois du c6té vestibulaire

-b- et du c6té oral -c-. Le point rouge indique la direction du faisce (Zandona & Longbottom,
2019)

1.2.8.3. Fluorescence-Assistée pour I'Excavation des Caries : FACE

Depuis l'introduction de la méthode FACE -Excavation des Caries Assistée par
Fluorescence-, un outil est désormais disponible qui peut identifier la présence de bactéries dans

la dentine in vivo avec une précision similaire aux méthodes de laboratoire -Fig 1.14-.

Filtre passe-haut S30 nm

R
_ =

Lumieére d'excitation (405 nm)

Figure 1.14. Fluorescence-Assistée pour I'Excavation des Caries : FACE (Zandona &
Longbottom, 2019)
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1.2.9. Traitement

Le traitement local/systémique de la carie dentaire comprend I'élimination des zones
nécrotiques et contaminées ainsi que I'utilisation d'antibiotiques buccaux tels que la pénicilline, les
tétracyclines, le métronidazole, les macrolides et la clindamycine, d'autres agents antimicrobiens
tels que le fluorure, la chlorhexidine, les sels d'ammonium quaternaire, les agents de
reminéralisation et leurs combinaisons. En cas de formation de cavités, le traitement restaurateur
conventionnel doit étre envisagé. La prévention de la carie dentaire comprend une hygiéne
buccale, l'utilisation topique de fluorure et des modifications alimentaires telles que la limitation

de la consommation de sucre (Dorri et al., 2017).
1.2.10. Prévention

La démarche de prévention implique de s'attaquer a I'accumulation de plaque dentaire en
utilisant du dentifrice fluoré, en stimulant la production de salive, en effectuant un nettoyage
interdentaire avec du fil dentaire et/ou des brossettes, ainsi qu'en subissant régulierement des
détartrages et des polissages, de limiter la consommation d'aliments susceptibles de causer des
caries et de réduire les grignotages entre les repas, tout en consultant réguliérement un dentiste
(Malbos, 2022).

Tableau 1.2. Approches pour la prévention des caries (Silverstone et al., 1981).

Contrdle de la plaque Mécanique
Chimique

Immunologique

Controle alimentaire Réduction de la fréquence de consommation
d'hydrates de carbone

Substituts du saccharose

Additifs

Augmenter la résistance de la dent :

e Meéthodes pré-éruptives Adéquat nutrition

Fluorure systémique
e Méthodes post-éruptives Fluorures topiques
Scellants de fissures

Solutions reminéralisantes

16



Chapitre | Etude bibliographique

Théoriquement, des tentatives peuvent étre faites pour prévenir les caries en modifiant I'un
des facteurs étiologiques interagissant dans la partie supérieure de la -Fig 1.5-, montrée
precédemment, ou en améliorant certains des facteurs de résistance dans la partie inférieure du
schéma, ainsi, des tentatives peuvent étre faites pour controler les caries en modifiant le régime
alimentaire d'unindividu - d'abord pour qu'il soit nutritionnellement adéquat et que les dentssoient
bien formées in utero et dans I'enfance, ensuite en restreignant la quantité et la fréquence de
consommation d'aliments cariogénes, en particulier le saccharose, et enfin en ajoutant des agents

inhibiteurs tels que des phosphates et des fluorures au régime alimentaire -Tab 1.2-.
1.3. Bactéries responsables de la carie dentaire
1.3.1. Composition microbienne de la plaque dentaire

La plaque dentaire est un facteur majeur pour les caries dentaires, comme illustré dans la -
Fig 1.5-, elle contient plusieurs espéces microbiennes, qu'elles soient bactériennes ou fongiques -
Tab 1.3-.

Tableau 1.3. Micro-organismes couramment présents dans la plaque dentaire (Silverstone et al.,
1981).

Gram-positif Gram-négatif
Cocci Des batonnets et des Cocci Des batonnets et des
filaments filaments
Streptocoques Actinomyces Neisseria Bacteroides
Peptocoque Lactobacillus Branhamella Fusobacterium
Peptostreptocoque Bacterionema Veillonella Haemophilus
Staphylocoque Rothia Vibrio
Micrococcus Arachnia Leptotrichia
Bifidobacterium Capnocytophaga
Eubacterium Sélénomonas
Propionibacterium Spirochétes
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1.3.1.1. Les genres des bactéries présentes dans les dents

Tableau 1.4. La capacité des bactéries a adhérer aux surfaces desdent (RJ, 1972).

Genre

Capacité

Streptococcus mutans
Streptococcus sanguis
Streptococcus salivarius
Neisseria species

Veillonella species

Faible a élevé

Elevé
Faible
Faible

Faible

1.3.1.2. L'isolement des souches bactériennes des dents

Tableau 1.5. Pourcentage d'isolement des souches bactériennes a partir des dents (Silverstone et

al., 1981).
Type d'organismes Fréquence d'isolement %
Streptococci 100
Lactobacilli 36
Veillonella 94
Neisseria 99
Fusobacterium 55
Rothia 40
Bacteroides 35
Bacterionema 16
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1.3.2. Streptococcus
1.3.2.1. Défintion

Streptococcus est un genre de bactéries Gram-positives trés important en médecine et dans
l'industrie. Différents streptocoques jouent un rble essentiel dans I'environnement en tant que
parties de la flore microbienne normale des animaux et des humains. Certains peuvent également
causer des maladies, allant du stade subaigu a l'aigu, voire chroniques. La scarlatine, la maladie
cardiaque rhumatismale, la glomérulonéphrite et la pneumonie a pneumocoques sont des maladies
humaines importantes causées par les streptocoques. Les streptocoques jouent un réle crucial dans
l'industrie et la production laitiére, ainsi que comme des indicateurs de pollution (Ronald & Alfa,
1996).

1.3.2.2. Structure

Structure de deux genres de streptococcus -Fig 1.15-, La structure de surface cellulaire de

streptococcus -Fig 1.16-.

— capsule d'acide

/ .
’ hyaluronique
Streptococcus  — \ b
S AN
chaines )
plan de division streptocoques \.,/
(perpendiculaire au

grand axe de la chaine) |, /
lf"'“'\< ) ' @\ _\HJ capsiule de
Slreplococcus ===t \©| ~ polysccharide
f\\Q] =/ (D.;:\
:I'l

g paires

(diplocoques)

-

Figure 1.15. Structure de deux genre de streptococcus (Baron et al., 1996).
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eo® ®¢ —  capsule d'acide

: ® hyaluronique
e ¢ Substance ,°® \

extracellulaire

Strptolysines
NADase
Hyaluronidase
Streptokinases
Strptodornases peptidoglycane (paroi
cellulaire) (groupe
cabohydrate antigéene N-
acteylglucosamine)

—— cellule membranaire

Pili antigéne de type
protéine M : acide
lipotiechoique : protoins
RetT

Figure 1.16. structure de surface cellulaire de streptococcus (Baron et al., 1996).

1.3.2.3. Classification
Le tableau suivant représente les especes de streptococcus et les probléemes -Tab 1.6-.
1.3.2.3.1 Les streptocoques viridans

Le groupe biochimiquement et antigéniquement diversifié d'organismes classes comme
Streptococcus viridans, ainsi que d'autres streptocoques non groupables des cavités buccale et
gastro-intestinale et du tractus urogénital, comprennent des agents étiologiques importants de
I'endocardite bactérienne. La manipulation dentaire et les maladies dentaires avec la bactériémie
transitoire associée sont les facteurs prédisposants les plus courants dans I'endocardite bactérienne,
surtout si les valves cardiaques ont été endommagées par une fievre rhumatismale antérieure ou
par une cardiopathie congénitale cyanotique, S. mutans et S. sanguis sont des odontopathogenes
responsables de la formation de la plaque dentaire. La masse microbienne adhésive dense qui
colonise les dents et est liée aux caries et & d'autres maladies buccales humaines. S. mutans est
I'espece la plus cariogéne des deux, et sa virulence est directement liée a sa capacité a synthétiser
du glucane a partir de glucides fermentescibles ainsi qu'a modifier le glucane pour favoriser une
adhésivité accrue (Ronald & Alfa, 1996).
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Tableau 1.6. Les genres de Streptococcus et les maladies qu'ils provoquent(Albrecht et al., 1996).

Especes Maladies
S.pyogenes Pharyngite aigué et autres
S.agalactiae Méningite et septicémie néonatales, et

infections de I'adulte

S.equismilis Endéocardite,  bactériémie, pneumonie,
méningite, infection légére des voies

respiratoires supérieures

S.bovis Infection des voies biliaires ou urinaires,

endocardite

S.anginosus Abces sous-cutanés ou d'organes, endocardite,
infection legere des voies respiratoires

supérieures

S.sanguis Endocardite, caries
S.salivarius Endocardite, caries

S.suis Méningite

"Viridans™ S.mitis S.mutans Caries, endocardite
S.pneumoniae Pneumonie lobaire et autres

1.3.2.4. Les caractéristiques du streptocoque mutans

Streptococcus mutans est un coccus (bactérie ronde) a Gram positif, anaérobie facultatif, que I'on
trouve couramment dans la cavité buccale humaine et qui contribue de maniére significative a la
carie dentaire. Il fait partie des "streptocoques”, un nom général informel pour toutes les espéces
du genre Streptococcus. Le microbe a été décrit pour la premiére fois par James Kilian Clarke en
1924 (Clarke, 1924).
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1.3.3. Lactobacillus

1.3.3.1. Définition

Lactobacillus est un genre de bactéries non sporulées, anaérobies facultatifs, en forme de
batonnets, a Gram positif, du phylum des Firmicutes. Les lactobacilles métabolisent les glucides
pour produire de l'acide lactique, ce qui en fait le plus grand genre au sein du groupe des bactéries
lactiques -LAB- (Ibrahim, 2016).

1.3.3.2. Classification

Les lactobacilles sont des membres essentiels d'une microbiote humaine saine et sont

présents dans diverses niches du corps humain -Fig 1.17-.

Lactobacilles oraux

L fermentum
L salivarius
L. vaginalis
L onis

L rhamnosus
L casei

Lactobacilles gastro-intestinaux

(GIT)
(Autochtone:) (Autochtone:)
L reuteni L casei
L gasseri L helvelicus
L mucosae L. rhamnosus
L. ruminis L. acidophilus

Lactobacilles vaginaux
L iners

Figure 1.17. Emplacements des especes de Lactobacillus dans divers niches du corps humain
(Ruzal, 2019).
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1.3.3.3. Lactobacillus et les caries dentaires

La cavité buccale fait partie du tube digestif dans un sens plus large, et la bouche représente
le point d'entrée desaliments vers les parties inférieures dutractus digestif, de nombreuses espéces
bactériennes, y compris les lactobacilles, colonisent les dents, les gencives, la salive et la langue
(Douillard & De Vos, 2014).

Les espéces genéralement associées aux lésions de caries appartiennent a Lactobacillus
vaginalis, L. rhamnosus, L. crispatus, L. gasseri, L. fermentum, L. oris, L. salivarius et L. casei
(Caufield et al., 2015).

Les relations phylogénétiques entre ces espéces montrent que les lactobacilles associés aux
caries dentaires appartiennent a différents groupes phylogénétiques, et l'adaptation a

I'environnement carieux semble étre indépendante dans différentes lignées (Caufield et al., 2015).

Les caries dentaires sont causées par des bactéries acidogenes qui produisent de l'acide
lactique a la suite de la fermentation anaérobie des glucides, cependant, les lactobacilles ne sont
généralement pas détectés comme une cause majeure du développement des lésions carieuses
initiales, mais plutdt considérés comme des envahisseurs secondaires des lésions déja formées par
Streptococcus mutans. La colonisation initiale de la surface des dents par S. mutans crée la niche
nécessaire capable de retenir mécaniquement a la fois les lactobacilles et la nourriture, une source
de glucides. A la lumiére du développement des caries, plusieurs caractéristiques permettent la

survie et la persistance des lactobacilles buccaux dans les lésions carieuses (Jia et al., 2020).

Outre la tolérance évidente au pH bas, certains isolats liés aux caries dentaires possedent des
protéines de liaison au collagéne, ce qui pourrait les aider a survivre dans les Iésions carieuses.
Une autre caractéristique contribuant a lI'adaptation des lactobacilles aux caries est leur tolérance
relative aux fluorures, ainsi que leur capacité a métaboliser le xylitol, le mannitol et le sorbitol,
souvent utilisés comme édulcorants et agents anticaries, favorisant ainsi effectivement la

progression des caries dans les lésions dominées par les lactobacilles (Jia et al., 2020).
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1.4. Clou de girofle

1.4.1. Généralités

L'épice connue sous le nom de clou de girofle est le bouton floral aromatique séché du
giroflier, Eugenia caryophyllata Thunb. -=Syzygium aromaticum -L.- Merr. & L.M. Perry- -
Myrtaceae-. Le clou de girofle, originaire des petites fles de Maluku, dans l'est de I'indonésie,
également connues sous le nom d™fles aux épices". Le clou degirofle est utilisé en Chine ancienne
comme épice et parfum depuis plus de 2 000 ans. Sur le plan médical, le remede traditionnel bien
connu consistant a appliquer de I'huile de clou de girofle pour traiter les maux de dents a été
documenté pour la premiére fois en 1640 dans la "Pratique de la médecine" en France. L'Indonésie,
I'Inde, la Malaisie et le Sri Lanka sont les principaux producteurs asiatiques de clous de girofle,
mais de plus grandes quantités sont produites dans les Antilles, & Madagascar et en Tanzanie, en
particulier a Zanzibar -Fig.1.18-. Le nom du principal composant de I'huile de girofle, I'eugénol,
est dérivé du nom de l'espéce Eugenia caryophyllata, qui contient un taux élevé d'eugénol -45-
90%- (Barceloux, 2012).

Figure 1.18. Les principaux producteurs mondiaux de clous de girofle sont les Antilles,
Madagascar, la Tanzanie, I'Inde, le Sri Lanka, I'Indonésie et la Malaisie (Kamatou et al., 2012).
1.4.2. Classification

Syzygium aromaticum L. appartient a la famille des Myrtaceae, qui compte plus de 3 000
espéces et 130 a 150 genres et 130-150 genres, comme les familles du myrte, de l'eucalyptus, du
clou de girofle et de la goyave (Haro-Gonzalez et al., 2021).
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Tableau 1.7. Classification scientifique de S. aromaticum -clou de girofle- (Saeed et al., 2021).

Regne Plantae
Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Syzygium

Espéce Syzygium aromaticum -L.- Merr. and

L. M. Perry

1.4.3. Caractéristiques morphologiques

Syzygium aromaticum est un petit arbre a feuilles persistantes de 6 m de haut, a couronne
conique, a feuilles 7-12 x 3-5 cm, elliptiques ou oblancéolées, a base atténuée ou cunéiforme, a
sommet acuminé, a marge entiére, glabre, coriace, ponctuée en dessous ; a nerfs latéraux
nombreux, paralléles, obscurs, a nerf intramarginal ; a pétiole 10-20 mm de long, élancé, glabre.
Les fleurs sont blanc rose, parfumées, en cymes de 4 cm de long ; calice 1,5 x 6 mm, tubulaire,
verrugqueux avec quatre segments ascendants involutifs en forme de crochet ; pétales jusqu'a 10 x
5 mm, elliptiques, calyptrés ; étamines nombreuses, infléchies dans le bourgeon ; ovaire infere.
Baies globuleuses ou ellipsoides, pourpre foncé avec un anneau de calice persistant au sommet.
Les boutons floraux ont une valeur commerciale en tant qu'épice (Sujanapal & Kunhikannan,
2017).

Syzygium aromaticum est un arbre a feuilles persistantes qui atteint environ 10 a 20 m. Son
écorce est grise et lisse. Les feuilles sont grandes et opposées. Le limbe est coriace, ovale-long
elliptique, entier et densément couvert de glandes a huile. Le pétiole est bien visible. Les bourgeons
des feuilles sont terminaux, en cymes ou en panicules. Les fleurs sont rouges ou roses, et 3 fleurs
sont réunies en un seul groupe. Les fleurs contiennent 4 pétales. Les bourgeons sont blancs au
début et deviennent verts puis rouges lorsque les bourgeons mesurent 1,5 a 2 cm de long (Alfikri
et al., 2020). Le calice est cylindrique, le réceptacle long et quadrilobé a I'extrémité. Les lobes sont
triangulaires, rouge vif, avec de nombreuses étamines et un ovaire inférieur. Les baies sont

oblongues, rouges ou pourpres foncées, et contiennent une graine ovale. Le fruit est appelé femelle
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ou S. aromaticum femelle. La période de fructification s'étend de juin a juillet et la période de
floraison de janvier a février. Les bourgeons sont appelés S. aromaticum male, et sont séchés en
retirant le pédicelle desbourgeons rouge vif (Wei et al., 2016).

Figure 1.19. Syzygium aromaticum.
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Figure 1.20. Différentes parties de S. aromaticum. -A- Plante entiere ; -B- boutons floraux sechés
; -C- fruit ; -D- feuille (Xue et al., 2022).
1.4.4. Nomenclature
Anglais : Clove
Bulgare : Karamfil
Chinois: Ding Heung -cantonais-, Ding Xiang, Gong Ding Xiang -mandarin-
Francais : Clous de girofle
Espagnol : Clavos de olor

Gallois : Clawlys et Clof
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Le nom clou de girofle vient du moyen anglais et de I'ancien frangais "clou” qui veut dire
I"angle, "de girofle" giroflée -gillyflower était le nom original de I'épice- (Opara & Chohan, 2021).

1.4.5. Propriétés biochimiques

Le Syzygium aromaticum est connu pour son utilisation comme épice dans la préparation
desaliments. Outre ses propriétés aromatiques, il peut étre utilisé comme remede traditionnel pour
de nombreuses maladies telles que l'asthme, les troubles digestifs, dentaires et respiratoires, les
maux de gorge et les maux de téte. Le clou de girofle est également appliqué en médecine
traditionnelle. Le girofle est largement utilise pour traiter la dyspepsie, la gastrite et la diarrhée
(Singh et al., 2012).

Tableau 1.8. Composition et propriétés de I'huile essentielle de girofle (V. K. Pandey et al., 2024).

Compose Montant -%- Propriété Utilisation et application

Eugenol 74,28 Composé phénylpropanoide Antimicrobien Insecticide
volatil dans la nature faible Anti-infl toi
solubilité dans I'eau nti-intlammatoire
Cicatrisation des plaies
Antioxydant

Anticancereux pour le sein,
la prostate, le colon,
I'estomac et la peau

B caryophylléne 24,8 Sesquiterpene Anti-cancérigene

Présent dans le clou degirofle, Anti-inflammatoire

le chanvre, le poivre noir, les L
. Anxiolytique

feuilles de goyave

Ne se dissout pas dans l'eau, Antioxydant

mais se dissout dans I'éthanol  Effets anesthésiques

Agit comme un
chimiosensibilisateur
o humelene 3,1 Trouvé dans Senecio Influence sur le cancer du
brasiliensis S. aromaticum L., colon, de la prostate, du
Humulus lupulus L poumon et du sein
Sesquiterpene Activité antiproliférative

Bioactivité anticancéreuse

Acétate 2,7 Phénylpropanoide Antimicrobien

d'eugénol . .
g Anti-bactérien
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Deuxiéme  substance  en Utilisation dans les
abondance dans le clou de parfums en raison de sa
girofle apres I'eugénol nature volatile
Solide cristallin Fluide Anti-inflammatoire
jaunatre avec une teinte fruitée

o Copaene 0,17 Hydrocarbure Antimicrobien
sesquiterpenique Antiprolifératif
De nature incolore, claire et Anti-aénotoxiaue
visqueuse g au

Anti-oxydant
Activité cytotoxique
Chavicol 0,08 Phénylpropéne naturel Utilisation dans les
) . parfums
Composé organique
. Analgésique
Liquide incolore gesiq
. . Anti-inflammatoire
Associé aux terpenes
Anti-toxique
Salicylate de 0,20 Ester organique Agent aromatique
méthyle . . ] .
y Liquide incolore et visqueux Métabolite
de couleur fruitée . . .
Antibactérien et irritant
Antiprolifératif
4-Allylanisole 0,13 Phénylpropéne Utilisation dans les huiles
. . essentielles
Composé organique naturel
L Fabrication de parfums
Liquide incolore
Avantages médicinaux
Anticancérigéne
Antigénotoxique

Acétate de 0,07 Ester organique Application  dans les

benzyle produits d'hygiéne

Ardme doux et agréable

personnelle et de soins de
santé

Utilisation industrielle

dans l'extraction
Anti-irritant

Antimicrobien
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1.4.6. Les activités biologiques de I’huile essentielle de clou de girofle
1.4.6.1. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de I'huile essentielle du fruit a été démontrée contre
Staphylococcus aureus, tandis que I'huile de feuille a été efficace pour inhiber la croissance de
Bacillus cereus. 32 souches de Staphylococcus epidermidis multirésistantes isolées de
biomatériaux de dialyse ont été testees avec I'huile de clou de girofle. La sensibilite a I'huile
essentielle de clou de girofle a été significative pour chaque souche bactérienne, avec une activité
étendue contre les bactéries Gram-positives. Cing souches de S. epidermidis ont montré l'activité

la plus élevée, avec une zone d'inhibition de plus de 16 mm (Mytle et al., 2006).

1.4.6.2. Activité fongicide

L'activité antifongique de l'eugénol a été démontrée contre Candida albicans et Trichophyton
mentagrophytes. On a montré qu'une solution de sucre concentrée avec de I'oléorésine de clou de
girofle avait un effet fongicide puissant en diminuant la taille de I'inoculum des champignons.
Selon un récent rapport, des micrographies MEB (microscopie électronique a balayage) ont révélé
des dommages morphologiques importants avec des déformations cellulaires sur des cellules de
Saccharomyces cerevisiae causés par l'utilisation de I'huile de clou de girofle. Plusieurs espéces
de champignons d'origine alimentaire ont également été signalées avoir une activité fongicide de
I'huile essentielle d'E. caryophyllata, et une étude récente a démontré que I'huile essentielle de clou

de girofle a méme inhibé la croissance d'Aspergillus niger (Pawar & Thaker, 2006).
1.4.6.3. Activité antivirale

En général, les virus sont extrémement sensibles aux éléments présents dans les huiles
essentielles. L'activité antivirale in vitro des phénylpropanoides, des monoterpénols et des
monoterpénals a été démontrée (Hussein et al., 2000) Il a été observé que I'extrait de Syzygium
aromaticum était extrémement efficace pour arréter la réplication duvirus de I'hépatite C - avec
une inhibition de>90% a 100 pg/mL- (Kurokawa et al., 1998) Un composé anti-VHS, I'eugeéniine,
a été isolé et identifié a partir d'extraits de Syzygium aromaticum, et a démontré une capacité a
inhiber l'activité de I'ADN polymeérase du HSV-1 (Chen et al., 2023).

1.4.6.4. Capacité antioxydante

L'huile de girofle est principalement constituée d'eugénol, qui posséde de nombreuses
propriétés antioxydantes. Divers meécanismes peuvent entrainer I'activité antioxydante, comme le
piégeage des radicaux et la chélation des ions métalliques. L'eugénol faisait partie des réactions
photochimiques et posséderait une activité antioxydante puissante et une toxicité pour les cellules
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photochimiques. Ainsi, I'nuile de clou de girofle possede une activité antioxydante puissante ; de
plus, elle peut étre employée comme une source accessible d'antioxydants naturels et dans des

applications pharmaceutiques (Jirovetz et al., 2006).
1.4.6.5. Activité antitumorale

La présence de l'huile essentielle de clou de girofle a un potentiel anti-cancer et
antimutagene. L'action cytotoxique des huiles volatiles est observée sur les lignées cellulaires
tumorales humaines PC-3 et Hep G2 et, dansune étude récente, l'eugénol a été montré responsable
de l'apoptose des cellules cancéreuses humaines, le principal composé antimutagéne étant le
déhydrodieugénol. Derniérement, on a signalé l'activité antimutagéne du cinnamaldéhyde sur des
cellules d'hépatome humain, ou il a diminué la frequence des micronoyaux induits par différentes

amines hétérocycliques (Yoo et al., 2005).
1.4.6.6. Activité anesthésique

L'eugénol est utilisé dansun large éventail d'applications, notamment comme anesthésique
local en dentisterie et comme ingrédient du ciment dentaire pour les obturations temporaires. 11est
relativement facile a utiliser et peut étre employé a des concentrations plus faibles que d'autres
anesthésiques locaux. 1l est rapidement métabolisé et excrété, et ne nécessite donc pas de période

de sevrage (Wagner et al., 2002).
1.4.6.7. Activité insecticide

La lutte contre les arthropodes parasites avec des médicaments pose plusieurs problemes,
tels que la résistance aux médicaments et les conséquences sur I'environnement. Plusieurs études
ont été menées sur l'activité biologique de I'huile d'Eugenia caryophyllata contre divers parasites.
On a prouvé qu'elle entravait I'apparition des larves de Culex pipiens et qu'elle avait une activité
insecticide contre Pou de téte (Pediculus capitis), les moustiques Anopheles dirus et certains
insectes des produits conservés, et qu'elle entravait le développement de la progéniture de
Tribolium rouge de la farine (Tribolium castaneum) et Sitophilus zeamais, l'isoeugénol étant
particulierement actif. On a également observé une activité acaricide de I'huile essentielle de clou
de girofle sur Dermatophagoides farinae et D. pteronyssinus, avec l'eugénol comme composant
acaricide de I'huile. Une récente étude a démontré que I'huile de clou de girofle peut contenir des
propriétés bénéfiques (Park & Shin, 2005).
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Chapitre 11 Matériels et méthodes

Chapitre 1l. Mateériels et méthodes

11.1. Matériels
11.1.1. Matériel végétal

Les bourgeons de clou de girofle ont été achetés dans un magasin local a M sila en février
2024,

Figure 11.1. Clou de girofle

11.1.2. Matériel et produits
Matériel

e Ecouvillons stériles, micropipette et anse de platine.
e Boites Pétri, pipettes Pasteur.

o Réfrigérateur, vortex et autoclave

e Balance de précision.

e Appareil Clevenger.

e Spectrophotométre, incubateur, microscope.

e Bec Bunsen.
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Produits

e Violet de Gentiane, lugol, alcool, fuschine et huile a émersion.
e Eau distillé, eau physiologie stérile.

e DMSO -Dimethyl Sulfoxide.

e Papier wattman.

e Gélose au sang.
11.1.3. La souche bactérienne utilisée
11.1.3.1. Streptococcus mutans
Une carie dentaire a été prélevée par le dentiste Dr. FAKANI Bachira Bou-saada.
11.2. Méthodes
11.2.1. Extraction d'huile

L'hydrodistillation est I'une des méthodes les plus pratiques pour obtenir des huiles
essentielles. Lors de la procédure d'hydrodistillation, un échantillon de clous de girofle [100 g de
clous de girofle séchés] est placé dans un ballon a distillation et remplir avec une quantite d'eau
distillée (1litre) pour immerger la matiére végétale, ensuite allumer le chauffe-ballon a 60°C

pendant trois a six heures pour effectuer la distillation.

Apres, a laide d'une seringue propre, récupérer l'huile essentielle et la stocker au
réfrigérateur dans une flacon ambrée pour éviter la dégradation par la lumiere (le froid aide a

ralentir les réactions chimiqueset a éviter la détérioration prématurée).

La présentation picturale du processus d'extraction par hydrodistillation est montrée dans la
Fig 11.3.
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Figure 11.2. Extraction d'huile

l;uile essentiege

y

\ B
) La plante et l'eauﬁ._]
[l a=am]

GRS

Figure 11.3. Méthode d’extraction par hydrodistillation (Vinay Kumar Pandey et al., 2024)

11.2.2. Activité antibactérienne

La méthode de diffusion de disque a été utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne, ou
les disques sont imbibés de 10 pl d'huille (Sokmen et al., 2004).

11.2.2.1. Préparation du milieu gélose au sang

Le milieu de culture utilisé dans notre étude est de la gélose au sang, dont la préparation est

la suivante :

Mélanger 38,0 grammes poudre de Muller-Hinton dans 1 litre d'eau distillée. Chauffer
jusqu'a ébullition pour dissoudre entierement le milieu. Stériliser a l'autoclave a 121 °C pendant
2h. Apres la stérilisation, laisser refroidir & une température comprise entre 45 et 50 °C, I’ajout de

8-10 ml de sang stérilisé par filtration dans un flacon 180 ml de Muller-Hinton.
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11.2.2.2. Stérilisation du matériel de travail

Le milieu de culture, les tubes a essai, I'eau distillée, les embouts de micropipette utilisés
dans la préparation des solutions bactériennes, ainsi que les disques en papier Wattman [de 4 mm
de diametre] recouvert dans du papier aluminium, ont été soumis a une stérilisation a l'autoclave

a une température de 121°C pendant 2 heure.
11.2.2.3. Prélévement et isolement de la bactérie

La carie dentaire prélevée chez un dentiste a Bou Saada, a été ensemencée dans une boite
contenant de la gélose au sang avec un coton tige stérile. Ensuite la boite a été transmise au

laboratoire et mise a I’incubateur a 37°C pendant 24 & 48 heures.

Apres I’incubation, des écouvillons stériles ont été utilisés pour prélever de la boite de
Petri contenant la carie dentaire. Ensuite, ils ont été dilués avec de I’eau physiologique pour
réaliser I’ensemencement en utilisant la technique des stries, afin d’obtenir des colonies séparées.

Enfin, la boite a été incubée a 37°C pendant 24 a 48 heures.
11.2.2.4. Identification macroscopique, microscopique et biochimique

Apres I’incubation, une observation et une réalisation des tests doit étre faite pour bien

identifier la souche.

- Lamorphologie, la dimension, la couleur des colonies et le type de I’hémolyse obtenu.
- Un test de catalase est fait.
- Un frottis est préparé pour la coloration de Gram :

v Recouvrir le frottis séché a l'air et fixé a la chaleur avec du violet de gentiane pendant

1 minute.

v" Rincer doucement a I'eau distillée pour enlever I'excédent de colorant.

v Recouvrir la préparation avec du Lugol et laisser agir pendant 1 minute. Le Lugol sert
de mordant pour fixer la coloration.

v Rincer doucement a l'eau distillée.

v Appliquer une solution de décolorant (alcool éthylique) pendant 10-20 secondes.

v" Rincer immédiatement a I'eau distillée pour stopper la décoloration.

v Recouvrir la préparation avec Fushine et laisser agir pendant 1 minute.

v Rincer a l'eau distillée et sécher la lame.

11.2.2.5. Préparation de linoculum

Quelques colonies bien isolées et identiques ont été prélevées a l'aide d'une anse de platine.
Ces colonies sont transférées dans 10 ml d'eau distillée stérile en veillant & homogénéiser la
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suspension bactérienne. La densité optique de cette suspension doit étre équivalente a 0,5 sur
I'échelle de McFarland ou a une absorbance optique de 0,08 a 0,10 a une longueur d'onde de 625
nm. L'inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture si la densité est trop faible, ou de I'eau

physiologique stérile si elle est trop élevee.
11.2.2.6. Préparation des dilutions de I'huile essentielle de clou de girofle

L'huile de clou de girofle a été mélangée avec du diméthyl-sulfoxyde [DMSQO] afin de
produire différentes concentrations en effectuant des dilutions successives a moitié, en tenant

compte du fait que la concentration de la solution mére d'huile est de %2 (50%).

Apreés l'extraction de I'huile essentielle de clou de girofle, on pése la quantité obtenue par la

balance précise de laboratoire et on mesure en paralléle le volume.

On calcule la masse volumique de I'huile obtenue m/v qui présente en méme temps la

concentration massique de I'huile essentielle.

Apres la détermination de la concentration massique, on peut préparer la solution mere

initiale pour préparer I'étalonnage pour faire les dilutions successives en demi.
Chagque dilution présente un pourcentage en moitié de la dilution précédente.
[C]i=100% = m/v ( préleve) + v de DMSO
On prépare les dilutions
[Cl1=1/2[C]I+ 1/2DMSO
[C] 2= 1/2 [C] 1 + 1/2 DMSO
et ainsi de suite.
11.2.2.7. Ensemencement

L'ensemencement est effectué en utilisant des écouvillons sur des boites de Petri. Un
écouvillon est imprégné de la suspension bactérienne, puis essoré en pressant fermement contre la
paroi interne du tube. L'écouvillon est ensuite frotté sur toute la surface du milieu gélosé, de haut

en bas, en réalisant des stries serrées.
11.2.2.8. Disposition des disques et placer I'huile

Les disques sont placés avec précaution sur la surface de la gélose inoculée en utilisant une

pince stérile, puis 10ul d'huile diluée sont ajoutés sur les disques.
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De plus, un test d'antibiogramme a été effectué en utilisant un disque pré-imprégné avec un
antibiotique [témoin positif] appropriés, préts a I'emploi, afin de comparer les résultats des tests

d'huile, ainsi qu’un disque Wattman imbibés de DMSO [témoin négatif].
11.2.2.9. Méthode de détermination (CMI) sur milieu liquid

La CMI a été déterminée comme précédemment décrite par (Boniface et al., 2010).
Brievement, 100 ul de bouillon Mueller Hinton a été distribu¢ dans chaque puits d’une
microplaque a 96 puits. 100 microlitres de la solution mere de I'huile essentielle ont ensuite été
ajoutés a chacun des puits de la premiere rangée de la microplaque, sauf le dernier puits. Dans
chaque rangée, desdilutions successives de 2 puits par puits ont été effectuées jusqu'au 12e puits,
et les 100 pl du dernier puits ont été évacués pour continuer la deuxiéme rangée. Par la suite, on a
ajouté 100 ul de bouillon Mueller Hinton dans le dernier puits ; puis on a procédé¢ a des dilutions
successives, toujours de raison 2. Tous les puits ont été ensemences, sauf ceux de la pré-derniére
puits, en y introduisant 100 pl de suspension bactérienne & 1076 (UFC/ml), densité égale a I’échelle
2 de Mc Ferland. On a utilisé du bouillon Muller Hinton au lieu de la suspension bactérienne. La
microplaque aenfin été recouverte avec le couvercle puis incubée & 37 °C pendant 18 4 24 heures.
La derniére colonne représente le témoin négatif, tandis que la pré-derniére, le témoin positif.Lors
de la lecture, I'apparition d'un trouble témoigne de la prolifération bactérienne. La couleur initiale

persistante indique I'absence de développement des germes.
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Chapitre 111. Résultats et discussion

I11.1. Le rendement de I’extraction -RHE-
Le rendement, exprimé en pourcentage, se calcule a ’aide de la formule suivante :
R (%) = Me/Mc x 100
Mc : Masse de clous de girofle en gramme.
Me : Masse de I'huile essentielle extraite en gramme.

Notre rendement en huile essentielle de clou de girofle obtenue par hydrodistillation a été
estimé a 6,08 %.

Tableau 111.1. Résultat du rendement d’HE de Clou de girofle

Huile étudiée Norme AFNOR

Minimum Maximum

Rendement (%0) 6.08% 5 8

Le rendement d’huile de clou de girofle d’environ 6,08 %, et ce résultat est conforme dans

les normes de ’AFNOR (L'Association francaise de normalisation).

En ce qui concerne les valeurs, le rendement en huile essentielle de clous de girofle est
supérieur a celui obtenu en huile essentielle par ADLI (2015), qui a atteint un rendement de 0,84
%.

111.2. Analyses physico-chimiques
111.2.1. Etude des propriétés organoleptiques

Les résultats présentés dans le -Tab I11.2- comparent les caractéristiques de notre huile

essentielle extraite des boutons de clous de girofle aux normes définies par TAFNOR.
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Figure 111.1. HE de Clou de girofle

Tableau 111.2. Caractéristiques organoleptiques de ’'HE de Clou de girofle

Aspect Couleur Odeur
Norme AFNOR Liquide mobile Jaune trés claire Epicee
Limpide parfois (caractéristique  de
Légeérement visqueux I’eugénol)
HE étudie Liquide mobile Jaune tres claire Epicée
limpide (caractéristique  de
I’eugénol)
111.2.2. Le pH

Les résultats consignés dans le -Tab 111.3- montrent que notre pH est de 6,82. Ce pH est

Iégérement acide, ce qui s'explique par la composition chimique des huiles essentielles de clou de

girofle, qui ont tendance a libérer des ions H+.

Tableau 111.3. Résultat du pH d’HE de Clou de girofle

Huile étudiée

Minimum

Norme AFNOR

Maximum

pH

06.82

5.5
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111.3. Identification de la souche

Tableau 111.4. Observation macroscopique et microscopique

Observation

Interprétation

Des colonies blanches circulaires et qui
mesurent environ 0,5 mm de diamétre avec un

halo verdatre autour des colonies.

Un halo verdatre signifie qu’il y a
une hémolyse partielle avec une dégradation
incompléte de I’hémoglobine, c’est-a-dire

une hémolyse o.

111.4. Résultat de test de catalase

Bacterie streptocogue Gram positif, cocci

arrondies, en paires et en chainette.

Apres I’ajout des colonies préleve de la boite sur I'eau oxygénée, une absence de formation

debulles d’air.

Figure 111.2. Test de catalase sur lame
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111.5. Résultat de Pactivité antibactérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de clou de girofle sur la
bactérie Streptococcus mutans en utilisant la méthode de diffusion de disques sur un milieu solide

(gélose au sang) révelent.

Tableau I11.5. Les résultats de la premiére boite qui contient les témoins, ’antibiotique et HE pure

Observation Interprétation

v' Le DMSO ne présente aucun effet sur la
croissance normale de la souche bactérienne.

v" L’huile pure a une large zone d’inhibition 15 mm
de diamétre.

v Le diamétre d’inhibition de I’antibiotique utilise

était 14,5 mm.

Figure 111.3. Les zones d'inhibitions sur GS
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Tableau 111.6. Les résultats des différentes dilutions de I’huile (zone d'inhibition)

Huile essentiel

Concentration en (%)

Diamétre d’inhibition (mm)

Clou de girofle

100 15
50 14
25 13.5
12.5 12
6.25 11.5
3.125 11
1.5625 10.5
0.7 10
0.3 9
0.19 8
0.04 6

e D< 8mm: Souches résistante (-).

e Imm<D<I14mm : Souches sensible (+).

e 15mm<D<19mm : Souches tres sensible (++).

Le streptocoque s'est revélé particuliérement trés sensible a I'huile essentielle de clou de

girofle, sensible a partir de la concentration (14%) jusqu'a (0,3%), et intermédiaire a (0,19%), par

contre résistante a (0,04%).

Nous avons observé que les zones d'inhibition Diminuait en fonction des différentes

concentrations d'HE.

La concentration de l'huile essentielle est liée aux zones d'inhibition. Ainsi, plus la

concentration est élevee, plus la zone d'inhibition est large.

Apres des recherches approfondies dans des articles, des livres et des études universitaires

précédentes, nous n'avons trouvé aucune mention de l'activité antibactérienne de I'HE de clou de
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girofle sur Streptococcus mutans (Gram+). Cependant, cette activité a été étudiée sur d'autres

souches bactériennes, telles que E. coli (Gram-).

Selon Banouh (2019) L'huile essentielle de clou de girofle a concentration graduée présente

un effet positif, sur E. coli avec une zone d'inhibition de 12 mm. Contrairement a E. coli, aucune

inhibition n'a été observée avec Pseudomonas, indiquant ainsi une forte résistance de cette souche

a notre HE. D’apreés Guinoiseau (2010), Les huiles essentielles sont actives aussi bien contre les

bactéries Gram positives que les Gram négatives. Cependant, les bactéries Gram négatives

montrent une moindre sensibilité a leur effet, ce qui est directement lié a la structure de leur paroi

cellulaire.

I111.6. La concentration minimale inhibitrice

Figure 111.4. Microplaque

Tableau I11.7. Les résultats de l'activité antibactérienne de I'huile essentielle de clou de girofle

sur S. mutans réalisé par la méthode de CMI

Les concentrations (%0)
50 | 25 | 125 (6.25|3.12 | 156 | 0.78 | 0.3 | 0.19 | 0.04 | C+ | C-
La

souche

- - - - - - - - - + + -
S.mutans CMB | CMI
C : controéle - : inhibition
N : négative + :croissance
P : positive
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Tableau 111.8. Les résultats de CMI et CMB

La souche

Streptococcus mutans

HE

CMI CMB

Clou de girofle

0.19 0.3

Les résultats indiquent clairement que I’HE de clou de girofle présente une forte activité
inhibitrice sur la croissance desstreptocoques. De plus, cette activité augmente

proportionnellement a la concentration croissante de I’huile essentielle.
En revanche, dans I'étude de Banouh (2019), le résultat de la CMI pour E.coli est le suivant,

tel que présenté dans le -Tab 111.9-.

Tableau 111.9. Les résultats de l'activité antibactérienne de I'huile essentielle de clou de girofle sur

E.coli réalisé par la méthode de CMI

Les concentrations (%0)

50 | 25 | 125 |6.25 312 |15 |078| 03 | 0.1 | 0.0 | C+ | C-
La
souche

- - - + + + + + + + + -
E.coli CMI
C : contréle - I inhibition
N : négative + :croissance
P : positive
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De nombreuses recherches ont confirmé que HE de clou de girofle sont fortement
antibactériennes, ce qui pourrait étre attribué a leur principal composé, lI'eugénol. Les recherches
fait par Valero et Giner (2006) ont démontré que l'eugénol, parmi d'autres composes, a induit

I'inhibition de la croissance des bactéries.

De plus, I'étude menée par Rhayour (2016) a révélé que I'HE de clou de girofle exerce
principalement son activité bactéricide grace a son composeé majoritaire, I'eugénol, appartenant a
la famille des phénols. Ainsi, il semble que l'activité bactéricide des huiles essentielles commence
par lattachement de ces molécules aux membranes bactériennes, ce qui engendre des
modifications de leur structure et de leur perméabilité. Ceci entraine la perte de constituants

cellulaires, provoquant ainsi une lyse significative des cellules bactériennes.
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Conclusion

Le clou de girofle, également connu sous le nom de Syzygium aromaticum, est une épice
courante qui provient du bourgeon floral d’un arbre appartenant a la famille des Myrtacées et est
originaire d’Indonésie. Le clou de girofle a trouvé des applications médicales dans les pays
asiatiques et occidentaux. Il est largement utilisé dans les médecines alternatives et comme agent
aromatisant dans I’alimentation. Les bourgeons de clou de girofle contiennent plusieurs composés
intéressants, notamment 1’eugénol, D’acétate d’eugényle, le trans-caryophyllene, le p-
caryophyllene, les polyphénols, les tanins et les triterpénoides. Ces composés bioactifs en font un
remede maison recherché pour traiter diverses affections, allant des problemes dentaires aux

inflammations. Ils peuvent étre extraits efficacement par plusieurs méthodes.

Par conséquent, en se basant sur cette etude on peut conclure que le pouvoir antibactérien de
I’huile essentielle de clou de girofle avec sa principale composition volatile et efficace, I’eugénol,
est le constituant responsable des puissantes propriétés antimicrobiennes. Ilest possible qu’elle ait
une meilleure action in vivo sur I’incidence de la diminution de la formation de biofilm des caries

dentaires.
Voici quelques perspectives que nous pourrions inclure:

e Comparer I’efficacité antibactérienne de I’huile essentielle de clou de girofle avec
d’autres huiles essentielles et traitements conventionnels contre Streptococcus
mutans.

e Développer des formulations dentaires intégrant I'huile essentielle de clou de girofle,
telles que des dentifrices, des bains de bouche, ou des gels.

o Etudier les effets a long terme de I'utilisation de ces produits sur la santé bucco-
dentaire.

e Investiguer la production durable et écologique de I'huile essentielle de clou de
girofle.

e FEtudier I'impact environnemental de I’utilisation généralisée de I’huile de clou de

girofle dans les produits dentaires.

Ces perspectives enrichiront notre mémoire et proposeront des axes de recherche futurs pouvant

contribuer a I’avancement des connaissances dans ce domaine
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