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Résumé

Ce présent travail contribue a la valorisation in vitro de la partie aérienne de Juglans

regia L., plante médicinale fortement utilisée dans la médecine traditionnelle Algérienne.

Le screening phytochimique des molécules bioactives montre une abondance
significative des composés phénoliques dans l'extrait éthanolique des écorces des jeunes
rameaux, tel que les phénols, les tanins, les saponines, les terpenoides, des alcaloides et les

quinones libres.

L’¢étude antimicrobienne a révélé que I’extrait éthanolique des écorces des jeunes
rameaux posséde un effet antimicrobien significatif contre les souches de références testées,

avec des zones d’inhibition comprises entre 16 mm et 44 mm.

Le bain de bouche formulé a base d’extrait éthanolique de J.regia L. a montré un
potentiel anticariogene sur la croissance des germes pathogénes des infections bucco-
dentaires, avec des zones d’inhibition trés importantes qui varient entre 10,5 mm et 39 mm.
En outre, le bain de bouche a prouvé une efficacité antibiofilm contre deux souches
microbiennes : Entérococcus faecalis (ATCC 29212) et Staphylococcus aureus cliniquement

isolée.

L’étude de I’activité antiradicalaire par la méthode de réduction des radicaux libres
(DPPH) s’est révélée modérée pour I’extrait éthanolique, comparativement avec celle de

’acide ascorbique, avec un EC50 égal 88 et 78mg/ml respectivement.

L’étude de la toxicité érythrocytaire de 1’extrait éthanolique incorporé comme un
principe actif dans la formulation pharmaceutique , n’a pas décelé un effet toxique sur

les hématies méme a des fortes concentrations.

Les résultats trouvés dans cette étude suggerent que les écorces des jeunes rameaux de
Juglans regia L. peuvent étre considérées comme une source puissante des principes actifs

utilisés intensivement dans les industries pharmaceutiques.

Mots clés: Juglans regia L., Infections  bucco-dentaires, bain de bouche,

antimicrobienne, toxicité.



Abstract

The present work contributes to the in vitro valorization of the aerial part of Juglans
regia L., a medicinal plant widely used in traditional Algerian medicine.

Phytochemical screening of bioactive molecules showed a significant abundance of
phenolic compounds in the ethanolic extract of young twig bark, such as phenols, tannins,

saponins, terpenoids, alkaloids and free quinones.

The antimicrobial study revealed that the ethanolic extract of young twig bark had a
significant antimicrobial effect against the reference strains tested, with zones of inhibition

ranging from 16 mm to 44 mm.

Mouthwash formulated with ethanolic extract of J.regia L. showed anticariogenic
potential on the growth of pathogenic germs of oral infections, with very significant inhibition
zones ranging from 10.5 mm to 39 mm. In addition, the mouthwash demonstrated antibiofilm
efficacy against two microbial strains: Enterococcus faecalis (ATCC 29212) and clinically

isolated Staphylococcus aureus.

Free radical scavenging (DPPH) was moderate for the ethanolic extract, compared

with ascorbic acid, with EC50 values of 88 and 78mg/ml respectively.

The erythrocyte toxicity study of ethanolic extract incorporated as an active ingredient
in the pharmaceutical formulation did not detect a toxic effect on red blood cells even at high

concentrations.

The results found in this study suggest that the bark of the young twigs of Juglans
regia L. can be considered a potent source of the active ingredients used extensively in the

pharmaceutical industries.

Keywords: Juglans regia L., Oral infections, mouthwash, antimicrobial, toxicity.
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Glossaire

Gingivite : inflammation superficielle de la gencive marginale, stade initial de la maladie
parodontale. Se caractérise par un cedéme, une rougeur et un saignement au sondage ou au

brossage. Réversible et directement liée a I'accumulation de plaque dentaire.

Classification APG (Angiosperm Phylogeny Group) : est une classification botanique des
angiospermes (fleurs) basée sur des études phylogénétiques. Elle a été mise a jour plusieurs
fois, avec les versions APG 1 (1998), APG Il (2003), APG Il (2009), et APG IV (2016).

Parodonte : est I’ensemble de tissus qui entourent et soutiennent les dentes. Il est composé de
la gencive, de I’os alvéolaire, du ligament alvéolo-dentaire et du cément.sa fonction principale

est de maintenir les dents.

Parodontite: atteinte du parodonte profond, avec destruction du tissu osseux et ligamentaire.

Stade plus avancé et irréversible de la maladie parodontale.

Mugqueuse buccale : est la paroi qui tapisse l'intérieur de la bouche. Elle joue un role

important dans la protection des tissus contre les infections.

Surfaces dentaires dures : également appelées tissus durs dentaires, sont les parties de la
dent qui sont visibles dans la bouche et qui ne sont pas recouvertes par la gencive.

Tissus mous de la bouche : également appelés tissus parodontaux, sont les tissus qui
entourent et supportent les dents. Ils comprennent les gencives, le ligament parodontal, I'os

alvéolaire et la muqueuse buccale.
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Introduction

Les plantes médicinales et aromatiques ont connu une attention accrue ces derniéres
années, tant des chercheurs que des utilisateurs. Particuliérement, en raison de leur efficacité
et de la facilité d'extraction de leurs composés chimiques. Les plantes médicinales sont
utilisées largement pour traiter des infections variées, compris leur richesse en métabolites

secondaires bioactifs (Ouraini et al., 2007).

Les infections buccales présentent un probleme majeur de santé publique.
L'organisation mondiale de la santé (OMS) a déclaré que les maladies carieuses préoccupent
la quatrieme place dans la liste des maladies les plus répandues dans le monde (Bouzidi,
2020). Le processus carieux est une maladie microbienne grave et chronique, nécessitant des
composants antimicrobiens efficaces. Les plantes médicinales sont considérées comme une
source naturelle d'agents antibactériens. Leur valorisation est devenue actuellement une
préoccupation importante dans de nombreux pays. L'OMS recommande I'évaluation de
I'innocuité et de I'efficacité des médicaments a base de plantes, en vue de standardiser leur
usage et les intégrer dans les systemes de soins conventionnels (OMS, 2000). Par ailleurs,
80% de la population humaines ont recours a des plantes médicinales pour se soigner, par

manque d'acces aux médicaments prescrits par la médecine moderne.

L'Algérie, avec sa richesse et sa diversité de flore, constitue un réservoir
phytogénétique qu’il joue un réle indispensable dans la santé publique. Parmi ces plantes
médicinales fortement utilisées en médecine traditionnelle algérienne (Ali-Dellile, 2013),
iranienne (Hosseinzadeh et al., 2011), chinoise (Liu et al., 2008) et encore indenne (Shah et
al, 2003), figure le noyer commun. Ce dernier est connu sous le nom scientifique Juglans

regia L.

J.regia L. est une plante médicinale de la famille des Juglandacea , trés utilisée par la
population algérienne dans le but de prévenir contre les problemes buccodentaires (Aissi et
Boudjelal, 2014). Le noyer commun est un arbre fruitier et forestier de grande importance.
Presque toutes les parties de la plante présentent des propriétés thérapeutiques et
pharmacologiques importantes. De nos jours, cette plante est utilisée a large spectre dans
différents domaines : industries pharmaceutiques, agroalimentaires en cosmétologie, ainsi en

cancérologie (Zakavi et al., 2013).
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Introduction

Les objectifs de la présente étude sont :

= Extraction, caractérisation chimique et activité biologique et pharmacologique des
molécules bioactives des écorces des jeunes rameaux de Juglans regia L.

= FEtude in vitro des activités biologiques de I'extrait éthanolique de Juglans regia L.,
impliquant I'activité anticariogene, le potentiel antibiofilm, l'activité antioxydante et la
cytotoxicité érythrocytaire.

= valorisation des écorces des jeunes rameaux de Juglans regia L. en les incorporant
dans les produits de soins dentaires (bain de bouche) et I’é¢tude de son potentiel vis-a

vis du maintien de I’hygiéne buccale.

Le manuscrit est scindé en trois grands chapitres : le premier chapitre représente une
synthese bibliographique qui porte sur le noyer commun, la santé bucco-dentaire et le mode
d'action des biomolécules ; le deuxieme chapitre est consacré a I'expérimentation appliquée,
décrivant le matériel végétal, la méthode d'extraction, le screening phytochimique et les
méthodes d'évaluation des activités biologiques et pharmacologiques ; et le dernier chapitre
comprend les résultats et discussion relatifs aux différents tests pratiqués. En fin, une

conclusion générale basee sur I'ensemble des résultats obtenus et perspectifs de recherche.
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Chapitre | Synthése bibliographique

I.1. Présentation de I’espéce Juglans regia L.

Juglans regia L., communément appelé Noyer commun, est une espece d'arbre
forestier et fruitier d'importance majeure (Boukhari, 2017). Cet arbre présente plusieurs
parties utiles, dont les feuilles, la coquille, la partie charnue du fruit vert et son bois. Au-dela
de sa valeur agricole en tant que source de noix comestibles, le noyer offre une variété de
produits dérivés de ses différentes parties. Feuilles, écorces, tiges, péricarpes, fruits, fleurs et
membranes ligneuses sont des éléments utilisés extrémement en médecine traditionnelle
(Noumi et al., 2012).

1.1.1.Nomenclature

» En latin : Juglans regia L.
» En arabe : &l sl < 352l (Delille, 2010).
» En francais : Noyer commun, noyer royal, Goguier, Calottieret eclonnier(Arnal et al., 2009).

» En anglais : Commun walnut, Persian walnut, Walnut.

1.1.2.Classification de genre Juglans

La classification phylogénétique retenue est celle d’APG IV (Angiosperms Phylogeny
Group) de 2016 :

Régne : Plantae

Clade : Spermatophyta
Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Rosidées

Clade : Eurosidées

Ordre : Fagales

Famille : Juglandaceae
Genre : Juglans

Espéce : regia

I.1.3.Description botanique de Juglans regia L.

Le genre Juglans, qui comprend 21 espéces, est largement répandu dans le monde

entier, peut vivre de 150 a 200 ans. Le noyer est un arbre dicotylédone grand et haut : il
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atteint une hauteur d'environ 25 metres, et dépasse rarement les 30 metres. Leur diametre

peut atteindre 80 & 90 cm. Juglans regia L. c’est une espéce de lumiére, exigeant une

exposition importante au soleil pour bien se développer (Tajamul et al .

, 2014).
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Figure 01 : Différentes parties de I'arbre et du fruit de noyer (Zurek, 2022)

Tableau |

: Description des différentes parties de I’arbre et leur cycle de vie

Racine

Puissante et profonde, peut descendre jusqu'a 3 et méme 5 m si le

sol le permet (Becquey, 1997).

Ecorce

Lisse de couleur marron avant d’étre mature, gris argenté avec une
texture plus rugueuse a large fissures pour les branches les plus
matures (Sabatier, 1999).

Rameaux

Gras, brun luisant, larges cicatrices foliaires triangulaires situées
sous le bourgeon (Dupérat et Polese, 2008).
-Jeunes rameaux : lisse, gris blanchatre, parfois teinté de roux

(Bretaudeau et Fauré, 1979).

Parties de I'arbre

Feuille

Caduques atteignant les hauteurs, généralement avec un tronc court
et une large couronne (Parle, 2023).

Elles sont grandes de 25 jusqu’a 40 cm de long, disposées en
alternance, imparipennées avec 5 a 9 folioles, jumelé en alternance

avec une foliole terminale (Tajamul et al., 2014).

Fleur

Groupées en inflorescences spéciales qu’on nomme les chatons.
Ces derniéres sont soit toutes males, soit toutes femelles, portées

par un méme pied (la plante est  monoique).
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-Les fleurs maéles sont en chatons tombants de 5 a10 cm de long.
-Les fleurs femelles sont terminales, en groupes de deux a cing
(Stonehouse, 2013).

Fruit

Drupe globuleuse verte, appelée noix. Le fruit entier compris :
-Brou : enveloppe charnue verte qui noircit en séchant.

-Noyau : coquille ligneuse formée de deux valves soudées.
-Amande : partie comestible (Manning, 1978 ; Parle, 2023).

Le fruit arrive a maturit¢ au cours des mois de septembre

ou d'octobre (Bonhomme, 2019).

Tronc

Epaisse, grisatre, crevasses profondes.
Le tronc peut atteindre 30 m de hauteur et 2 m de diamétre. (Shah
et Rather, 2018 ; Bonhomme, 2019 ; Gallais et Bannerot, 1992).

Maturité du fruit Automne

Chute des noix Automne

Germination Printemps

Floraison Avril a Mai

Cycle de vie

(fécondation)

Pollinisation anémophile | Par le vent

1.1.4.0Origine et répartition géographique

Juglans regia L., une espéce cultivée dans de nombreuses régions tempérées du

monde, notamment en Europe (France, Italie, Yougoslavie, Roumanie), en Asie, en Afrique

du Nord, en Amérique et en Australie (Ouis et Zitouni, 1996).

En Algérie, cet arbre majestueux s'est répandu principalement dans les zones

montagneuses, suite & son introduction dans la région de R'haouat (les Moulins) & Batna

(Bonev, 1973). Sa présence s'étend aujourd'hui a diverses régions du pays, telles que le massif

de I'Aures, les régions d'Annaba, Sétif, la grande Kabylie, Tlemcen, Tebessa, Djelfa, Saida et

méme pres de Sougueur au sud de Tiaret (Bonev, 1973 ; Boukhari, 2017).
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1.1.5.Profil phytochimique

Tableau Il : Métabolites primaires et secondaires de Juglans regia L.

Métabolites primaires Métabolites secondaires
é Fructose, glucose, saccharose 2 Ellagitanins et pyrogallol, présents dans
§ (Santos et al., 2013). E les feuilles (Blumenthal et al., 2000).
)
L-proline, L-tyrosine, L- Principalement sous forme de
[72)
e arginine, etc., présents surtout é quercétine (quercétine 3-galactoside,
£ . S o - o
© dans les feuilles (Kale et g quercétine 3-arabinoside, quercétine 3-
é Karadeniz, 2010). r_E xyloside, quercétine 3-rhamnoside, etc.)
< (Amaral et al., 2004 ; Liu et al., 2007).
o X ) ) . Caractérisés par la presence d'au moins
c 2 | Cuivre, zinc, manganese, etc. o .
g 5 _ un noyau benzénique lié a un groupe
< £ | (Kaleet Karadeniz, 2010). $
o E 3 | hydroxyle (Bruneton, 1999). Les plus
. \% fréquents sont les acides phénoliques :
S _ ) _ ‘S | acide para-hydroxybenzoique,
g Acide maligue, acide 8 o o .
S o S @ | vanillique, gentisique, paracoumarique,
> shikimique, acide citrique, etc. a . .
o € | gallique et chlorogénique (Luczak et
D (Santos et al., 2013). S
g al., 1989 ; Blumenthal et al., 2000,
< Jahanban-Esfahlan, 2019).

Le noyer s'avere étre une source riche en composés bioactifs, comme le révelent des

études récentes de Zurek, (2022). Les jeunes pousses de noyer, en particulier, constituent une

source prometteuse de divers composes bénéfiques pour la santé. Parmi ces composés, on

trouve :

- Acides phénoliques: acide p-coumarique, acide vanillique, acide gallique et juglone.

- Flavonoides: myricétine.

- Quinones: 1,4-naphtoquinone.
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Figure 02 : Quelques structures chimiques des composés phytochimiques présents dans

les écorces des jeunes rameaux de Juglans regia L. (Bhat et al ., 2023)

1.1.6.Propriétés pharmacologiques et intéréts thérapeutiques

Des investigations biologiques et pharmacologiques de Juglans regia L. ont été

rapportées par plusieurs chercheures révélant plusieurs activités biologiques (Tableau I11)

Tableau 111 : Propriétés pharmacologiques et biologiques de Juglans regia L.

8 g Composé Activité

€355 p ; : Références
s 2 phytochimique pharmacologique

Activité antibactérienne,

(Jamshid et al., 2011) ;
(Hubert et Grzegorg,

(B} . .
o , antioxydant, action
§ Poly-phenols antifonyi ue, activité 2015) ;(Tuqa
w hémz?t(?stz;ti e etal.,2017) ; (Verma et
que. Sharma, 2020).
Activité antifongique,
antioxydante,

N . antihelminthique et anti-
o Juglone, sitostérol, acide | . mefminthigue et antl
= ascorbidue. quercétine-3 diarrhéique, bacteéricide,
< q_ 4 , antihelminthique, anti- (Emiraetal., 2011) ;

larabino, phénols, . . .

@ . inflammatoire, anti- (Mohammed et al.,
© flavonoides, 1,4- , .
© i cancereuse, astringente, 2018) ; (Verma et
© naphtoquinone, ) i o )
S acide p-coumarique dépurative, diurétique, Sharma, 2020 ;
@ . - ’ laxative, détergente et (Bhat et al ., 2023).
> acide vanillique, . .
2 . " insecticide.
~ gallique, myricétine.

Utilisée dans certains
pays comme brosse a
dents.
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Acides phénoliques, Activité anti-oxydante,
acides gras essentiels, anti-age, gastro- (Fukuda et al., 2004) ;
acide ascorbique, acide protectrice, hépato- (Zhang et al, 2009) ;
" caféique, acide para- protectrice, activité (Rahimipanah et al,
%’ coumarique, juglone, hyper-cholestérolémique. | 2010) ; (Emiraetal.,
é tanins, flavonoides, effet hypo-lipidémiant, 2011) ; (Fang et coll,
alcaloide, galactoside, antihypertenseur, 2015) ; (Mohammed et
arabinoside, coté xylo, antimicrobiens, al., 2018) ; (Vermaet
rhamnoside et antidiabetique, Sharma, 2020).
naphtoquinones. anticancéreux.
Acide gallique, cumarin,
o querceétine, polyphénols, Antidépresseur, anti- (Raheleh et al.,2016) ;
3 noides de saveur, stérols, hypoxique, anti- (Verma et Sharma,
L graisses, protéines, inflammatoire. 2020).
vitamines, minéraux.
. , Effets antimicrobiens, .
o Acides gras, tocopherols, o (Poyrazolu et Biyik,
= . . activité antioxydant,
> phytostérols, tanins . 2010) ; (Deshpande
T L activité stimulant les
phéenoliques totaux. . etal.,2011).
hormones thyroidiennes.
o Tanins, Glucose, acide
£ ., - . .
2 5 citrique, acide malique, Protecteur du foie et des (Hiroshi et al.,2008) ;
o phosphate, oxalate de . .
2 o . . reins. (Parivash et al., 2011)
g3 calcium, juglone, poly-
O phénols.
@ . . . . Ak l.,2013) ;
“E’ Glutéline, globulines, Cicatrisation des plaies, ( (rslrj?jztna 201%)3)
('6 - - - 1
= Ibumin rolamines Anti-cancer. .
O albumine et p ! ! ; (Rosaria et al.,2019).

|.2.Santé buccodentaire

1.2.1.Flore bactérienne buccale

La cavite buccale constitue la deuxiéme communauté bactérienne la plus diversifiée du
corps humain, avec plus de 700 espéces colonisant les surfaces dentaires dures et les tissus
mous de la muqueuse (Boyer, 2019). Cet environnement favorise l'installation et la survie de
bactéries, parasites, mycoplasmes, levures et virus (Abdelali et al., 2019). La composition de
la flore buccale est influencée par divers facteurs tels que I'age, le site de prélevement et la

situation clinique.
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Chez les sujets sains, les bactéries a Gram positif dominent la cavité bucco-dentaire.
En revanche, chez les personnes souffrant d'infections parodontales, les bactéries a Gram
négatif deviennent prépondérantes, tant quantitativement que qualitativement, dans les
différentes parties de la bouche (Bouzidi, 2020).

1.2.2.Infection et maladies dentaires

La carie dentaire et les maladies parodontales sont des pathologies infectieuses de la
bouche qui résultent d'une activité bactérienne accrue dans un écosysteme buccal déséquilibré

(Benmansour et al., 2007).
1.2.2.1. Caries dentaires

La carie dentaire est une maladie infectieuse classée par I'Organisation mondiale de la
santé (OMS) au 3éme rang des fléaux mondiaux, juste apres les affections cancéreuses et les
maladies cardio-vasculaires (OMS, 2023). La carie dentaire n'est pas une simple lésion

affectant les tissus minéralisés de la dent, mais bien une maladie d'origine infectieuse.

La flore cariogéne est composée d'une multitude de bactéries, mais trois groupes
principaux se distinguent par leur role crucial dans l'initiation et la progression des lésions

carieuses :

e Streptocoques: Streptococcus mutans et Streptococcus sobrinus sont les souches les
plus virulentes. Elles adherent a la surface des dents, produisent des acides et dégradent
la substance minérale dentaire, favorisant ainsi la formation de caries (Bouzidi, 2020).

e Lactobacilles: Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus casei se développent en
second lieu, aprés l'apparition des caries, et contribuent a leur progression
(Benmansour et al., 2007).

e Actinomyces: Actinomyces viscosus et Actinomyces naeslundi s'installent en
profondeur dans la dentine infectée, participant a la chronicisation de la maladie

(Benmansour et al., 2007).
1.2.2.2. Maladies parodontales

Les maladies parodontales sont des affections inflammatoires, plurifactorielles et
géneralement d'origine infectieuse qui touchent le parodonte, le systeme d'attache de la dent
(Bouzidi, 2020). Elles peuvent étre classées en deux catégories gingivite et parodontite.
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1.2.2.3. Plaque dentaire

La plaque dentaire est une communauté microbienne hétérogéne et dynamique,
adhérant a la surface des dents ou située dans I'espace gingivo-dentaire. Elle est composee
d'une multitude de bactéries aérobies et anaérobies enrobées dans une matrice extracellulaire
de polymeéres d'origine bactérienne et salivaire (Antezack, 2017). Ce biofilm, agrégat de

bactéries et de leurs sécrétions, joue un réle crucial dans la santé bucco-dentaire.

1.3. Mécanismes d’actions des molécules bioactives

1.3.1. Activité antimicrobienne

1.3.1.1. Activité antibactérienne

Les extraits de noyer ont démontré une activité antibactérienne a large spectre,
agissant a la fois sur les bactéries Gram positives et Gram négatives (Aissi et Boudjelal,
2014; Bennacer et Cherif, 2017).

L'activité antimicrobienne des extraits de noyer est principalement attribuée aux
flavonoides, en particulier les flavone-3-ols et les flavanols, ainsi que les tanins. L'efficacité
de ces composes serait liée a la présence de groupements phénoliques, hydroxyles,
méthoxyles ou glucosyles sur leur structure, plus sont oxydés plus ils sont inhibiteurs des

microorganisme (Scalbert, 1991 ; Aissi et Boudjelal, 2014).

Plusieurs hypotheses ont été proposees pour expliquer leur mode d'action (Daglia,
2012):

= Inhibition de la synthese d'acides nucléiques I’ADN et I'ARN.
= Perturbation des fonctions de la membrane cytoplasmique.
= Séquestration des nutriments nécessaires a la croissance bactérienne.

= Inhibition du métabolisme énergétique microbien.
1.3.1.2. Activité anticandidosique

L’écorce de Juglans regia L. présente une forte activité antifongique contre de
nombreux champignons, notamment sur Candida albicans, Cryptococcus neoformans,

Aspergillus niger, Alternaria alternata. Les flavonoides possedent également une forte
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activité antifongique : ils ont la capacité d'inhiber la germination des spores pathogenes (Aissi
et Boudjelal, 2014).

Auto-dnducteurs (molécule du Quorum sensing) Coagulation des protéines
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Figure 03 : Mécanisme d’action antimicrobien (Bouyahya et al., 2017)

1.3.2. Hémato-toxicité

Des recherches récentes ont exploré les mécanismes par lesquels les extraits de
Juglans regia L. conferent leurs propriétés protectrices contre les dommages aux globules
rouges, causés par le stress oxydatif ou les réactions inflammatoires. Ces effets protecteurs
semblent étre attribuables a la présence des molécules bioactives dans le noyer (Rusu et al.,
2020 ; Fizesan et al., 2021 ; Bhardwaj et al., 2023).

1.3.3. Activité antioxydante

L'activité antiradicalaire est définie comme la capacité d'une molécule a inhiber,
ralentir ou prévenir lI'oxydation d'autres molécules induites par des especes réactives de
I'oxygene (Pisoschi et Negulescu, 2011). Les composés phénoliques, les flavonoides et la a-

tocophérol sont des antioxydants naturels couramment rencontrés (Gulgin, 2012).

Les composes poly-phénoliques de Juglans regia L. se distinguent par leur puissante
activité antioxydante. Cette efficacité remarquable se traduit par un meilleur renforcement de
la résistance des globules rouges au stress oxydatif, comme il est demontré par des études in
vitro et in vivo (Youdim et al., 2000 ; Costa et al.,2009 ). La capacité antioxydante des
composés phénolique est due a leur aptitude a neutraliser les radicaux libres, les especes

réactives de I'oxygene, ainsi a réduire les métaux comme le fer (Carvalho et al., 2010).
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Les composes phénoliques possedent un potentiel antioxydant important en raison de
leurs propriétés redox, qui leur permettent d'agir en tant qu'agents réducteurs, chélateurs de
métaux, piégeurs de radicaux libres, extincteurs d'oxygene singulet et donneurs d’hydrogéne.
D’autre étude a démontré que Juglans regia L. peut réduire de maniere dose-dépendante les

dommages oxydatifs du désoxyribose (Gupta, 2019).
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Chapitre 11 Materiel et Méethodes

I1.1.Lieux des expérimentations

I1 s’agit d’une étude prospective, clinique et analytique, effectuée sur une période de Cinq

mois, allant de Février 2024 jusqu’a Juin 2024.

Le présent travail a été réalisé au niveau de différentes structures scientifiques:

» Extraction et screening phytochimique : laboratoire de projet de fin d’étude (PFE)
département de biotechnologie, Faculté des sciences de la nature et de la vie,
Université Blida 1 (Saad Dahleb).

» Concentration (évaporation) de [I’extrait: laboratoire des biotechnologies,
environnement et santé, Université Blida 1 (Saad Dahleb).

» Formulation du bain de bouche : laboratoire de projet de fin d’étude (PFE)
département de biotechnologie, Faculté des sciences de la nature et de la vie,
Université Blida 1 (Saad Dahleb).

» Activité antioxydante : laboratoire physico-chimique de centre de recherche de
développement de groupe (CRD) SAIDAL EIl Harrach, Alger.

» Activité antimicrobienne : laboratoire d’hygiéne de référence wilaya de Blida.

» Etude clinique : clinique dentaire, Ahmed Zabana wilaya de Blida.

» Cytotoxicité érythrocytaire : centre de transfusion sanguin (CTS) de la wilaya de
Blida.

Type d’étude

a) Etude pharmacologique : identification des composés bioactifs de la plante, détermination

des effets biologiques, pharmacologique et les mécanismes d’action de Juglans regia L.

sur la santé bucco-dentaire.

b) Etude microbiologique : identification des germes pathogéenes responsables des maladies

dentaires.

c) Etude du potentiel thérapeutique : évaluation de I’efficacité de Juglans regia L. dans la

prévention et le traitement des maladies bucco-dentaires.

Page | 13



Chapitre 11 Materiel et Méethodes

Objectif

L’étude vise a évaluer in vitro les propriétés biologiques et phytochimique de la partie
aérienne (les écorces des jeunes rameaux) de la plante médicinale Juglans regia L.,

traditionnellement utilisée en Algérie pour traiter les affections de la cavité buccale.

L’extraction par éthanol 96° de la partie aérienne de la plante a été effectué dont le but
de démontrer la présence de substances bioactives, telles que les polyphénols, les flavonoides,
les tanins, les saponines... et d’évaluer leur potentiel antimicrobien avec un focus sur l'activité
anti-cariogene, ainsi leur pouvoir antioxydant en utilisant le radical libre DPPH. En outre, de

prouver la stabilité de membrane des érythrocytes vis-a vis de I’extrait.

11.2.Matériel biologique

11.2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne (écorces des jeunes rameaux) de
noyer (Juglans regia L.), appartenant a la famille des Juglandacées. Les rameaux ont été
récoltés le 30 novembre 2023 (journée ensoleillée), a partir d'un arbre (agé de 37 ans) de la

réserve naturelle de Mechdjar El Merdja, la région de Wlad Slama, Blida.

WIlad Slama, également connu sous le nom « Ouled Slama », est un lieu situé dans la
wilaya de Blida, en Algérie. 1l se trouve a environ 26 km du centre de Blida et bénéficie d'un

climat méditerranéen, avec des hivers froids et pluvieux, et des étés chauds et secs.

Figure 04 : Jeunes rameux de Juglans regia L. (Photo originale, 2024)
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11.2.2. Souches microbiennes

L'activité antimicrobienne de l'extrait brut de Juglans regia L. a été évaluée sur
diverses souches bactériennes, issues de I'’American Type Culture Collection (ATCC)
(Tableau V). Ces souches fournies par le laboratoire d'hygiene de référence de la wilaya de
Blida, ont été identifiées et caractérisées par l'institut PASTEUR d'Algerie (IPA).

Une souche bactérienne Enterococcus faecalis (ATCC 29212) fournie par le
Laboratoire Central, Unité de Bactériologie, hdpital de Koléa, Tipaza, a été utilisée pour

I'évaluation du potentiel anticariogene et antibiofilm.

Tableau 1V : Souches microbiennes de référence (ATCC)

Espeéces Nature Référence
Staphylococcus aureus Bactérie Gram + ATCC 25923
Staphylococcus aureus Bactérie Gram + ATCC 6538

Escherichia coli Bactérie Gram - ATCC 25922
Escherichia coli Bactérie Gram - ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa Bactérie Gram - ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa Bactérie Gram - ATCC 9027
Salmonella aboney Bactérie Gram - NCTC 6017
Enterococcus faecalis Bactérie Gram + ATCC 29212
Bacillus subtilis Bactérie Gram + ATCC 6633
Candida albicans Levure ATCC 10231

(+) : Positive, (-) : Négative, ATCC : American Type Culture Collection, NCTC : National Collection of Type Cultures

11.2.3. Source des souches dentaires pathogenes étudiée

Des échantillons cliniques ont été effectués par un simple écouvillonnage chez 57
patients atteint des infections dentaires (plaques et caries profondes). L’ensemble des malades
venus en consultation a la clinique Ahmed Zabana ont bénéficient d’un traitement et des soins

dentaires.
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11.3. Matériel non biologique
L’ensemble du matériel non biologique comprenant : de la verrerie, d'équipements,

d'appareils, de réactifs et de produits chimiques est regroupé en Annexe 1.

11.4. Méthodes

Le schéma adopté pour réaliser cette étude est réesume par la figure ci-dessous :

Ecorces des jeunes rameaux de
Juglans regia L.

Extraction par macération a froid

Extrait éthanolique

Formulation de bain de bouche

| Activité antimicrobienne |

Contréle physico- Activité anticariogéne

] Activité antioxydante chimique

Activité anticandidosique
Contrdle microbiologique

| Cytotoxicité érythrocytaire
Potentiel antibiofilm L

Figure 05 : Organigramme de la démarche expérimental

11.4.1.1dentification de la plante

L’identification de la plante a été faite au département de Biotechnologie, Faculté des
sciences de la nature et de la vie Université Saad Dahleb Blida ,par Mr METTAI M., Maitre-

assistant de classe B en botanique.

11.4.2. Préparation de I’extrait

Dans la présente étude, I'extrait éthanolique des écorces de Juglans regia L. a été
préparé suivant un protocole opératoire, afin d’évaluer son potentiel d'action sur les affections
dentaires. La methode d'extraction a eté utilisée selon le protocole décrit par (Gbala et
Anibijuwon, 2018).
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» Traitement préliminaire des écorces des rameaux

Les écorces des rameaux fraichement récoltés (0.565 Kg) ont été soigneusement
nettoyées pour éliminer les débris, puis étalées sur du carton étendu sur le sol et laissées
sécher a I'ombre, a I'abri de la poussiere et dans un endroit bien aéré. Le matériel végétal a été
disposé en fines couches et remué régulierement pour assurer un séchage homogene. Le
temps de séchage a été de 30 a 37 jours, permettant ainsi de préserver les molécules bioactives

sensibles a la chaleur et a la lumiére.

Une fois séchées, les écorces ont été broyees a l'aide d'un broyeur électrique et
tamisées afin d’obtenir une poudre trés fine homogene. Cette derniére a été soumise a une
extraction solide-liquide. 250 g de poudre d'écorces de noyer commun ont été obtenus. Cette

poudre a été conservee dans des bocaux hermétiques a I'abri de la lumiére et de I'humidite.

a : écorces séchés ; b : poudre végétale ; ¢ : conservation de la poudre végétale
Figure 06 : Poudre des écorces des jeunes rameaux de Juglans regia L.

(Photos originales, 2024)

11.4.3. Cinétique d’extraction et rendement

Parmi les nombreuses méthodes d’extraction connues, on a utilis¢ 1’extraction par

macération a froid, suivant le protocole établi par (Gbala et Anibijuwon, 2018).

Le procédé d’extraction adopté consiste a macérée a froid 100g de poudre végétale
dans un volume de 500 ml d'éthanol a 96%. Ce mélange a été soumis a une agitation continue

pendant une durée de 72 heures a température ambiante.

Le filtrat obtenu a été soumis a une évaporation contrélée a une température de 90°C a

I'aide d'un évaporateur rotatif Stuart.
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L’extrait éthanolique de Juglans regia L. a été soigneusement conservé dans des
flacons en verre secs et stériles, a I'abri de la lumiére et & une température de 4°C.

, n"‘fi:‘

!

Extrait éthanolique Evaporation 90° Filtration

Figure 07: Procédé d’extraction (Photos originales, 2024)

11.4.4. Calcul du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement (Rdt) est défini comme étant le rapport

entre le poids de I’extrait sec obtenu et le poids de matiére végétale utilisée.

Il est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

Rdt % = [P1-P2/P3] x 100

P1 : Poids du ballon aprés évaporation.
P2 : Poids du ballon vide.
P3 : Poids de la matiére végétale séche de depart.
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11.4.5. Screening phytochimique

Le processus de screening phytochimique appliqué sur la matiere végétale repose sur
des réactions de précipitation ou des réactions colorimétriques. Ces analyses visent a mettre
en évidence la présence ou I'absence de principes actifs tels que les tanins, les alcaloides, les
flavonoides, les saponines et les composés reducteurs. L'objectif de ces tests est de déterminer

la composition chimique des écorces des jeunes rameaux de la plante Juglans regia L.
= Mise en évidence des coumarines

Dans un tube a essai, 2 grammes de poudre d'échantillon sont introduits dans 20 ml
d'éthanol et agités pendant 15 minutes avant d'étre filtrés. Ensuite, 5 ml du filtrat sont
mélangés avec 10 gouttes de solution de KOH a 10% et quelques gouttes d'acide
chlorhydrique a 10%. La disparition de la couleur jaune et I'apparition d'un trouble ou d'un
précipité sont considérées comme un résultat positif, indiquant la présence de coumarines

dans I'échantillon.
=  Mise en évidence des tanins

1,5 g de poudre d'écorces est placé dans un tube a essai en contact avec 10 ml de
méthanol. Apres une agitation de 15 minutes, le mélange est filtré, puis quelques gouttes de
trichlorure de fer (FeCI3) a 1% sont ajoutées. La couleur vire au brun noir en présence de
tanins galliques (tanins hydrolysables) et au bleu verdatre en présence de tanins catéchiques
(Dohou et al., 2003).

= Mise en évidence des flavonoides

Une quantité de 1,5 a 2 g de poudre d'échantillon est mélangée avec 2 ml de solution
de NaOH a 2%. La formation d'une couleur jaune intense indique la présence de flavonoides.
Ce résultat est confirmé par la disparition de la couleur jaune aprées I'ajout de quelques gouttes

d'acide chlorhydrique (HCI), qui donne une solution incolore (Yadav et Munin, 2011).
= Mise en evidence des saponines

Une quantité de 2 g de poudre d'échantillon est mélangée avec 20 ml d'eau distillée et
portée a ebullition pendant 15 minutes avant d'étre filtrée. Aprées refroidissement, 10 ml du

filtrat sont melangés avec 5 m d'eau distillée et agités vigoureusement pendant 2 minutes. La
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formation d'une mousse persistante, dont la hauteur dépasse 1 centimetre, apres 15 minutes

confirme la présence de saponines (Bekroyves et al., 2007 ; Amin et al., 2013 ).
= Mise en évidence des quinones

L’échantillon poudreux est dissous dans 5 ml d'acide chlorhydrique (HCI) dilué au 1/5,
puis chauffé au bain-marie bouillant pendant 30 minutes. Apres refroidissement 0,5 ml
d'ammoniaque (NH40H) dilué a 50% est ajouté. La présence de quinones est confirmée par

I'apparition d'une couleur rouge a violette (Bekroyves et al., 2007).
= Mise en évidence des anthraquinones

Une quantité de 1 gramme de poudre de matériel végétal est mélangée avec 10 ml de
chloroforme et agitée manuellement pendant une minute. Apres un temps de repos de 24
heures, le mélange est filtré. Ensuite, 10 millilitres de solution aqueuse de KOH a 10 % (v/v)
sont ajoutés au mélange précédent. La présence d'anthraquinones est confirmée par un

changement de couleur vers le rouge (Dohou et al., 2003).
v" Mise en évidence des anthracéniques (les anthraquinones libres)

Une quantité de 0,5 g de poudre de plante est déposé dans un tube a essai et mélangée
avec 5 ml de chloroforme. Aprés une agitation manuelle de 5 minutes, le mélange est filtré. 5
ml d'une solution d'ammoniaque a 10 % (v/v) sont ajoutés au filtrat. La présence
d'anthracéniques est confirmée par un changement de couleur de la phase aqueuse vers le rose
vif (Raja et al., 2012).

v" Mise en évidence des anthraquinones combinées
O-Hétéroside

Porté a I’ébullition 1 g de poudre d'échantillon dans 2 ml d'acide chlorhydrique a 10%
pendant 5 minutes. Aprés filtration et refroidissement, 5 ml de chloroforme sont ajoutés au
mélange, la couche chloroformique est transférée dans un tube a essai sec et 5 ml de solution
d'ammoniaque a 10 % (v/v) sont ajoutés. Apres agitation et séparation du mélange en deux
phases, l'apparition d'une couleur rose dans la phase organique indique la présence

d'anthraquinones combinées O-hétérosides (Raja et al., 2012).
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C-Hétéroside

Les C-Hétérosides sont identifiés en ajoutant 10 ml d'eau distillée et 1 ml de solution
de trichlorure de fer (FeCI3) a 10 % a la phase aqueuse obtenue précedemment lors du test des
O-Hétérosides. Le mélange est chauffé pendant 30 minutes au bain-marie, puis refroidi sous
un courant d'eau. Ensuite, la phase organique est séparée aprés agitation avec 5 ml de
chloroforme et 1 ml de solution ammoniacale (NH4OH). L'apparition d'une coloration rouge

plus ou moins intense indique la présence des C-Hétérosides (Badiaga, 2011).
= Mise en évidence des alcaloides

5g de poudre sont macérés dans 20 ml d'eau distillée pendant 24 heures, suivis d'une
filtration. Ensuite, quelques gouttes de réactif Dragendorff sont ajoutées au filtrat.

L’apparition d'une couleur rouge indique la présence des alcaloides.
= Mise en évidence des terpénoides

1g de poudre végétale a été mélangé avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d'acide
sulfurique concentré. La présence de terpenoides est confirmée par I'apparition d'une couleur

brune rougeétre (Edeoga et al., 2005 ; Amin et al., 2012).
= Mise en évidence des acides aminés et des protéines

1g de poudre végétale est dissout dans 2ml d’hydroxyle de sodium (NaOH) a 20%
rajouté quelque gouttes de CuSO4 a 2%. Une coloration violette avec une teinte rougeatre

indique I’apparition des acides aminés et des protéines.
= Mise en évidence d’amidon

29 de poudre végétale ont été mélangés avec quelques gouttes d'iode. La présence

d'amidon est confirmée par I'apparition d'une coloration bleu violet.
= Mise en évidence des glycosides

29 de poudre vegetale ont été mélangés avec 10 ml de H,SO,. La formulation d’une

coloration rouge brigue ensuite violette indique la présence des glycosides.
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= Mise en evidence des anthocyanes

29 de poudre végétale ont été introduit dans un Erlen-Mayer contenant 20 ml d’un
mélange de propanol/ Acide chlorhydrique (1/1). Le mélange est placé dans un bain marie
contenant de I’eau bouillante pendant quelques minutes. Une coloration rouge se développe

en présence des leuco-anthocyanes.
= Mise en évidence des Lipides

5 g de poudre ont été macérés dans 1’éthanol pendant 30 minutes puis filtrés, le filtrat
est évapore sur la plaque chauffante, en ajoutant au résidu graisseux 3 gouttes de H,SO,4. Une

coloration violette apparaitre, indique la présence des lipides.
= Mise en évidence des composés réducteurs

Dans un tube a essai, 1 ml de liqueur de Fehling est ajouté a 1 ml d’extrait et puis le
mélange est incubé pendant 8 minutes dans un bain marie. L’apparition d’un précipité

rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
= Mise en évidence des phénols

Une goutte d’une solution éthanolique de chlorure ferrique (2%) est ajoutée a 2
ml d’extrait. L’apparition d’une couleur bleue noiratre ou verte foncée révele la présence

des phénols.
= Mise en évidence des acides organiques

Dans un tube a essai, 2 ml de Blue de bromothymol est ajouté a 2 ml d’extrait dilué.

L’apparition d’une couleur jaune indique la présence des acides organiques.
= Mise en évidence des stéroides

lg de poudre végétale a été mélangé avec 10 ml d’éthanol pendant 5 min puis filtré.
Ensuite, 1 ml d’acide sulfurique (H2SO4) a été rajouté a 1 ml de filtrat. La formulation d’une

coloration rouge indique la présence des stérols insaturés (Senhaji et al., 2005).
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11.4.6. Screening pharmacologique

11.4.6.1. Elaboration de bain de bouche
» Objectif

Afin de valoriser I’extrait obtenu en produit d’intérét thérapeutique, on a opté pour un
bain de bouche. L’extrait éthanolique de 1’écorce des jeunes rameaux de Juglans regia L.
(Siwak) a eté utilisé comme principe actif, doté des propriétés antimicrobiennes, anti-

hémolytiques et antioxydantes.
» Procédé de fabrication

Dans un bécher, la quantité d’eau osmosée a été mélangée avec la glycérine 10% sous
une agitation magnétique. L’éthanol a été additionné en seconde temps avec 2% de 1’extrait
des écorces de Juglans regia L.. Ensuite, 0.3% de benzoate de sodium a été rajouté. A la fin
de la préparation, 0,2% de 1’arome de Menthe a ét¢ complété pour aromatiser le bain de

bouche (Figure 08).

Tableau V: Composition de bain de bouche a base d’extrait des écorces des jeunes

rameaux Juglans regia L.

Composition Quantité
Principe actif Extrait éthar]olique des écorces des jeunes rameaux 2%

Juglans regia L.

Glycérine 10 %

Ethanol 15%
Excipients | Benzoate de sodium 0,3%

Aréme de Menthe 0,2 %

L’eau osmosée 72,5 %
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Figure 08 : Formulation bain de bouche (Photos originale, 2024)

» Controle physico-chimique
Q Mesure du pH
A I’aide d’un pH-métre, le potentiel hydrogéne d’une quantité bien déterminée de bain
de bouche 2 % a éte mesure.

O Test organoleptique

Un examen macroscopique de bain de bouche 2% a été réalisé, fondé sur différentes
caractéristiques organoleptiques tels que (Aspect -Couleur -Odeur), ont été évalués par des

observations visuelles.
» Contrdle microbiologique

Le contrdle microbiologique du bain de bouche est une étape cruciale dans I'évaluation
de sa qualité et de sa sécurité d'utilisation. Les analyses microbiologiques visent a rechercher
les micro-organismes responsables de toute contamination du produit fini. Le protocole suivi

pour ces analyses est celui énuméré par la pharmacopée européenne (2012).

La recherche et le dénombrement des germes est effectué en préparant des dilutions au
1/10°™ mettant en suspension 1g de bain de bouche dans un bouillon TSE. Le mélange a été

agité pendant quelques minutes.

O Recherche des entérobactéries et germes totaux : 10 ml du mélange bain de bouche /
TSE sont introduites dans la gélose lactose biliée au Crystal violet et au rouge neutre
(VRBL) liquéfiée. La solution est ensuite remuée dans le sens circulaire et laissée reposer

jusqu'a solidification, puis incubée a 37°C pendant 24 h.
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O Recherche des moisissures et des levures: la méme procédure précédemment

décrite est suivie en utilisant cette fois-ci le milieu gélosé Sabouraud liquéfié,

incubée a 37°C pendant 5 jours.

O Recherche de Staphylococcus aureus: la méme procédure précédemment citée est

suivie en utilisant un milieu gélosé Chapman et incubée a 37°C pendant 24h. L apparition

de colonies dorées et la dégradation de la couleur du milieu confirment la présence du

Staphylococcus aureus.

Figure 09 : Contrdle microbiologique de bain de bouche (Photo originale, 2024)

» Lecture des résultats: les résultats sont exprimés en colonie formant unité (CFU). Le

produit est déclaré conforme si les résultats sont inférieurs aux limites citées par (la

pharmacopée européenne, 2012):

Germes totaux: < 200 UFC/g
Entérobactéries : < 10 UFC/g
Levures et moisissures: < 20 UFC/g

Staphylococcus aureus: absence

11.4.6.2. Etude clinique des malades atteints des infections dentaires

Cinquante-sept patients (8 - 70 ans) atteints d’infections dentaires (plaques et caries),

sont venus en consultation dans le cadre de la prise en charge a la clinique dentaire Ahmed

Zabana, Blida. L’ensemble des malades ont bénéficié¢ des prélévements cliniques superficiels

et profonds.

Les criteres de sélection des patients détaillés sont figurés en Annexe 6.
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Figure 10 : Prélévements cliniques (caries et plaque dentaires) (Photos originales, 2024)

Les prélevements ont été réalisés a 1’aide d’un écouvillon stérile en respectant
les régles d’asepsie afin d’éviter les résultats faussement positifs . 1l a été ensuite placé
dans un tube stérile contenant 2 ml de bouillon nutritif. Les échantillons ont été

immédiatement transportés au laboratoire pour les analyses microbiologiques.

Figure 11 : Prélévements cliniques (Photo originale, 2024)
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11.4.6.3. Evaluation de I’activité antimicrobienne

L'activité antibactérienne fait référence a la capacité d'une molécule ou d'un composé
présent dans une plante a inhiber la croissance bactérienne, ou a tuer les bactéries a de tres
faibles concentrations. La sensibilité des bactéries aux agents antibactériens peut se varier en

fonction de la souche bactérienne.

I’activité antimicrobienne (anti-cariogéne) a eté évaluée in vitro par trois méthodes :
une technique de diffusion radiale par puits d’agar sur milieu solide, une méthode de dilution
en milieu solide, afin de déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI), une

méthode de tissu en plaque (TCP) et en Eppendorfs pour évaluer le potentiel anti-biofilm.
O Culture et isolement des bactéries

Les prélévements ont été ensemencés sur différents milieux de culture (Chapman,
Sabouraud, gélose au sang cuit (GSC), en utilisant la technique des quadrants. Tous ces
milieux gélosés sont incubés a 37°C en aérobiose, sauf la (GSC) pour la recherche des

Streptocoques oraux a été incubée en présence de 5% de CO, pendant 24h.
Q Identification des bactéries

Aprés incubation, les bactéries isolées ont été identifiées au moyen de la coloration de

Gram et des tests biochimiques standardisés.
Q Examen macroscopique

L'examen macroscopique consiste a observer les colonies bactériennes présentes dans

les boites de Pétri a I'ceil nu afin de les caractériser :

e Odeur caractéristique des anaérobies.
e Aspect morphologique des colonies.

e Présence de pigmentations.
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Tableau VI : Caractérisation des especes bactériennes isolées

Streptococcus sp. | Positif Petites colonies Cocci en Anaérobie
grisatres, chainettes facultatifs
translucides ) )
Immobiles Exigeants (GSC /
entourées d’une zone
GSF)
d’hémolyse
Staphylococcus Positif Colonies dorées Cocci en grappe | Aéro-anaérobie
aureus de raisin facultatif
Immobiles
Candida sp. / Colonies Rondes ou Anaérobie
blanchatres, ovalaires isolées facultatifs
crémeuses ou
bourgeonnantes

a : Streptococcus sp ; b : Staphylococcus aureus ; ¢ : Candidas sp
Figure 12 : Isolement des Streptococcus sp, Staphylococcus aureus et Candida sp
(Photos originales, 2024)

U Examen microscopique
a) Coloration de gram: Selon Gillet et ses collaborateurs (2009), I’examen au
microscope des souches isolées apres coloration de Gram, permet de classer les
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bactéries en deux groupes (bactérie a Gram positif, bactérie a Gram négatif) selon leur
couleur sous a.
b) Testes biochimiques : les tests biochimiques utilisés sont:
eTest de catalase.
e Test d’oxydase.
e Test de coagulase.
e Test de filamentation sur sérum (test de blastése) pour Candida (voir annexe 6).

La meéthode employée pour évaluer la sensibilité des germes responsables des
problemes dentaires repose sur I'aromatogramme, une technique similaire a lI'antibiogramme,
connue également sous le nom de méthode de Vincent, développée par Schroeder et
Messing en 1949 et mentionnée par (Rhayour, 2002). Définie par la technique de diffusion

radiale par puits d’agar sur milieu solide.

L'objectif de ce travail est d'évaluer I'effet inhibiteur de la croissance des micro-
organismes exposés a l'extrait brut de I'écorce des jeunes rameaux de Juglans regia L, et au

bain de bouche valorisé.

A. Méthode de diffusion radiale sur gélose

> Principe

Selon la standardisation des tests de sensibilit¢é aux antibiotiques a 1’échelle
nationale (CLSI, 2020), la sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis des antibiotiques a

été déterminée par la méthode de diffusion en milieu solide de Muller-Hinton (MH).
> Mode opératoire

En premier lieu, I’activité antimicrobienne a été réalisée vis-a-vis des souches
bactériennes de référence (ATCC) et en deuxieme lieu, vis-a-vis des souches cliniquement

isolées (pathogeénes).
O Préparation de I’inoculum

Les suspensions microbiennes ont ¢té préparées a 1’aide d’une anse de platine, 3 a 5
colonies bien isolées et parfaitement identiques ont été raclées. On décharge I’anse dans Sml
d’eau physiologique stérile (0,9 %). L’homogénéisation de la suspension a été effectuée a

I’aide d’un vortex, afin d’obtenir une suspension bactérienne équivalente a celle de 1’étalon
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0,5 Mac Farland (DO de 0,08 a 0,10) (standardisation de I’antibiogramme selon I’OMS,
1999).

U Préparation de solution de référence d’antibiotique

L’antibiotique de référence utilisé est Bi-orogyl (composé de deux antibiotiques
Spiramycine et Métronidazole). Un comprimé de (Spiramycine 1,5 M.UI / Métronidazole 250

mg) a été préparé dans Sml d’eau physiologique pour une concentration égale a 0,16 g/ml.
Q Aromatogramme/ antibiogramme

Afin d’évaluer le potentiel antimicrobien de [I’extrait éthanolique et de bain de
bouche. Une suspension bactérienne a été préparée dans 2ml d’eau physiologique et ajustée a
0,5 MF (108UFC/ml) a partir d’une culture bactérienne de 24 h. Un écouvillon imbibé de la
suspension a été ensemencé en surface sur le milieu de culture gélose Muller Hinton, Miller
Hinton additioné au sang cuit et sur gélose Sabouraud. Des trous circulaires de 0.6mm ont été
creusés dans la gélose et remplis de 90ul de I’extrait éthanolique, de la solution bain de
bouche, ainsi qu’un antibiotique prescrit généralement dans les infections dentaires: Bi-orogyl
(Spiramycine+ Meétronidazole). Des disques d'antibiotique Amoxicilline (Amx) ont été

utilisés comme controle positif.

Les boites de Pétri ont été incubées en aérobiose, a I’exception les boites de MH au
sang cuit qui ont été incubées en anaérobiose, en présence de 5% de CO, a 37°C pendant 24
h. A la fin de Dl’incubation, ’activité antibactérienne a été notée en mesurant la zone

d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse.

Figure 13 : Méthode de diffusion radiale par puits (Photo originale, 2024)
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B. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la Concentration
Minimale Bactéricide (CMB)

La CMI est définie comme la plus faible concentration d'un extrait végétal capable
d'inhiber la croissance visible des bactéries aprés une incubation de 24 heures. Cette méthode
permet de déterminer l'efficacité antibactérienne de I'extrait végétal et de définir la

concentration optimale pour une utilisation thérapeutique.

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) a été déterminée par ensemencement
des contenus de tous les spots apres la détermination de la CMI et incubés a 37°C
pendant 18 a 24 heures. La plus faible concentration de I’extrait qui n’a laissé survivre

aucune bactérie, a correspondu a la CMB (Ganfon et al., 2019).

La préparation des dilutions 12 commence par la dilution de 2 ml de bain de bouche
avec 2ml de I’eau physiologique, suivie par une série de dilutions successives. Chaque
dilution est réalisee en transférant la moitié du volume de la dilution précédente (2 ml) dans
un tube contenant le diluant approprié, afin d’obtenir des concentrations décroissantes, jusqu'a

la derniére dilution a 3.13%.
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Figure 14 : Série des dilutions au moitie de bain de bouche (Photo originale, 2024)

Les milieux gélosés (gélose au sang cuit GSC pour les Streptococcus sp. gélose nutritif
pour les Staphylococcus aureus et Sabouraud pour Candida sp.) ont été liquéfiés puis coulé
dans les boites de Pétri en méme temps que les dilutions de bain de bouche, de sorte que cette

derniére soit incorporée et mélangée avec le milieu. Les boites de Pétri ont éte laissees sur la
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paillasse a température ambiante. Aprés refroidissement, les milieux de culture ont été

ensemencés, par la technique des spots.

Le pouvoir antibactérien de bain de bouche a été déterminé en effectuant le rapport de
la CMB sur la CMI. S’il est supérieur ou égal a 4, I’extrait est bactériostatique, s’il est

inférieur a 4, I’extrait est bactéricide.

CMB/ CMI < 4= profil bactéricide CMB/ CMI = 4= profil bactériostatique

C. Potentiel anti-biofilm

Dans les infections bucco-dentaires, il est important de connaitre si toutes les souches
de Staphylococcus aureus prélevées cliniquement, ainsi la souche d’Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) sont capables de former un biofilm.

> Biofilm

Il représente 1’ensemble des cellules microbiennes immobilisées dans une matrice de
polymere extracellulaires , agissant comme un systeme de fonctionnement indépendant et

régulé de maniére homéostatique (Percival et al., 2011).
» Techniques d’étude de biofilm

Une méthode de détection de la production de biofilm in vitro a été établie .
» Technique de tissu en plaque (TCP)

La méthode consiste a déposer dans chaque puits de la microplague un volume
de 50ul de BHIB additionné a 50ul de saccharose 2 % , afin de favoriser la croissance
bactérienne et un volume de 20ul d’une suspension bactérienne a 0,5 MF. Les puits non
inoculés sont considérés comme témoins négatifs. La microplaque de 96 puits a été par la
suite incubée a 37 °C pendant 24 heures. Apres incubation, la phase planctonique a été
retirée délicatement en lavant les puits quatre fois avec 20 pl de tampon phosphate salin (TPS
pH 7,2). Les biofilms potentiellement formés par les micro-organismes sessiles ont été
fixés par I’ajout de I’acétate de sodium 2 %. La révélation des cellules adhérentes au support
de polystyréne (puits de la microplaque) a été réalisée par la méthode de Crystal Violet
(Zameer et al., 2016).Afin d’¢éliminer toute trace de colorant superficiel, la microplaque a été

lavée avec de I’eau distillée stérile et laissée sécher a température ambiante.
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La mesure qualitative de la production de biofilm a été fondée sur I’intensité de la
couleur de la biomasse adhérente, sous forme d’un anneau de Crystal Violet tapissant la paroi,

ou d’un point visible recouvrant le fond des puits de la microplaque 96.
Les scores de la formation de biofilm ont été notés comme suit :

= Absence d’adhérence bactérienne :(-)
= Cellules bacteriennes faiblement adhérentes :(+)
= Cellules bactériennes modéréement adhérentes : (++)

= Cellules bactériennes extrémement adhérentes : (+++)

Cristal Violet

Teorty e microplagas
coloradon au vioelat da

o TE

K\\ View i dernncn Rl
-, l Biofiltn - biofilen -

giofilm « biofilm -

; ;lnoculatlon J Croilssance Lavage c°|°,.uon

—— g

— O -, Quoentification
' }}0 @ U U

Figure 15: Formation du biofilm en microplague (la méthode de TCP) (Bellifa, 2014)
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> Evaluation du potentiel anti-biofilm

Apres avoir confirmé la capacité des souches de Staphylocoques aureus et d’
Enterococcus faecalis ATCC 29212 a former un biofilm. Le procédé d’anti-biofilm a été

effectué sur une microplaque de 96 puits par deux techniques :
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1) Evaluation du potentiel anti-biofilm de bain de bouche sur microplaque

La premiére technique consiste de remplir chaque puit par un volume de 50 ul de
milieu de culture BHIB. Préalablement préparée, une concentration de 100 % de bain de
bouche a été introduite dans le premier puits, puis un volume de 50 pul du mélange a été
reporté d’'une puits @ une autre, selon une progression géométrique de raison 1/2. Les
concentrations finales ainsi obtenues étaient de 100 % jusqu’a 0,049 %.Une suspension

bactérienne a été inoculée par la suite et additionnée 20 ul de saccharose 2 %.

Apreés incubation a 37 °C pendant 24 heures, le surnagent a été aspiré et les puits ont
été lavés. La révélation d’adhérence cellulaire des bactéries fixées a été réalisée par la

coloration au Crystal Violet pendant 45 minutes.

Afin de mener une étude comparative du pouvoir antibiofilm, un antibiotique (Bi-
orogyl) a été testé comme témoin positif en parallele du test antibiofilm vis- a- vis des

souches Staphylococcus aureus sélectionnés et E.faecalis.
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Figure 16 : Technique d’anti-biofilm sur microplaque (Photo originale, 2024)
2) Evaluation du potentiel anti-biofilm de bain de bouche sur Eppendorfs

La seconde technique a été effectuée sur des tubes Eppendorf contaminés par des
biofilms d’Enterococcus faecalis (ATCC 29212) et des Staphylococcus aureus clinigques.

Le protocole utilisé est celui adopté par Cheow et al., (2011), avec quelques
modifications:
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a) Formation des biofilm sur les parois externes des tubes Eppendorfs.
b) Traitement par le bain de bouche.
c) Détermination de I’efficacité de potentiel antibiofilm selon la réduction décimale des

cellules viables (UFC).
a) Formation de biofilm

Les biofilms d’Enterococcus faecalis (ATCC 29212) et des Staphylococcus aureus
ont été formes sur le coté externe des tubes Eppendorfs de polypropyléne a 1,5 ml. Dans
un premier temps, les puits de la microplaque ont été remplis par 150 pl d’une suspension
bactérienne a 0,5 MF, puis les Eppendorfs stériles ont été déposés dans les puits et incubés a
37 °C pendant 24 h.

Aprés incubation, les tubes d’Eppendorfs ont été soigneusement rincés avec du

tampon phosphate salin (PBS) dans d’autres puits de la microplaque.

b) Traitement par la solution bain de bouche

Une fois les biofilms matures formés sur les parois externes des tubes Eppendorfs, le
potentiel antibiofilm in vitro a été évalué par remplissage des puits de microplaque par 50ul
de BHIB, additionnée a 50 ul de bain de bouche testé, (une solution a base de Bi-orogyl

utilisée comme témoin positif).

Les tubes Eppendorfs contenant les biofilms matures ont été placés dans les puits de
microplaque, en veillant a ce que les biofilms soient immergés dans les solutions du test. Les

microplaques ont été par la suite incubées a 37°C pendant 24 heures.

Les tubes Eppendorf contenant les biofilms ont été soigneusement rincés a l'aide de

tampon phosphate salin (PBS) stérile. Ce ringcage permet d'éliminer les résidus des solutions.

Ensuite, chaque tube Eppendorf a été délicatement placé dans un nouveau tube

Eppendorf de 2 ml préalablement rempli de 150ul d'eau physiologique stérile.

Afin de favoriser le contact entre le biofilm et I'eau physiologique, une centrifugation a
l'aide d’un vortex a été réalisée. Cette étape permet d’homogeénéiser le contenu des tubes

Eppendorf et assurer que le biofilm est entierement récupeéré dans I'eau physiologique.

Page | 35



Chapitre 11 Materiel et Méethodes

c) Détermination de I’efficacité du potentiel anti-biofilm

Au cours de la troisieme étape, 50 ul de chaque suspension de biofilm obtenue apres
centrifugation ont été ensemencées par la technique de rateau sur gelose nutritive. Cette
technique permet de répartir uniformément la suspension de biofilm sur la surface de la
gélose, favorisant la croissance bactérienne et la formation de colonies individuelles. Les
boites de Pétri contenant les ensemencements ont ensuite eté incubées a 37°C pendant 24

heures.

Apres incubation, le nombre de colonies bactériennes sur chaque boite de Pétri a été
compté. Ce dénombrement permet d'estimer la concentration bactérienne dans les suspensions
de biofilm initiales. La technique de réduction décimale logarithmique (Log UFC/ml) a été
utilisée pour exprimer le nombre de colonies bactériennes, permettant une comparaison plus

précise des résultats entre les différents échantillons.

Lavaae :
PBS | & .
i
Préparation de biofilm Traitement antibiofilm
. . . ) . Lavage
Incubation de suspension a Par bain de bouche / Bi-orogyl a
37°124h 37°124h PBS

\"T'.f_]|/

Ensemencement Récupération des cellules de
biofilm

La technique d’un rateau sur
GN Centrifugation

Figure 17 : Méthodologie de test antibiofilm sur Eppendorfs (Photos originales, 2024)
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11.4.7. Activité antioxydante in vitro

La méthode de piégeage des radicaux libres DPPH (2,2-diphényl-1-hydrazyl) a été
utilisée pour évaluer I'activité antioxydante in vitro de I'extrait d'écorces de jeunes rameaux de
Juglans regia L. Cette méthode est basée sur la réduction du radical DPPH stable, qui posséde
une couleur violette foncée (Figure 18). L'intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons, ce

qui représente la capacité de I'extrait a pieger ces radicaux libres (Sanchez-Moreno, 2002).
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Figure 18 : Forme libre et réduite de DPPH (Laing et Kitts, 2014)

La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie, en mesurant la diminution de I'absorbance a 517 nm (Hazzit et al., 2009).
La solution de DPPH a été préparée en solubilisant 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol
absolu. Des dilutions ont été effectuées pour obtenir de différentes concentrations de 1’extrait,
allant de 10 a 100 pl/ml, ainsi qu'une prise de la solution mére. 25 pl de chague concentration
de D’extrait ont ét¢ mélangés avec 975ul d'une solution DPPH, puis incubés a température

ambiante et a I'obscurité pendant 30 minutes. L'absorbance est lue a 517 nm.

L'inhibition du radical libre DPPH par ’antioxydant de référence : acide ascorbique
(vitamine C) et a-tocophérol (vitamine E) a été également analysée. Le controle négatif a été

préparé en mélangeant 25l d’éthanol avec 975 pl de la solution de DPPH.

Le potentiel antioxydant de la vitamine C, de la vitamine E et de I'extrait éthanolique
est déterminé en évaluant le pourcentage d'inhibition de I'absorbance du radical DPPH
(Sharififar et al., 2010). Le pourcentage d'inhibition est calculé en utilisant la formule

suivante:

I %= [(Ac -At)/ Ac] x100
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1%: pourcentage d'inhibition.
Ac: absorbance du controle.
At: absorbance de I'échantillon.
» Détermination de la concentration inhibitrice de 50% (1C50)

L'IC50 représente la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour inhiber 50%
du radical DPPH. Les IC50 sont généralement calculées graphiquement, en représentant les
pourcentages d'inhibition en fonction des différentes concentrations de l'extrait testé. Les
résultats sont exprimés en ul/ml, avec une valeur IC50 plus petite indiquant une activité

antioxydante plus élevée de I'extrait testé (Selaimia et al., 2020).

11.4.8. Cytotoxicité érythrocytaire EX vivo

Une étude Ex vivo a été menée pour évaluer I'effet protecteur de I'extrait d'écorce des
jeunes rameaux de Juglans regia L., vis-a-vis les dommages induits par le peroxyde
d'’hydrogéne (H,O,) sur la stabilisation de la membrane cytoplasmique des globules rouges

humains.

L’effet protecteur de I’extrait a eté déterminé selon le protocole décrit par
(Ebrahimzadeh et al., 2010 ; Alinezhad et al., 2012 et Chehtit-Hacid, 2016).

% Préparation des érythrocytes

Du sang frais est collecté d’un volontaire sain n’ayant pas pris d’anti-inflammatoire au
cours des 48h précédant le préléevement. Les préléevements sanguins ont été réalisés dans des
tubes héparines puis centrifugé a 1500 g pendant 10 min. le surnageant constitué de plasma,
de plaquettes et de la couche de globules blancs a été délicatement 6t¢ au moyen d’une
micropipette . Les érythrocytes contenus dans le culot ont été repris dans le tampon PBS
(PH=7.4). Apres mélange par retournement, les échantillons ont été a nouveau centrifugés a
1500 g pendant 10 min et le surnageant a été éliminé a I’aide d’une micropipette. Le lavage
du culot a été répété 3 fois dans les mémes conditions. Les érythrocytes lavés sont ré-
suspendus dans le PBS (1/1), (v/v) et seront conserves a 4°C dans les limites de 6 heures de
leur préparation (Figure 19).
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a : sang totale ; b : lavage des érythrocytes ;c : culot érythrocytaire
Figure 19 : Préparation des érythrocytes humains (Photos originales, 2024)

2 ml de cette suspension ont été ajoutés a 0,5 ml de I’extrait , d’une solution isotonique
(NaCl 0,9%) utilisée comme témoin négatif et d’une solution vitaminique ( acide ascorbique)
, puis les solutions ont été diluées en les complétant avec le PBS jusqu’a avoir 5 ml dans
chaque tube a essai. le mélange obtenu a été incubé pendant 5 min a température ambiante.
0,5 ml de H,O, a 1M préparés dans du PBS ont été ajoutés a la suspension érythrocytaire
comme témoin positif pour induire la peroxydation des lipides membranaires des érythrocytes
(' solution hypotonique). le mélange réactionnel a été incubé pendant 2h dans un bain marie a
37°C.

Aprés incubation, des frottis sanguins de différents échantillons et du témoin positif
ont été effectués. La forme normale des globules rouges observée sous microscope assure

I’absence d’un effet cytotoxique des extraits comparativement au controle positif.

% Confection du frottis sanguins (Annexe 6)
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a : dépdt de goutte du sang ; b : lame incliné a 45 ° ; ¢ : frottis sanguin

Figure 20 : Réalisation des frottis sanguins (Photos originales, 2024)
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«» Coloration MGG

» Premier temps : fixation par May-Grunwald pur

On verse un certain volume de réactif May-Grunwald, nécessaire pour que les frottis

soient entierement couverts puis laisser réagir 5a 7 min.
» Deuxiéme temps : coloration par la solution Giemsa

On élimine le réactif May-Grunwald dilué puis sans les laver, on passe les lames dans
la solution de Giemsa pendant une durée de 20 jusqu’a 45 min. Les frottis sont ensuite lavés

sous un fort courant d’eau pendant 1 a 2 minutes puis séchés.

Une étude de la morphologie de lignée myéloide (globules rouges) a été effectuée a

fort grossissement sous microscope optique (Gx100).

11.4.9. Etude statistique

L'analyse statistique des données a été réalisée a l'aide d'un logiciel statistique Excel
version 2007. Cette analyse visait a comparer I'effet antibactérien de I’extrait éthanolique de
Juglans regia L. et le bain de bouche aux produits de références existants, ainsi a comparer
l'effet antioxydant de 1’extrait aux différents vitamines utilisées dans 1’é¢tude comme témoins

positifs.

Pour ce faire, le test ANOVA (Analysis of Variance) a été utilisé, en considérant un

seuil de signification a=0,05%, avec :

 p>0.05 : la différence est non significative.
Q' p<0.05 : la différence est significative.
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

I11.1. Résultats du rendement d’extraction des écorces des jeunes rameaux
Dans le but de I'extraction des composés actifs des ecorces des jeunes rameaux de
Juglans regia L., le calcul du rendement est crucial pour évaluer I'efficacité du procédé

d'extraction. Les résultats du rendement sont présentés dans le Tableau VII.

Le choix du solvant éthanol (96%) dans le procédé d’extraction, dépend
principalement de sa biodisponibilité, de sa non toxicité, de sa nature biodégradable et de son
utilisation majeure dans I’industrie pharmaceutique et cosmétique vu qu’il est issu de produits

naturels.

Tableau VII : Rendement de I’extrait éthanolique par rapport a la matiere végétale

. Masse de materiel Masse de ’extrait Rendement
Juglans regia L. o
vegetal (g) (9) d’extraction (%)
Extraction 01 100 g 12,71 ¢ 12,71 %
Extraction 02 1409 17.46 ¢ 12,47 %
Moyenne 120 g 15.09¢g 12,59 %

D’aprés les résultats obtenus, le rendement d’extraction est modérément élevé, il est de
12,59 % par rapport au poids initial de la poudre végétale. Des études ultérieures ont rapporté
que les plantes ayant des rendements d’extraction élevés contiennent une forte teneur en

composés phénoliques (Peyrat-Maillard et al., 2000).

En premier lieu, le rendement de 1I’extrait de Juglans regia L. est étroitement
dépendant de la méthode d’extraction utilisée, car d’aprés Harouak et al., (2021), le
rendement aqueux des écorces du noyer est estimé a 18.13 % quand I’extraction est faite par
infusion, 5.63 % par la méthode de décoction et 11.25 % par la méthode de Soxhlet

(technique d’extraction a chaud).

En second lieu, d’apreés Almonte-Flores et al., (2015), le rendement est tres lié au type
du solvant d’extraction, il ont pu démontrer que [’extraction aqueuse assure un
meilleur rendement par rapport a I’extraction organique vu que le rendement de 1’extrait
aqueux était égale a 21.40 %, par contre les rendements des extraits organiques ont éte plus
faibles: 6.76 % pour 1’éthanol absolu, 10.54 % pour I’éthanol a 70 % et 1.05 %pour I’acétate-
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éthyle. En revanche, nos résultats montrent que le rendement est faible par rapport a 1’extrait

éthanolique obtenu par Almonte-Flores et ses collaborateurs (2015).

Le rendement d’extraction de la présente étude est supérieur a celui obtenu par
Pandita et al., (2011), qui ont obtenu par macération aqueuse de la méme plante un
rendement de 1’ordre de 4.02 %. Cette différence est liée a plusieurs facteurs comme, type
de solvant , les propriétés génétiques de la plante et son origine géographique, a la période
de la récolte et aussi aux méthodes d’extraction appliquées. On peut citer aussi d’autres
facteurs tels que : I’age de la plante, la partic traitée de la plante, 1’état du matériel végétal

avant I’utilisation (Abdelmounaim, 2013).

L'utilisation d'un solvant polaire comme I'éthanol dans cette macération est pertinente
pour une récupération efficace des composés actifs de la matiere premiére, tout en préservant

leur structure et leurs propriétés (Ogunmoyole et al., 2011).

Description de I’extrait obtenu

L’extrait éthanolique obtenu par macération a froid de la poudre des écorces des
jeunes rameaux de Juglans regia L. est caractérisé par une couleur vert foncé et présente un

aspect visqueux.

Les propriétés organoleptiques de 1’extrait éthanolique de Juglans regia L. sont

indiquées dans le Tableau VIII.

Tableau V111 : Aspect, couleur et odeur de I’extrait éthanolique de Juglans regia L.

Couleur Odeur Aspect
Extrait éthanolique des écorces des ) Légeére, odeur _
) _ Vert foncé o Visqueux
jeunes rameaux de Juglans regia L. Végétale

111.2. Résultats du screening phytochimique des écorces des jeunes rameaux

Les résultats sont classés qualitativement en :

= Réaction fortement positive : ++++
= Réaction positive : +++
= Reéaction moyennement positive : ++

= Reaction négative : -
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La composition chimique des écorces des jeunes rameaux de Juglans regia L. est

regroupée dans le tableau suivant :

Tableau IX : Caractérisation des substances chimiques des écorces des jeunes rameaux

de Juglans regia L.

Métabolites secondaires Résultat
Coumarine ++
Tanin (catéchique) +++
Flavonoides FH++
Saponines ++++ (4 -5 cm)
Quinones F++
Anthraquinones 4+
Anthraquinones libre ++++

Anthraquinones combinées (O-hétéroside) -

Anthraquinones combinées (C-hétéroside) +
Alcaloides +
Terpénoides <A e
Acide aminé et protéine +
Amidon +
Glycosides +++
Anthocynes ++++
Lipides -
Composé réducteurs “FAperar
Phénols +++
Acide organique +++
Stéroides ++++

Les essais phytochimiques effectués sur I’écorce de Juglans regia L. ont révélé la
présence de plusieurs constituants phytochimiques, avec des estimations trés élevées en
flavonoides , en anthraquinones ,en anthraquinones libres, en terpenoides, en saponines, en
anthocynes , en composés réducteurs et en stéroides, ainsi des concentrations plus ou moins
faible ont été montré en alcaloides, en coumarines, en anthraquinones combinées (C-

hétéroside), en acides aminés et en protéines, et en amidon, avec une absence totale des
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anthraquinones combinées (O-hétéroside) et des lipides. Ces résultats sont en accord avec
ceux obtenus par Carnat et al., (1993) ; Wichtl, (2004); Kale et al., (2009); Upadhyay et
al., (2010).

Les tests phytochimiques effectués sur 1’écorce de Juglans regia L. ont permis des
estimations élevées en saponines. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés dans 1’étude
de (Raja et al., 2012) en Inde.

Les ecorces de Juglans regia L. sont riches en constituants phytochimiques. Cette
richesse en composés bioactifs explique [I’utilisation des écorces dans la médecine
traditionnelle et spécialement dans 1’hygiéne buccale (Upadhyay et al., 2010; Zakavi,
2013). L’usage thérapeutique de la partie aérienne est probablement due a la présence des
alcaloides, des polyphénoles, des terpénoides, des tanins et des dérivés flavonoidiques (Shah
et al., 2013).Ces molécules renferment une tres grande diversité de composés, qui
possedent une trés large gamme d’activité biologique (Huang et Ferraw, 1991 ; Li et al.,
2007).

Raja et al., (2012) ont rapporté que les alcaloides, les saponines et les tanins
possedent une importance thérapeutique dans le traitement des pathologies d’origine
bactérienne. En outre, les anthraquinones ont un effet laxative et participent dans la régulation
de I’hypertension, ainsi comme molécules anti-inflammatoires, antidiabétiques,
antidéprissantes, antihelminthiques, anticancéreuses et hépato-protectrices
(Huang et Ferraw, 1991 ; Li et al., 2007).

Amral et al. (2008) ont confirmé que la présence de 96 % de tanins est considerée
comme un principal agent responsable du potentiel médicinal de noyer, ainsi les composés

phénoliques et les flavonoides.

111.3. Résultats de I’étude pharmacologique du bain de bouche
11.3.1. Etude analytique du bain de bouche

Les caracteristiques organoleptiques de bain de bouche sont portées dans le Tableau X.
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Tableau X : Caractéristiques organoleptiques et chimiques de bain de bouche

Aspect Couleur Odeur pH
Bain de bouche Liquide Marron Menthe 6.04

111.3.2. Contréle de la qualité microbiologique du bain de bouche

Le bain de bouche formulé a été soumis a des analyses microbiologiques visant a
déterminer le taux de contamination bactérienne et fongique (levures et moisissures) et
vérifier I’absence de germes pathogénes. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau

ci-dessous :

Tableau XI : Qualité microbiologique de bain de bouche

. Bain de bouche Normes de la Pharmacopée
RIS [BErSEEs (UFClg) Européenne (UFC/g) (2012)
Germes aérobies viables 00 <200
totaux
Levures et moisissures 00 <20
Entérobactéries 00 <10
Staphylococcus aureus 00 00

Aprés incubation sur géloses Lactose Biliée au Crystal Violet et au Rouge
Neutre (VRBL), Chapman et sur Sabouraud, aucune croissance bactérienne ou fongique n’a

été trouvée, de méme pour les colonies de la souche Staphylococcus aureus.

A : Sabouraud B : Chapman C:VRBL

Figure 21 : Qualité microbiologique de bain de bouche (Photos originales, 2024)
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111.3.3. Résultats de I’étude clinique

Les différents résultats analytiques concernant les 57 patients (Homme/femme)
atteints des affections dentaires, sont répertoriés sous forme de tableaux récapitulatifs et

graphiques pour un meilleur apercu.
% Repartition selon le site de prélévement

Les prélévements dentaires ont été effectués sur deux sites différents : les caries
profondes et les plaques dentaires. Les résultats montrent que les caries profondes sont les

plus représentatifs dans cette étude, avec un pourcentage estimé a 89%.

89%
90% -
80% -+ !
70% - i
60% - 1)
50% -
40% - \
0, .
2006 | 2% %
10% - A p— o> -
0% -
Caries Plaques Caries
profondes dentaires profondes
et plaques
dentaires
| i Pourceuntage (%) 89% 2% 9%

Figure 22 : Répartition selon le site de prélevement
% Reépartition selon la fréquence des germes isolés

Sur un total de 50 isolats bactériens, on constate une présence prépondérante du genre
Streptococcus (72%), suivi par les souches fongiques du genre Candida (16%) et

Staphylococcus aureus (12%o).
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Streptococcus sp
80% 2%
70%

16%
Condida sp

12%
Staphylococcus aureus

—o—Sériel

Figure 23: Répartition selon la fréquence des germes isolés

Streptocooccus sp se présente comme l’agent bactérien le plus retrouvé dans la

présente étude des infections bucco-dentaires, avec une fréquence de 72%.

L’ensemble des souches isolées ont été caractérisés en fonction de leurs
caractéristiques de coloration de Gram, de leurs caractéristiques morphologiques et de leurs

propriétés biochimiques.

Tableau XI1 : Caractéristiques biochimiques des bactéries isolées de la cavité buccale

Les souches Streptococcus sp | Staphylococcus aureus | Candida sp
Forme _Cocu en Cocci (sphe_re_) grappe Ovale (ronde)
chainette (sphére) de raisin
Coloration de Gram + + Non déterminé
Oxydase - + Non déterminé
Catalase - + Non déterminé
Coagulase - + Non déterminé
Hémolyse a-hémolyse Non déterminé Non déterminé

Test de filamentation

sur sérum (test de Non déterminé Non déterminé -
blastese)

+ : Positive - - Négative

La cavité buccale humaine contient un nombre considérable d’espéces bactériennes
(estimées a plus de 500) (Dewhirst et al.,, 2010). Plusieurs études ont montré que les
Streptocoques dominent dans les caries avancées (Munson et al., 2004 ; Aas et al.,
2008 ; Chelli-Chentouf et al., 2012). Streptococcus mutans, une bactérie anaérobie
facultative a Gram positif, est généralement connue comme un agent pathogéne majeur
de la carie dentaire, elle facilite la destruction de la surface dentaire par la fermentation

des glucides en acide lactique (Peters etal., 2012).
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En revanche, Streptococcus salivarius est un agent étiologique important du
microbiote oral. Kaci et al., (2014) ont rapporté que Streptococcus salivarius colonise la
cavité buccale humaine quelques heures aprés la naissance ety reste sous forme de flore
commensale prédominante. De plus, S. salivarius est un colonisateur primaire des dents,
agissant comme substrat pour la fixation dautres microbes buccaux (Nicolas et
Lavoie, 2011).

Par ailleurs, Staphylococcus aureus est I'espece la plus courante dans la flore buccale
(Ohara-Nemoto et al., 2008), parfois isolée du biofilm oral (Sixou et al., 2007). Ainsi,
Streptococcus mutans et S. salivarius sont le plus souvent associés aux caries dentaires
(Aas etal., 2008 ; Chava etal., 2012 ; Balto etal., 2017).

Nos résultats ont révélé la présence d’une souche levuriforme du Candida dans la
plague dentaire. Les caractéristiques acidogenes et hétérofermentaires permettent a la
souche Candida sp de jouer un rdle important dans la progression des caries dentaires
(Rego etal., 2003). De plus, cette espéce a la capacité de survivre a un pH faible et
peut coloniser la cavité buccale en association avec Streptococcus mutans ; cette co-

agrégation exacerbe le développement des caries (Peters etal., 2012).

111.3.4. Résultats de ’activité antibactérienne

Les estimations de 1’activité antimicrobiennées sont basées sur une échelle de mesure
établie par Mutai et al., (2009), classées par la capacité antimicrobienne en fonction du

diameétre de la zone d’inhibition de la croissance microbienne comme suit :

= Tres fortement inhibitrice : (Diameétre de la zone > 30 mm).

= Fortement inhibitrice : (21 mm < Diamétre de la zone <29 mm).

= Modérément inhibitrice : (16 mm < Diamétre de la zone < 20 mm).

= Légérement inhibitrice : (10 mm < Diamétre de la zone < 16 mm).

= Résistant : (Diamétre de la zone < 10 mm).

+ Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne sur les différents microorganismes

(ATCC) vis-a-vis de I’extrait éthanolique sont résumés dans le Tableau X111 et la Figures
217.
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Tableau XI11 : Diamétres des zones d’inhibition des souches (ATCC)

Extrait brut de
Juglans regia L.

Antimicrobien de
référence (Amoxicilline)

Souches ATCC Diamétre (mm) Diamétre (mm)
Staphylococcus aureus ATCC 6538 44 £0.4mm 42+0.1mm
Staphylococcus aureus ATCC 25932 31+£0.4mm 32+0.5mm
Escherichia coli ATCC 8739 38+£0.2mm 23£0.2mm
Escherichia coli ATCC 25922 16+£0.1mm 24+0.2mm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 35+0.1mm <6mm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 24+0.3mm <6mm
Salmonella aboney NCTC 6017 29+0.3mm 19+0.1mm
Enterococcus faecalis ATCC 29212 30£0.1mm 22+0.1mm
Bacillus subtilis ATCC 6633 29+0.2mm 15+0.4mm
Candida albicans ATCC 10231 24+0.2mm < 6mm

a : Salmonella aboney ; b et g : Escherichia coli ; f et ¢ : Staphylococcus aureus ; d : Pseudomonas aeruginosa ;
e : Bacillus subtilis ; h: Candida albicans ; i : Enterococcus faecalis

Figure 24: Activité antibactérienne de I’extrait éthanolique de J. regia

(Photos originale, 2024)
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Au regard de ces résultats, et selon I’échelle de Mutai et al., 2009, 1’extrait pure des
écorces des jeunes rameaux de noyer présente une excellente activité inhibitrice sur toutes les

souches de référence utilisées, avec des diamétres d’inhibition obtenus supérieurs a 10 mm.

Les résultats de cette étude montrent que ’extrait éthanolique brut de Juglans regia L.
a donné une activité antimicrobienne qui est équivalente ou supérieure en comparaison avec

I’antibiotique testé (Amoxicilline).

L’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique est probablement liée a un effet
synergique entre les différents groupements phytochimiques présents, tel que les alcaloides,
les tannins, les flavonoides et les saponines, possédant tous une activité antibactérienne
significative (Sourabie et al., 2010; Bagré et al., 2014; Mamadou et al., 2014 ; Sanogo et
al., 2016; Kouadio et al., 2017). Par ailleurs, I’antibiotique de référence (Amoxicilline)
a montré une activité antibactérienne moins importante que celles de 1’extrait éthanolique
testée, sauf chez Staphylococcus aureus ATCC 25932 et Escherichia coli ATCC 25922, il
montre une inhibition plus importante que I’extrait éthanolique. Ceci s’explique par le fait que
les antibiotiques de références sont des molécules isolées, pures et de concentrations connues
(Sourabie et al., 2010).

Une autre étude a montré que J.regia pourrait étre utilisée comme source de
composés naturels pour inhiber la croissance de différentes bactéries a Gram négatif
(Sharafati-Chaleshtori et al., 2011).

Nos résultats different de ceux de (Ganfon etal., 2019), qui indiquent que I'extrait
d'acétate d'éthyle posséde une activité antibactérienne légére contre P. aeruginosa (14
mm). Par ailleurs, (Noumi et al., 2011) montrent que I’extrait de noyer contre des isolats

cliniques de P. aeruginosa arévélé des résultats positifs.

Selon 1’étude réalisée par (Oliveira et al., 2008),les extraits des coques vertes de
noix de Juglans regia L. présentaient un potentiel antimicrobien significatif inhibant les

bactéries de Gram positif suivant l'ordre : S. aureus > B. cereus > B. subtilis.

Les résultats obtenus par Emira et al., (2011) ont montré que I’extrait d’acétate
d’éthyle est modérément inhibiteur contre la souche S. aureus ATCC 25923, avec un
diamétre d’inhibition estimé de 19.66 mm. Cette différence entre la résistance et la
sensibilité des S.aureus & ’extrait est peut étre due soit aux conditions d’extraction soit a

I’utilisation d’une variété différente de J. regia.
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Dans I’ensemble, I’extrait de J. regia a une activite antibactérienne plus forte
contre les bactéries Gram positifs (29 & 44 mm) . L'inhibition la plus élevée a été observée
contre Staphylococcus aureus ATCC 6538 avec un diametre égal a 44 mm par comparaison
les bactéries Gram négatifs (16 a 38 mm). Nostro et al., (2000), ont expliqué cette différence
par la composition chimique de la paroi cellulaire bactérienne, notamment en présence
d'une paroi cellulaire impermeéable aux solutés lipophiles chez les bactéries Gram négatifs.
Ces bactéries possedent une couche de lipopolysaccharides (LPS) qui forment une barriére
a la diffusion, ce qui rend les bactéries a Gram neégatifs moins susceptibles d'étre sensibles
aux extraits antimicrobiens. En revanche, les bactéries Gram positifs n'ont qu'une couche
externe de peptidoglycane, dépourvue d’une forte barriere de perméabilité
(Scherrer et Gerhardt, 1971).

Santos et al., (2013) montrent que les effets antimicrobiens de J. regia contre les
agents pathogenes proviennent de sa composition chimique. L'écorce de J. regia contient
des cétones comme la régiolone, la juglone, des composés phénoliques, des flavonoides et
des stérols. Ainsi, elle est riche en flavonoides et naphtogquinones qui sont responsables de
I'activité antibactérienne (Quave et al., 2008).

En addition, I’extrait éthanolique de Juglans regia L. est actif contre la souche
fongique Candida albicans ATCC 10231, dont le diametre de la zone d'inhibition est estimé
a 24 mm. (Oliveira et al., 2008) montrent que I'extrait de Juglans regia L. inhibe in vitro
la majorité des souches fongiques orales, notamment Candida albicans. Aussi (Asma et
Yasmine., 2021) montrent que l'extrait a I'éther de pétrole de Juglans regia L. est
Iégerement inhibiteur contre les souches fongiques, dont le diamétre de la zone d'inhibition
est compris entre 10 et 13 mm. Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par Pandita et
al., (2011), qui montrent une sensibilité de la souche Candida albicans vis-a-vis les extraits
de Juglans regia L., avec des valeurs plus ou moins proches aux notres. Le pouvoir de
J.regia contre les souches fongique du genre Candida peut étre utilisé dans le traitement des

candidoses buccales.

Aussi, nos résultats corroborent a I’étude de Noumi et al., (2010) menée en Tunisie,
qui ont monté que les extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle des écorces de Juglans
regia L. présentent des diamétres des zones d’inhibition estimés a 10,33+0.57 mm,
15,66+1.15mm, 11,66+0.57mm et 18,33+£0.57mm pour Candida sp ATCC 90028 et Candida
sp ATCC 2091 respectivement.
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Résultats de ’activité anticariogéne du bain de bouche

Les résultats obtenus de ID’activité anticariogéne sur les différents microorganismes

pathogenes isolés cliniquement vis-a-vis du bain de bouche, sont résumés dans le tableau et

les figures suivants.

Aprés 24h d’incubation a 37°C et au présence d’une source de CO,, les diamétres des

zones d’inhibition sont observés autour de bain de bouche formulé a base d’un extrait

éthanolique de Juglans regia L., en comparaison avec deux antibiotiques de références :

Amoxicilline et Bi-orogyl (Spiramycine + Métronidazole).

Tableau X1V : Diamétre des zones d’inhibition des germes oraux

Bain de bouche

Antibiotique de
référence (Bi-

Antimicrobienne
de référence

orogyl (Amoxicilline)
123 5 [%2) 5 172) E)
S~ |E| £- |E| E- | B
Souches cliniques ’% E = '% E = % g <
~ | . ~— |- ~— [
a 2| o g | B 2
= = =
Streptococcus sp 01 17.5£0.1mm | Mi | 46£0.lmm | S | 22+0.1mm R
Streptococcus sp 02 04+0.2mm Ni | 20£0.1mm | S 0 R
Streptococcus sp 03 11.5+0.3mm | Li |40£0.3mm | S | 22+0.1mm R
Streptococcus sp 04 11+0.1mm Li | 40£0.1mm | S | 30+0.1mm S
Streptococcus sp 05 08.5£0.1mm | Ni | 20£0.2mm | S / /
Streptococcus sp 06 16.5£0.5mm | Mi | 30+0.1mm | S | 12+0.2mm R
Streptococcus sp 07 21.5£0.2mm | Fi | 40£0.lmm | S / /
Streptococcus sp 08 39+0.4mm | Tfi | 40+0.2mm | S | 20£0.2mm R
Streptococcus sp 09 14+0.4mm Li | 24£0.5mm | S / /
Streptococcus sp 10 12.5+0.2mm | Li | 20£0.5mm | S | 15+0.3mm R
Streptococcus sp 11 11.5+0.1mm | Li |46x0.3mm | S / /
Streptococcus sp 12 08.5£0.1mm | Ni | 29£0.2mm | S / /
Streptococcus sp 13 10.5+0.1mm | Li |40+0.2mm | S | 25+0.3mm S
Streptococcus sp 14 18+0.1mm Mi | 1520.1mm | S | 24+0.2mm S
Streptococcus sp 15 19.5£0.3mm | Mi | 20£0.2mm | S | 20£0.2mm R
Streptococcus sp 16 24+0.2mm Fi | 22£0.2mm | S | 09+0.1mm R
Streptococcus sp 17 08.5+£0.3mm | Ni | 10£0.2mm | S | 30+0.2mm S
Streptococcus sp 18 21.5£0.2mm | Fi | 20#0.1mm | S | 35+0.1mm S
Streptococcus sp 19 13.5£0.1mm | Li | 40£0.2mm | S | 14+0.2mm R
Streptococcus sp 20 22.5+0.1mm | Fi | 16£0.lmm | S | 45+0.1mm S
Streptococcus sp 21 13+0.1mm Li | 40£0.2mm | S | 12+0.2mm R
Streptococcus sp 22 23+0.2mm Fi | 15£0.1mm | S | 40+£0.1mm S
Streptococcus sp 23 20£0.2mm Mi | 30+0.1mm | S | 14+£0.2mm R
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Streptococcus sp 24 20.5£0.2mm | Mi | 350.1mm | S | 12+0.1mm R
Streptococcus sp 25 04+0.2mm Ni | 25£0.2mm | S 00 R
Streptococcus sp 26 17.5+0.1mm | Mi | 45£0.2mm | S / /
Streptococcus sp 27 12+0.1mm Li | 45£0.2mm | S | 30+0.1mm S
Streptococcus sp 28 15+0.3mm Li |30£0.1mm | S | 14+0.3mm R
Streptococcus sp 29 10.5£0.1mm | Li | 30£0.3mm | S | 12+0.1mm R
Streptococcus sp 30 13.5+0.3mm | Li | 19+0.1lmm | S / /
Streptococcus sp 31 09+0.2mm Ni | 35£0.1mm | S | 17+0.1mm R
Streptococcus sp 32 12+0.1mm Li | 35+0.3mm | S 0 R
Streptococcus sp 33 14+0.2mm Li | 32£04mm | S 0 R
Streptococcus sp 34 09+0.1mm Ni | 43x04mm | S | 20£0.1mm R
Streptococcus sp 35 17+0.4mm | Mi | 15204mm | S / /
Streptococcus sp 36 09+£0.1mm Ni | 35£0.2mm | S / /
Staphylococcus aureus 01 | 08.5£0.1mm | Ni | 09+0.2mm | R 00 R
Staphylococcus aureus 02 | 07+£0.4mm Ni | 40£0.1mm | S | 1240.1mm R
Staphylococcus aureus 03 | 09+0.1mm Ni | 31£0.3mm | S / /
Staphylococcus aureus 04 | 12+0.5mm Li | 15£0.1mm | S / /
Staphylococcus aureus 05 | 15.5£0.2mm | Li | 19+0.3mm | S 00 R
Staphylococcus aureus 06 | 12+0.2mm Li | 13+0.1mm | S / /
Candida sp 01 00 Ni 00 / / /
Candida sp 02 08.5+0.2mm | Ni 00 / / /
Candida sp 03 04.5£0.1mm | Ni 00 / / /
Candida sp 04 08+0.1mm Ni 00 / / /
Candida sp 05 12.5+0.1mm | Li 00 / / /
Candida sp 06 14+0.2mm Li 00 / / /
Candida sp 07 09+0.1mm Ni 00 / / /
Candida sp 08 00 Ni 00 / / /

Tfi : trés fortement inhibitrice Fi : fortement inhibitrice Mi : modérément inhibitrice Li : Iégerement
inhibitrice Ni : non inhibitrice /: non déterminé ; R : résistante ; S : sensible

D’apreés les résultats obtenus, le bain de bouche présente un effet inhibiteur vis-a-vis

de 40 germes pathogeénes de la cavité buccale, entre les Streptocoques, les Staphylocoques et

les Candida, avec des zones d’inhibition qui varient entre 10.5 mm et 39 mm.

@ Souches
sensibles

u Souches
resistantes

| Streptococcus sp

u Staphylococcus
aureus

m Condida sp

Figure 25: Répartition selon la sensibilité

des souches

Figure 26: Répartition selon la

fréquence des germes résistants
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Sur un total de 17 souches résistantes, onarelevé la présence prépondérante
de Streptococcus sp (47 %), suivi par les Candida sp (35 %) et Staphylococcus aureus
(18%).

Figure 27 :

Figure 28 : Sensibilité des souches Staphylococcus aureus (Photos originales, 2024)
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Figure 29 : Sensibilité des souches de Candida sp (Photos originales, 2024)

Une efficacité tres importante de bain de bouche a base de I’extrait éthanolique a été
démontrée contre les germes buccaux, avec un diamétre des zones d’inhibition compris entre
10.5mm et 39mm. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Rahul, (2011), qui ont
trouvé que la concentration de 250pg/disque d’extrait peut inhiber la croissance de la plus

part des échantillons de la salive.

Une autre étude effectuée en Arabie Saoudite par Abhary et Al-Hazmi (2016),
indique que la plante Salvadora persica L., également connu sous le nom de miswak a été
utilisée par de nombreuses communautés islamiques comme batons a macher. L extrait
éthanolique de cette plante présente un pouvoir antibactérien important contre les
microorganismes a Gram positif « Streptococcus mutans », ce qui suggeére qu'il existe

probablement des agents antimicrobiens sélectifs chez S. persica.

Nos résultats se rapprochent & une enquéte antérieure réalisée par Sytykiewicz et al.,
(2015), montrant une réduction significative du taux de portage de Candida albicans

apres l'utilisation du bain de bouche Juglans regia L.

D’aprés nos résultats, on peut dire que 1’activité antifongique de notre produit (bain de
bouche) est étroitement reliée a la richesse de la plante en métabolites secondaires bioactifs,
qui ont été mis en évidence lors du criblage phytochimique, caractérisant des molécules
naturelles responsables de cette activité anticandidosique.
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D’apreés ces résultats, on peut conclure que I’extrait éthanolique de Juglans regia L. a
une forte activité antimicrobienne contre les germes oraux testés et peut étre utilisé comme

mesure préventive et thérapeutique en dentisterie.

111.3.5. Résultats de la concentration minimal inhibitrice, bactéricide et fongicide (CMI
/CMB/CMF)

Les résultats des paramétres antibactériens, des parametres antifongiques (CMI et
CMF) et la détermination du pouvoir antibactérien et antifongique de bain de bouche d’écorce

de Juglans regia L. sont consignés dans le Tableau XV.

Tableau XV : Concentration minimale inhibitrice (CMI) et profil bactéricide/

bactériostatique, profil fongicide/ fongistatique

Bain de bouche de Juglans regia L.

Souches cliniques CMI CMB Interprétation
Streptococcus sp 02 Reésistant / /
Streptococcus sp 05 Résistant / /
Streptococcus spl2 100% Reésistant /
Streptococcus sp 17

S0% S0% Profil_bactéricide
Streptococcus sp 25 Résistant / /
Streptococcus sp 31 50% 100% Profil bactéricide
Streptococcus sp 34 100% 100% Profil bactéricide
Streptococcus sp 36 100% 100% Profil bactéricide
Staphylococcus aureus 01 | Résistant / /
Staphylococcus aureus 02 12.5% 100% Profil bactériostatique
Staphylococcus aureus 03 6.25% 50% Profil bactériostatique
Souches cliniques CMI CMF Interprétation
Candida sp 01 25% Résistant /
Candida sp 02 25% 100% Profil fongicide / fongistatique
Candida sp 03 25% 25% Profil fongicide
Candida sp 04 25% 25% Profil fongicide
Candida sp 07 50% 50% Profil fongicide
Candida sp 08 100% / /

Les concentrations minimales inhibitrices obtenues pour le bain de bouche sont
comprises entre 6,25 ml/ml et 100 ml/ml. Tandis que, les CMB sont comprises entre 25 mi/ml
et 100 ml/ml.

D’une maniére spécifique, on note que I’extrait éthanolique incorporé dans le bain de
bouche montre une action bactéricide contre quatre souches de Streptococcus sp, et fongicide
contre quatre souches de Candida sp. En revanche, ’activité de cet extrait est de type

bactériostatique contre deux souches de Staphylococcus aureus. Ces resultats different de

Page | 56



Chapitre 111 Résultats et Discussion

ceux menés par 1’étude de (Gafnon et al., 2019), qui ont trouvé que I’extrait de J. regia
présente un pouvoir bactéricide contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 . Cette
différence est probablement due a la souche qui présente un profil de pathogénicité dans notre

étude. C’est pour cette raison cette derniére a marqué une action bactériostatique.

Dans 1’étude d’Oliveira et al., (2008), S.aureus se présente comme le

micro-organisme le plus sensible, avec une CMI égal a 0,1 mg/ml.

Parmi les hypothéses avancées concernant le mécanisme des effets antimicrobiens des
polyphénols, on peut citer, I’inhibition des enzymes extracellulaires microbiens; la
séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélatation de métaux,

tels que, le fer et enfin I’inhibition de métabolisme microbien (Milane, 2004).

Dans la littérature, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens in vitro
en inhibant I’ADN gyrase (Ohemeng et al., 1993). En outre, 1’étude menée par (Sato et al.,

1995) a montré I’effet bactéricide des flavonoides sur S.aureus.

111.3.6. Résultats de P’activité de I’antibiofilm

111.3.6.1. Résultats de la formation de biofilm par la technique de TCP

Il est important de connaitre si les souches d’Enterococcus faecalis ATCC 29212 et
Staphylococcus aureus prélevées sont capables de former des biofilms. Ces derniéres ont été
mises a un test de biofilm sur microplaque a 96 puits par la technique de culture tissulaire
(TCP).

Selon (Bellifa et al., 2013), la méthode TCP est la meilleure technique pour le
dépistage de la formation du biofilm in vitro. Cette méthode permet de tester plusieurs

souches simultanément, ainsi de déterminer leur capacité d’adhésion.

Les résultats obtenus par la méthode de culture tissulaire (TCP), montrent que S.
aureus n°1 est fortement productrice de biofilm, avec un profil d’adhésion extréme (+++), en

comparaison avec les autres souches qui présentent un profil d’adhésion moyenne (++).
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Figure 30 : Production de biofilm par E. faecalis et Staphylococcus aureus révélée par la

technique de tissu en plaque TCP (Photos originales ,2024)

Absence d’adhérence bactérienne : (-) ; cellules bactériennes faiblement adhérentes : (+) ; cellules

bactériennes modérément adhérentes : (++) ; cellules bactériennes extrémement adhérentes : (+++)

111.3.6.2. Résultat de I’activité antibiofilm sur milieu liquide

Apres avoir confirme que les souches bactériennes d’Enterococcus faecalis ATCC
29212 et les souches de Staphylococcus aureus sont productrices de biofilm, la technique de

I’antibiofilm a été réalisée comme suit :

Cette étape consiste a évaluer l'activité ’anti-biofilm a différentes concentrations de
bain de bouche. Les résultats attendus sont visualisés sur une microplaque de 96 puits apres
coloration au cristal violet. L’efficacité du traitement a été déterminée selon I’intensité de
coloration cristal violet. Les résultats de cette expérience in vitro sont illustrés par la

Figure34.
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Figure 31 : Réduction de biofilm d’Enterococcus faecalis ATCC 29212 et de
Staphylococcus aureus (Photo originale, 2024)
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D’aprés les résultats obtenus du test antibiofilm, on peut témoigner que toutes les
souches microbiennes soumises a I’essai biologique antibiofilm in vitro, sont tres sensibles au
traitement de bain de bouche testé. On remarque une diminution progressive des biofilms

formés en fonction de I’augmentation de la concentration de bain de bouche.

Une concentration a 50 % s’est avérée suffisante pour empécher la formation de
biofilm chez les trois souches de Staphylococcus aureus, et éliminer efficacement toute trace
de biofilm in vitro. La souche Enterococcus faecalis ATCC29212 a manifesté un degré de
sensibilité antiadhésive importante 12.5 %, en comparaison avec la totalité des souches. En
revanche, la totalité des souches ont montré un profil de sensibilité vis-a-vis de ’antibiotique
de référence (Bi-orogyl). Ces résultats se rapprochent a ceux menés par Chaieb et al.,
(2013) en Tunisie, sur ’effet antibiofilm de I’extrait d’écorces de Juglans regia L. vis-a-vis
du biofilm de S.aureus ATCC25923, qui ont déterminé une CMIB égale a 43 pg / ml.

Les résultats de Quave et al., (2008) montrent que le pouvoir inhibiteur des écorces

du noyer fonctionne d’une manicre dose-dépendante.

Par ailleurs, Milek et al., (2022) ont démontré que les extraits des feuilles et des fruits
de Juglans regia L. issus de cing clones différents, présentent une activité antibiofilm
d’environ 95 % vis-a-vis des staphylocoques, et peuvent servir comme des agents

antimicrobiens précieux contre les infections liées aux Staphylococcus.

De plus, nos résultats complétent les travaux de Dolatabadi et al., (2018), qui ont mis
en évidence d’activité anti-biofilm plus importante de I'extrait aqueux des feuilles de Juglans
regia L. par rapport a l'extrait méthanolique.

En outre, Khalid et al., (2020) ont rapporté un potentiel anti-biofilm plus élevé pour
I'extrait méthanolique d'écorces de racines de Juglans regia L., contre six souches
bactériennes testées : M. morganii, P. aeruginosa, A. baumannii, H. influenza, K. pneumoniae

et S. aureus.

Selon (Ghosh et al., 2020), les composés organiques présentent dans les extraits des
plantes peuvent modifier les caractéristiques de la surface (hydrophobicité, caractére
hydrophile et rugosité,...) , empéchant ainsi 1’adhésion bactérienne et la formation du

biofilm.
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Ces résultats suggérent que I'extrait de Juglans regia L. pourrait étre une alternative
prometteuse aux antibiotiques conventionnels pour lutter contre les infections bactériennes

biofilmiques, en particulier celles causees par des bactéries Gram-positives.
111.3.6.3. Résultat de I’activité antibiofilm sur milieu solide (Eppendorfs)

L’efficacité du bain de bouche a été déterminée selon la réduction décimale des
cellules viables (UFC) d’ Enterococcus faecalis ATCC et de Staphylococcus aureus
récupérées a partir des biofilms. Les résultats de cette expérience in vitro sont illustrés par la

Figure 35.
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Figure 32 : Réduction du Log UFC d’Enterococcus faecalis ATCC29212 et

Staphylococcus aureus par le bain de bouche

D’apres les résultats obtenus, on constate que le bain de bouche & base de Siwak de
Juglans regia L. a totalement réduit le nombre du Log UFC d’Eenterococcus faecalis ATCC
29212 et de Staphylococcus aureus , par rapport au témoin positif (>105 UFC/ml). Il convient
de signaler, que la solution de Bi-orogyl n’a pas pu éradiquer les cellules de Staphylococcus

aureus cliniquement isolée. Cela est due certainement a la résistance de cette souche.

I11.4. Résultats de I’activité antioxydante

Le dosage au 2,2-diphényl-1picrylhydrazyle est 1'un des méthodes largement
utilises (Amin et Musa, 2016).cette derniére est choisie en raison de sa simplicite, sa rapidité,
sa sensibilité et sa reproductibilité (Boudjelal, 2013). L’activité antioxydante a été évaluée
par spectrophotométre suivant la réduction de radical libre (DPPH), qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 517nm. Ce pouvoir réducteur est

déterminé par la diminution d’absorbance provoquée par les substances anti-radicalaire
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(Hamidi, 2011). Les résultats obtenus lors du test de mesure des pourcentages d’inhibition du

radical DPPH sont présentés dans le Tableau XVI.

Tableau XVI : Résultats du test de mesure de pourcentage d’inhibitions du radical

DPPH
Concentration Pourcentage d’inhibition %
[mg/ml] L’extrait de Juglans regia L. Vitamine E vitamine C
10 6.60 % 17.61 % /
20 9.38% 24.65 % /
40 31.04 % 31.50 % 40.97 %
60 38.20 % 39.25% 41.67 %
80 43.4 % 51.33% 43.75 %
100 59.03 % 55.56 % 45.14 %

On remarque que le pourcentage d’inhibitions du radical libre (DPPH) augmente en

fonction de la concentration de I’extrait éthanolique (Figure 36).

Selon ces résultats, on constate que l’extrait éthanolique de Juglans regia L., la

vitamine C (acide ascorbique) et la vitamine E (o-tocophérol) exercent une activité inhibitrice

significative.
\ so
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A : La solution DPPH

B : Acide ascorbique

C : Extrait éthanolique

D : vitamine E

Figure 33 : Résultats de I’activité antioxydante (Photos originales, 2024)
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s Résultats d’ICS0

La valeur de I’'IC50 est définie comme la concentration de substrats qui provoque une
perte de 50% de I’activité du DPPH. Plus IC50 est petite, plus le composé posséde une bonne
activité antioxydante (Babovic et al., 2010).

Les graphes suivants montrent le pourcentage d’inhibitions de 1’activité du DPPH en

fonction de la concentration de I’extrait de Juglans regia L., vitamine C et E:
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Figure 34 : Variation de I’inhibition du DPPH en Figure 35: Variation de I’inhibition du DPPH
fonction de la concentration de I’extrait en fonction de la concentration de la vitamine E
éthanolique des écorces de jeunes rameaux de
Juglans regia L.
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Figure 36 : Variation de I’inhibition du DPPH en
fonction de la concentration de la vitamine C

L’extrait éthanolique des écorces de Juglans regia L. posséde une activité anti-

radicalaire 1C50 (88 mg/ml), inférieure a celle de la a-tocophérol 78 (mg/ml).
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En comparant la concentration inhibitrice 50 % des radicaux libres de DPPH avec les
résultats publiés par (Ghasemi et al., 2011), qui ont montré I’IC50 égale a 27.6 mg/ml. On
constate alors que nos résultats sont totalement différents.

L’étude de (Noumi et al ., 2011) menée en Tunisie, montre que les écorces de noyer
(extrait a l'acétate d'éthyle) possédent des activités antioxydantes élevées (IC50, 3 pg/ml)
corrélées a une forte concentration de tanins et de polyphénols. Cette différence des résultats

pourraient étre expliqué par les différentes techniques d’extraction.

Selon Van Helden et al.(1995), I’activité antioxydante des plantes est du a leurs
richesses en composés phénoliques, présentant une activité antioxydante puissantes en

empéchant efficacement la formation des radicaux libres.

Selon Deshpande et al., (2011), I'acide ellagique est considéré comme étant une

matiére antioxydante puissante ayant un effet protecteur.

Zhang et al., (2009) ont identifié sept composés phénoliques chez J. regia: le
pyrogallol, l'acide p-hydroxybenzoique, I'acide vanillique, le gallate d'éthyle, I'acide
protocatéchique, I'acide gallique et le 3,4,8,9,10-pentahydroxydibenzo (b,d) pyran-6-one,
possedent tous une activité antioxydante remarquable.

Selon Bourais et al., (2022) ,I'extrait méthanolique de la coque possede la capacité
de piéger le radical DPPH plus forte, avec une IC50 de 32,27 +0,69 pg/mL.

Les composés phénoliques présents, principalement l'acide caféique et les
dérivés de la quercétine, sont d'excellents antioxydants ,car ils présentent les caractéristiques
structurelles requises a savoir un groupe ortho-dihydroxy sur un cycle aromatique (Jalili et
Sadeghzade, 2012).

Des études montrent que 1’activité anti-radicalaire est corrélée au taux des polyphénols

et des flavonoides dans les extraits des plantes médicinales (Mariod et al., 2009).

L’étude de Zhang et al., (2009) suggerent que les activités antioxydantes des
composés phenoliques de J. regia, peuvent étre influencées par le nombre dhydroxyles

dans leurs anneaux aromatiques.
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I11.5. Résultats de la toxicité érythrocytaire Ex vivo
L’observation microscopique (Gx100) des différents échantillons des cellules
érythrocytaires (frottis sanguins) est présentée dans les figures ci-dessous :
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Figure 37 : Toxicité érythrocytaire a différents concentration de I’extrait éthanolique

sous microscope Gx100 (Photos originales, 2024)
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Figure 38 : Toxicité érythrocytaire sous microscope Gx100 (Photos originales, 2024)
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D’aprés les Figures 40 et 41, les globules rouges présentent une morphologie
normale, tout en préservant la forme de leur membrane cytoplasmique. Ce qui confirme
I’absence de ’effet toxique de 1’extrait éthanolique, en comparaison avec les t¢émoins négatifs
(vitamine C et la solution isotonique). Contrairement au contréle positif (H,O,), les cellules
érythrocytaires ont perdu leur morphologie normale, en raison de la déstabilisation

membranaire, ainsi leur quantité est diminuée.

Des recherches récentes ont exploré les mécanismes par lesquels les extraits de
Juglans regia L. conférent leurs propriétés protectrices contre les dommages des globules
rouges, causés par le stress oxydatif ou les réactions inflammatoires. Ces effets protecteurs
semblent étre attribuables a la présence de molécules bioactives dans le noyer (Rusu et al.,
2020 ; Fizesan et al., 2021 ; Bhardwaj et al., 2023).

Cependant, des recherches ont confirmé ce potentiel sur les érythrocytes, en indiquant
que D’extrait de Juglans regia L. assure une protection contre les dommages aux cellules
sanguines aprés un contact de 30 min & 37°C (Chaieb et al., 2013 ; Dolatabadi et al., 2018 ;
Khalid et al., 2020).

D’aprés Jaiswal et Tailang (2017), Les études sur des rats Wistar suggerent que
I'extrait de Juglans regia L. ne présente aucune toxicité aigué ou sub-chronique significative,
méme a des doses élevées allant jusqu'a 5000 mg/kg. Ces résultats sont confirmés aussi par
les études de (Bhat et al., 2023).

A la lumiére de ces résultats, on peut dire que I’extrait des écorces des jeunes rameaux
de Juglans regia L. peut avoir un potentiel d’utilisation thérapeutique. En effet, des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour évaluer profondément la sécurité et

I'efficacité de I'extrait de noyer en raison d’une utilisation humaine.
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Conclusion

La plante Juglans regia L. a été étudiée pour ses propriétés phytochimiques et
thérapeutiques, en particulier pour son potentiel dans le traitement notamment des caries (89
%) et des plaques dentaires (2%). Les travaux réalisés ont permis de mettre en évidence divers
métabolites secondaires et d'évaluer le potentiel thérapeutique de cette plante.

Le screening phytochimique des molécules bioactives a révélé la présence des
flavonoides, des stérols, des térpenoides , des saponines et des tanins, connus pour leur bonne

activité antioxydante et antimicrobienne, ainsi que leur activité anti-hémolytique.

Le produit formulé a base d'extrait éthanolique (bain de bouche) a montré une bonne
stabilité physico-chimique et une conformité microbiologique, ce qui a permis de mettre en
valeur certaines propriétés thérapeutiques dans la santé bucco-dentaires.

Le criblage du pouvoir antimicrobien de I'extrait éthanolique des écorces de J. regia in
vitro a été effectué par la méthode de diffusion radiale sur gélose, révélant une forte activité
antibactérienne sur toutes les souches de référence. D’une part, le bain de bouche a montré un
fort potentiel anticariogéne contre les streptocoques oraux, avec des zones d'inhibition trés
importantes qui varient entre 10,5 mm et 39 mm. D’autre part, le bain de bouche formulé a
base de J. regia s'est montré tres efficace vis-a-vis des biofilms d'Enterococcus faecalis

ATCC 29212 et de trois souches Staphylococcus aureus cliniqguement isolée.

L'étude de l'activité antioxydante par la méthode de réduction des radicaux libres
(DPPH) a révélé une activité modérée pour I'extrait éthanolique comparativement avec celle
de I’a-tocophérol, avec un EC50 égal 88 et 78 mg/ml respectivement. Cette activité
antiradicalaire pourrait étre due a la présence importante de métabolites secondaires,

notamment les polyphénols, les flavonoides, les stérols, les terpénoides, les coumarines ...

L’extrait éthanolique incorporé dans le bain de bouche formulé comme un principe
actif ne présentent aucune toxicité érythrocytaire . La stabilisation de la membrane des
globules rouges par cet extrait des écorces pourrait étre lié a leur composition chimique

qui est riche en polyphénols et les flavonoides.

Au terme de cette étude, on peut conclure que Juglans regia L. est une plante

prometteuse et riche en substances biologiquement actives, conférant un grand intérét
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pharmacologique notamment dans la prévention de 1’apparition des caries et de plaque

dentaire.

Cependant, cette étude reste préliminaire et nécessite des études approfondies par des
techniques analytiques performantes (HPLC et CG-MS), afin de déterminer les composés
chimiques responsables des effets biologiques et pharmacologiques ainsi que leur mécanisme
d’action. Il est encourageant d'évaluer l'activité antioxydante et antimicrobienne par d'autres

méthodes in vitro et in vivo.
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Tableau XVII : Matériel utilisé

Annexe 1

Instruments, Appareillages et réactifs utilisés

Crystal violet
Lugol

Benzoate de
Sodium

Eau diminéralisée
H202

PBS

Acide ascorbique
a-tocophérol
May-Grinwald
Solution Giemsa
Huile a émersion

Appareillage Verrerie Produit chimique M(;:Jﬁla);ge Autre matériel
Broyeur Bécher Ethanol96% Bouillon nutritif | Papier filtre
Etuve Erlenmeyers | Méthanol BHIB (Brain | Boites de Pétri
Balance Tubes a | L’eau distillée Heart Infusion | Pipettes Pasteur
Plaque essais L’eau Broth) Ecouvillons
chauffante Flacons physiologique Gélose nutritive | Barreau
Agitateur Fiole jaugée | Trichlorure de fer | (GN) magnétique
magnétique Entonnoir (FeCLy) Gélose au sang | Lames / lamelles
Vortex Montre  en | Hydroxyle de | cuit (GSC) Seringues
Evaporateur verre sodium (NaOH) Gélose au sang | Spatule
rotatif Eprouvette Acide frés (GSF) Eppendorfs
Poupinelle/ Flacons en chlorhydrique Milieu Muller- | Pissette
Autoclave verre (HCL) Hinton(MH) Micropipettes
Bain Marie NH40H VRBL Embouts
Spectrophotom Chloroforme Sabouraud Microplaques a
etre KOH Bouillon 96 puits
Réfrigérateur Solution tryptone sel eau | Spatule
Frigo d’ammoniaque (TSE) métallique
La jarre Acide  sulfurique | BGT (bouillon
Bec bunsen H2S04 glucosé
Centrifugeuse Ninhydrine 2 0.2 % | tamponné)

Distillateur CuS0O4 a 2%.

Balance de Propanol
précision DPPH

Microscope Dragendroff
optique lode
Centrifugeuse Liqueur de Fehling
pH metre Colorant de fushine
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Figure 39: Solution DPPH Figure 40 : Spectrométre UV-
(Photo originale, 2024) visible (Photo originale, 2024)

- " <Opti C 500

Figure 41: Vitamine C Figure 42 : Bi-Orogyl
(Photo originale, 2024) (Photo originale, 2024)

> Milieu de culture

Pour préparer le milieu MH au sang cuit, on commence par la liquéfaction d’un flacon de
gélose MH (Muller Hinton). Ensuite, on ajoute 5 % de sang humain total pendant que la
gélose est encore chaude.

Figure 43 : Le milieu MH au Figure 44: Le milieu MH
sang cuit (Photo originale, 2024) (Photo originale, 2024)



Annexes

Annexe 2

L Les jeunes rameaux

L Les feuilles

L Les fleurs

Figure 45 : Les différentes parties aériennes du la plante Juglans regia L.
(Photo originale, 2024)
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Annexe 3
Screening phytochimique

Tableau XVIII : Résultats des tests phytochimiques

Indicateur de la

Mé li ndair o rvation | Résul
étabolites secondaire réaction Observatio ésultats
v
. Apparition d’un
Coumarine PP ++
trouble |
. e Coloration bleu
Tanin (catéchique) N +++
verdatre
T———
Flavonoides Incolore ++++
. . ++++ (4 -5
Saponines Indice de mousse (
cm)
Quinones Coloration rouge : et
violette ‘
e
|
Anthragquinones Coloration rouge ++++
Anthraquinones libre Coloration rose vif ++++

{xl
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Tableau XVIII : Résultats des tests phytochimiques (suite)

Anthraquinones combinées (O-
hétéroside)

Coloration rose

Anthraquinones combineées (C-

Coloration rouge plus

fas . . . +
hétéroside) Ou moins intense
Alcaloides rouge +
Terpénoides brune rougeatre ++++
Coloration violette
Acide aminé et protéine avec une teinte +
rougeatre
Amidon coloration bleu violet +
Glycosides violette +++
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Tableau XVIII : Résultats des tests phytochimiques (suite)

Anthocyanes (leuco-anthocyanes) rouge ++++

Lipides Coloration violette -

. Apparition d’ :
Composé réducteurs Apparition d'un bt
précipité rouge brique
Coloration bleue
phénols noiratre ou verte +++
foncee

Stéroides (insaturés) Coloration rouge ++++

Acide organique Coloration jaune . +++
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Annexe 4

Questionnaire

Oui

[]
[]
[]
[]
[]
[]
[]
[]

Z
o
S

1- Bon état de santé général.

[

2
3
4
5

Présence de lésion carieuse.

Sous traitement d’antibiotique.

Utilisation de bain de bouche au cours du dernier mois.

Présence d’une maladie chronique : diabéte, hypertension
artérielle,...)

6
7
8

Suivi d’un traitement anticancéreux (chimiothérapie).

Utilisation d’un agent chimique anti-plaque avant 6 mois.

Ood oOogd

Dernier brossage (minimum 2 h).
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Annexe 5

Fiche de prélevement

Age

N° (ans) Sexe site de prélévement Critere spéciale
01 24 H | Carie profonde Sain
02 12 H | Carie profonde Sain
03 45 F | Carie profonde Saine
04 60 H | Carie profonde Sain
05 15 F | Carie profonde Saine
06 28 H | Carie profonde Sous traitement d’épilepsie
07 11 F | Carie profonde Sous chimiothérapie
08 36 H | Carie profonde Sain
09 40 F | Carie profonde Saine (trisomie)
10 17 H | Carie profonde Sain
11 20 H | Carie profonde Sain
12 45 F | Carie profonde Saine
13 32 F | Carie profonde Sous traitement de HTA
14 51 F | Carie profonde Saine
15 18 F Carie profonde S’ous traitemﬂen.t de
I’hyperthyroidie

16 20 F | Carie profonde Saine
17 48 H | Carie profonde Sain
18 25 H | Carie profonde Sain
19 08 H | Carie profonde Hémophile sévere
20 15 F | Carie profonde Saine
21 12 H Carie.profonde + plaque Sain

dentaire

H | Carie profonde + plaque Sous traitement des

22 17 . o

dentaire antibiotiques
23 31 F | Carie profond Saine
24 34 H Carie.profonde + plaque Sain

dentaire
25 14 H | Carie profonde Cardiopathie
26 15 F | Carie profonde Saine
27 11 H | Carie profonde Sain
28 70 F | Plaque dentaire Saine
29 24 H | Carie profonde Sous traitement de diabete
30 09 H | Carie profonde Sain
31 35 H | Carie profonde Sain
32 25 F | Carie profonde Saine
33 38 H | Carie profonde Sain
34 47 H | Carie profonde Sain
35 23 H | Carie profonde Sain
36 54 F | Carie profonde Sous chimiothérapie
37 11 F | Carie profonde Saine
38 35 F | Carie profonde + plaque Sous traitement de HTA
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dentaire

Carie profonde Sous traitement des
39 29 o

antibiotiques
H | Carie profonde + plaque Sous traitement de HTA

40 54 .

dentaire

H | Carie profonde Sous traitement de HTA et
41 67 S
diabéte

42 33 F | Carie profonde Saine
43 17 F | Carie profonde Saine
44 31 F | Carie profonde Saine
45 32 H | Carie profonde Sous traitement d’épilepsie
46 16 F | Carie profonde Saine
47 46 H | Carie profonde Sain
48 17 F | Carie profonde Saine
49 16 F | Carie profonde Saine
50 26 F | Carie profonde Saine
51 29 H | Carie profonde Sain
52 36 F | Carie profonde Saine
53 29 H | Carie profonde Sain
54 47 H | Carie profonde Sain
55 29 H | Carie profonde Sain
56 50 F | Carie profonde Saine
57 18 F | Carie profonde Saine

Résultats de I’étude clinique des infections bucco-dentaires

% Reépartition selon le cas pathologique

Pourcentage %

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

0%

73.68%

Le cas pathologique
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+ Répartition des patients selon le sexe

Dans la population étudiée, on constate une prédominance masculine avec un taux de

519%, soit un sex-ratio de 1.04.

9%

H Homme

i Femme

Figure 46: Répartition selon le sexe

®,

% Répartition des patients selon la tranche d’age

Dans le présent travail, les infections bucco-dentaires touchent une population

relativement jeune moins del8 ans, avec un 4ge moyen de 29.77 ans et une médiane de 29.

35%
30%
25%
20%
15%

| H [l

0%
08-18 19-29 30-39 40-50 51-61 62-72
ans ans ans ans ans ans
U Pourcentage (%) 33% 23% 19% 14% 7% 4%

Figure 47 : Répartition selon la tranche d’age
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Annexe 6

Contre-coloration

Frottis Application do

bactérien violet de avec de la Fuchsine
gontianc 60 sec 60 sec.

Figure 48 : Les étapes de la coloration de Gram

Résultats de la coloration de gram : observation au microscope optique (Gr x100)

Figure 49 : Staphylococcus aureus : cocci en grappe de raisin, Gram positif

(Photos originales, 2024)

Figure 50 : Streptococcus sp : cocci en chainette, Gram positif (Photos originales, 2024)
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[ L'OXYDASE |
1. Intérét
La recherche de I'oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les bactéries
a Gram -.
2. Principe

Le test consiste a mettre en évidence la capacité que posséde la bactérie a oxyder un réactif
incolore (la NN-diméthyl-paraphényléne diamine) en un dérivé rose violacé.

NN-diméthyl-parephényléne diomine ———— > Produit coloré

oxydation
incolore rose violacé

3. Technique
o placer un disque non imprégné sur une lame a l'aide d'une pince flambée,
déposer une goutte de réactif sur le disque non imprégné,
e avec une pipette Pasteur prélever une colonie sur milieu solide (GO) et la déposer
doucement sur le disque

Réactif
oxydase

o Ne pas utiliser I'anse métallique pour prélever les bactéries. En effet, le métal peut
étre recouvert d'un oxyde et donner un résultat faussement positif.
o Le milieu solide ne doit pas contenir d'indicateur de pH, ni de glucides

4. Lecture
Pas de lecture avant 30 secondes environ
Tdche rose violette Pas de tache rose violette

La bactérie posséde l'activité oxydase, elle|La bactérie ne posséde pas l'activité oxydase,
est dite : elle est dite :

® . O

Oxydase +

Causes d'erreurs :

réalisation du test sur un milieu glucidique (une fermentation peut cacher une
respiration)

humidification trop importante du disque, entrainant une élimination du réactif
quantité de bactéries insuffisante

réactif périmé (I tester avec une souche oxydase + et une souche oxydase -)

utilisation d'un instrument « oxydase + »

lecture trop tardive : au dela de 30 secondes

0

o 0 0 0 0

Shplicaccss | Septecaccus

Streptococcus sp (oxydase négative) ; Staphylococcus aureus (oxydase positive)

Figure 51 : Résultats de test oxydase ( Photos originales, 2024)
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[ LA CATALASE

1. Intérét

La recherche de la catalase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les
bactéries a Gram «+.

2. Principe
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H:0;) :
HzOz -l * 02 + Hzo
produit toxique formation de
pour les boctéries bulles

Le test consiste @ mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde
dhydrogéne (H:O:). Si elles possédent la catalase, elles dégradent le peroxyde d’hydrogéne
en eau et dioxygéne visible par la formation de bulles.

3. Technique

» déposer sur une lame une goutte d'eau oxygénée (= peroxyde d’hydrogéne) a l'aide d'une
pipette Pasteur

prélever une colonie a l'aide de l'anse
dissocier la colonie dans la goutte
Eau
oxygénée
(H:03)
& oS/

Remargue : lutilisation de l'anse est possible a condition qu'elle ne posséde pas daction
catalasique, ce que l'on vérifiera facilement par un test sans bactérie.

4. Lecture
Bulles d'oxygéne Pas de bulle
La bactérie posséde la catalase, elle est|La bactérie ne posséde pas la catalase, elle
dite : est dite :

Catalase + Catalase - O

Lauses d'erreurs :
o réalisation du test sur un milieu contenant la catalase
Exemple : réalisation du test a partir de colonies prélevées sur gélose au sang
('hémoglobine posséde une activité catalasique pouvant donc donner des résultats
faussement positifs)
o quantité de bactéries insuffisante
o eau oxygénée périmée (la tester avec une souche catalase +)

Streptococcus sp (catalase négative) ; Staphylococcus aureus (catalase positive)

Figure 52 : Résultats de test catalase ( Photos originales, 2024)
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Teste de coagulase

Staphylococcus aureus est connu pour produire de la coagulase, qui peut coaguler le
plasma en gel dans un tube ou agglutiner des coques dans une lame. Ce test est utile pour
différencier S.aureus des autres staphylocoques a coagulase négative. La plupart des souches
de S.aureus produisent deux types de coagulase, la coagulase libre et la coagulase liée. Alors
que la coagulase libre est une enzyme sécrétée de maniére extracellulaire, la coagulase liée est
une protéine associeée a la paroi cellulaire. La coagulase libre est détectée dans le test de
coagulase en tube et la coagulase liée est détectée dans le test de coagulase sur lame. Le test
de coagulase sur lame peut étre utilisé pour dépister les isolats de S.aureus et la coagulase en

tube peut étre utilisée pour la confirmation.

1. Teste de coagulas sur lame

» Principe : La coagulase liée est également appelée facteur d'agglutination. Il réticule les
chaines a et B du fibrinogéne dans le plasma pour former un caillot de fibrine qui se
dépose sur la paroi cellulaire. En conséquence, les coques individuelles se collent les unes
aux autres et une agglomération est observée.

» Procédure : Des suspensions denses de Staphylocoques issues de cultures sont réalisees
sur les deux extrémités d'une lame de verre propre. L’un doit étre étiqueté comme « test »
et ’autre comme « contrble ». La suspension de contrble sert a exclure toute fausse
positivité due a 1’autoagglutination. La suspension test est traitée avec une goutte de
plasma citraté et bien mélangée. L'agglutination ou I'agglutination des coques dans les 5 a
10 secondes est considérée comme positive. Certaines souches de S.aureus peuvent ne pas
produire de coagulase liée et ces souches doivent étre identifiées par un test de coagulase

en tube.

SLIDE COAGULASE TEST ©Sridhar Rao

// Test Control /' Tes!‘o:{ Control / Test Control
> @) o @) @ @

Dense suspensions of One loopful of plasma 15 Clumping occurs in test,
test are made on slide added to test and mixed indicating it is S.aureus

Figure 53 : Teste de coagulase sur lame
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2. Teste de coagulase en tube :

» Principe : La coagulase libre sécrétée par S.aureus réagit avec le facteur de réaction de la
coagulase (CRF) dans le plasma pour former un complexe qui est la thrombine. Cela
convertit le fibrinogéne en fibrine, entrainant la coagulation du plasma.

» Procedure : Trois tubes a essai sont préleves et étiquetés « test », « contréle négatif » et «
contréle positif ». Chaque tube est rempli de 0,5 ml de plasma de lapin dilué a 1/10. Au
tube étiqueté test, 0,1 ml de bouillon de culture de bactéries testées pendant une nuit est
ajouté. Au tube étiqueté contrdle positif, 0,1 ml de bouillon de culture pendant une nuit de
S.aureus connu est ajouté et au tube éetiqueté contréle négatif, 0,1 ml de bouillon stérile est
ajouté. Tous les tubes sont incubés a 37° C et observés pendant quatre heures maximum.
Un résultat positif est indiqué par une gélification du plasma qui reste en place méme
apres retournement du tube. Si le test reste négatif pendant quatre heures a 37° C, le tube

est conserve a température ambiante pour une incubation d'une nuit.

TUBE COAGULASE TEST ®Sridhar Rao
0.5miof1in10 0.1 ml of 0.1 mi of 0.1 mi of
diluted rabbit plasma test suspension known S aureus stenle broth
Vs / & \
\ ~ < N,
\ / 3 /
/ ’ /
— — — — — S— fi
./’ /
4 L/
L'/ a
Test and positive Negalr«e control
S N —” S N S’ control gglg and flows when
Test  Positive Negatwe Test  Posttive Negative 90 not flow when inverted
control  control control  control inverted

Figure 54 : Teste de coagulase en tube
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Test de blastese

Le test de blastese, également connu sous les noms de test de Taschdjian ou test de
filamentation, est une méthode de diagnostic rapide permettant d'identifier Candida albicans.
Ce test repose sur la capacité de C. albicans a produire des tubes germinatifs, des structures
hyphales allongées, lorsqu'il est incubé dans du sérum a 37°C. Un résultat positif au test se
caractérise par la formation d'un tube germinatif au moins trois fois plus long que le diametre

de la cellule de levure normale aprés 3 heures d'incubation.
Etapes du test de blastese

1. Préparation du milieu : Un bouillon blastese (sérum) est préparé et ensemencé a partir

d’une colonie suspecte de Candida albicans.
2. Incubation : Le milieu est incubé pendant 3 heures a 37°C.

3. Observation : Apres I’incubation, un montage d’état frais est réalisé pour observer les tubes

germinatifs caractéristiques de Candida albicans.

| - S } - ; 5]

Figure 55 : Candida sp x40 (Photos originales, 2024)
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% Confection du frottis sanguins
La réalisation manuelle d’un frottis sanguin a été faite en plusieurs étapes :

O Une goutte de sang a été déposée a 1 cm de I’extrémité de la lame,
L Une seconde lame a étalement inclinée de 45° a été glissée vers la goutte de sang

jusqu’a la toucher,

(.

La goutte du sang a été laissé étaler le long de 1’aréte de la lame a étalement,
Q Faire glisser la lame en tirant ou en poussant : tout le sang doit étre étalé
avant d’atteindre I’autre extrémité de la lame. Le mouvement doit étre rapide, régulier,

sans trop appuyer, en maintenant la méme inclinaison.
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Annexe 7

Rendement d’extraction

geme Rendement

er ; ;
1™ essal essal (%)

Ecart-type

Extrait éthanolique
des écorces de 12,71 % 12,47 % 12,59 % 0,00169706
Juglans regia L

Valeurs des diamétres de la zone d’inhibition et pourcentage d’inhibition de bain de bouche

Tableau XIX : L’écart type des résultats de test d’aromatogramme

Bain de bouche des écorces des rameaux de
Juglans regia L.
(1°" essai) | (2°™ essai)
Souches utilisés Diametres | Diametres Moyenne Ecart-type
(mm) (mm)

Streptococcus sp 01 15 20 17.5 3,53553391
Streptococcus sp 02 00 08 04 5,65685425
Streptococcus sp 03 12 11 115 0,70710678
Streptococcus sp 04 10 12 11 1,41421356
Streptococcus sp 05 09 08 08.5 0,70710678
Streptococcus sp 06 18 15 16.5 2,12132034
Streptococcus sp 07 22 21 21.5 0,70710678
Streptococcus sp 08 38 40 39 1,41421356
Streptococcus sp 09 18 10 14 5,65685425
Streptococcus sp 10 11 14 12.5 2,12132034
Streptococcus sp 11 11 12 115 0,70710678
Streptococcus sp 12 09 08 08.5 0,70710678
Streptococcus sp 13 11 10 10.5 0,70710678
Streptococcus sp 14 16 20 18 2,82842712
Streptococcus sp 15 20 19 19.5 0,70710678
Streptococcus spl6 20 28 24 5,65685425
Streptococcus sp 17 10 07 08.5 2,12132034
Streptococcus sp 18 23 20 21.5 2,12132034
Streptococcus sp 19 14 13 13.5 0,70710678
Streptococcus sp 20 30 15 22.5 10,6066017
Streptococcus sp21 12 14 13 1,41421356
Streptococcus sp 22 20 26 23 424264069
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Tableau XIX : L’écart type des résultats de test d’aromatogramme (suite)

Streptococcus sp 23 20 20 20 0
Streptococcus sp 24 22 19 20.5 2,12132034
Streptococcus sp 25 04 04 04 0
Streptococcus sp 26 20 15 17.5 3,53553391
Streptococcus sp 27 11 13 12 1,41421356
Streptococcus sp 28 20 10 15 7,07106781
Streptococcus sp 29 10 11 10.5 0,70710678
Streptococcus sp 30 15 12 13.5 2,12132034
Streptococcus sp 31 08 10 09 1,41421356
Streptococcus sp 32 12 12 12 0
Streptococcus sp 33 15 13 14 1,41421356
Streptococcus sp 34 10 08 09 1,41421356
Streptococcus sp 35 20 14 17 4,24264069
Streptococcus sp 36 09 09 09 0
Staphylococcus aureus 1 09 08 08.5 0,70710678
Staphylococcus aureus 2 09 05 07 2,82842712
Staphylococcus aureus 3 09 09 09 0
Staphylococcus aureus 4 12 12 12 0
Staphylococcus aureus 5 14 17 155 2,12132034
Staphylococcus aureus 6 13 11 12 1,41421356
Candidasp 1 00 00 00 0
Candida sp 2 09 08 08.5 0,70710678
Candida sp 3 09 00 04.5 6,36396103
Candida sp 4 08 08 08 0
Candidasp 5 11 14 12.5 2,12132034
Candida sp 6 13 15 14 1,41421356
Candida sp 7 09 09 09 0
Candida sp 8 00 00 00 0
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Annexe 8

Résultat des CMI/CMB

Figure 56 : Résultats des CMI pour les Streptococcus, Staphylococcus aureus et Candida

albicans (Photos originales, 2024)

Figure 57 : Résultat des CMB pour les Streptococcus, Staphylococcus aureus et Candida
albicans (Photos originales, 2024)
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Staphvlococcus aureus Enterococcus faecalis ATCC 29212

Figure 58 : Résultats de test antibiofilm Enterococcus faecalis ATCC 29212 et

Staphylococcus aureus (Photos originales, 2024)

Tableau XX : Résultats du test de DPPH (les densités optiques)

Concentration
[mg/ml] essai essai
10 0.087 0.182 0.140 0.140 0.303
20 0.080 0.181 0.110 0.110 0.172
40 0.067 0.132 0.100 0.100 0.085
60 0.063 0.115 0.098 0.075 0.084
80 0.053 0.110 0.075 0.067 0.081
100 0.047 0.071 0.067 0.065 0.079
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Annexe 9

Etude statistique

Analyse de variance ANOVA: un facteur

1. Comparaison de I’effet antibactérienne de I’extrait éthanolique des écorces des
jeunes rameaux de Juglans regia L. et I’amoxicilline sur les ATCC
» HO: il n’y a pas de différence significative entre I’effet antibactérienne de 1’extrait

éthanolique des écorces de jeunes rameaux de Juglans regia L. et ’amoxicilline sur

les ATCC.

» H1l: y’a une différence significative entre 1’effet antibactérienne de 1’extrait

éthanolique des écorce de jeunes rameaux de Juglans regia L. et I’amoxicilline sur les

ATCC.

RAPPORT DETAILLE

Nombre

Groupes d'échantillons  Somme Moyenne Variance
Diamétre
d'inhibition d'extrait 10 300 30 61,7777778
Diamétre
d'inhibition dAMX 10 177 17,7 203,344444
ANALYSE DE VARIANCE

Valeur

Source des Somme des Degré de  Moyenne critique pour

variations carrés liberté  des carrés F Probabilité F
Entre Groupes 756,45 1 756,45 5,70642471 0,02806346 4,4138734
A l'intérieur des
groupes 2386,1 18 132,561111
Total 3142,55 19

La probabilité = 0.028

< a 0.05, HO est rejetée et H1 est retenu, donc y’a une

différence significative entre I’effet antibactérienne de 1’extrait éthanolique des écorce de

jeunes rameaux de Juglans regia L. et I’amoxicilline sur les ATCC.
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2. Comparaison de I’effet antibactérienne du bain de bouche et le Bi-Orogyl sur les
bactéries d’origine des prélévements dentaires
» HO: il n’y a pas de différence significative entre 1’effet antibactérienne du bain de

bouche et le Bi-Orogyl sur les bactéries d’origine des prélévements dentaires.
» H1:yaune différence significative entre 1’effet antibactérienne du bain de bouche et

le Bi-Orogyl sur des bactéries d’origine des prélévements dentaires.

RAPPORT DETAILLE

Nombre
Groupes d'échantillons Somme  Moyenne  Variance
Diamétre d'inhibition de
bain de bouche 50 653,5 13,07 45,4388776
Diametre d'inhibition de
Bi-orogyl 50 1214 24,28 218,246531
ANALYSE DE VARIANCE
Valeur
Somme des Degré de Moyenne critique
Source des variations carrés liberté  des carrés F Probabilité  pour F
4,0888E-
Entre Groupes 3141,6025 1 3141,6025 23,8284137 06 3,93811088
A l'intérieur des groupes 12920,585 98 131,842704
Total 16062,1875 99

La probabilité = 4.088 > a 0.05 HO est fortement retenu, donc le bain de bouche posséde

une activité antibactérienne semblable & celle de Bi-Orogyl.

3. Comparaison de ’effet antibactérienne du bain de bouche et I’Amoxicilline sur
les bactéries d’origine des prélévements dentaires

» HO: il n’y a pas de différence significative entre 1’effet antibactérienne du bain de
bouche et I’Amoxicilline sur les bactéries d’origine des prélévements dentaires.

» H1:y’aune différence significative entre I’effet antibactérienne du bain de bouche et

I’ Amoxicilline sur les bactéries d’origine des prélévements dentaires.

RAPPORT DETAILLE

Nombre
Groupes d'échantillons Somme  Moyenne  Variance
Diametre d'inhibition de
bain de bouche 50 653,5 13,07 45,4388776

Diameétre d'inhibition
d'AMX 30 506 16,8666667 147,843678
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ANALYSE DE VARIANCE

Valeur
Somme des Degré de Moyenne critique
Source des variations carres liberté  des carrés F Probabilité pour F
Entre Groupes 270,275208 1 270,275208 3,23634602 0,07588908 3,96347192
A l'intérieur des groupes  6513,97167 78 83,5124573
Total 6784,24688 79

La probabilité = 0.087 > & 0.05 HO est retenu, donc le bain de bouche posséde une
activité antibactérienne semblable a celle de 1’Amoxicilline sur les bactéries d’origine des

prélevements dentaires.

4. Comparaison de I’activité antioxydante de I’extrait éthanolique des écorces de
jeunes rameaux de Juglans regia L. et I’alpha tocophérol

» HO: il n’y a pas de différence significative entre 1’activité anti oxydante de I’extrait
éthanolique des écorces de jeunes rameaux de Juglans regia L. et I’alpha tocophérol.

» HO: y’a une différence significative entre 1’activité anti oxydante de [’extrait

éthanolique des écorces de jeunes rameaux de Juglans regia L. et le a-tocophérol.

RAPPORT DETAILLE

Nombre
Groupes d'échantillons Somme Moyenne  Variance
pourcentage d'inhibition
d'extrait de Juglans regia L, 6 1,8765 0,31275 0,04107226
pourcentage d'inhibition de la
VITE 6 2,199 0,3665 0,02225789
ANALYSE DE VARIANCE
Degré Valeur
Somme des de Moyenne critique
Source des variations carres liberté  des carrés F Probabilit¢  pour F
Entre Groupes 0,00866719 1 0,00866719 0,27371439 0,61224617 4,9646027
A l'intérieur des groupes 0,31665078 10 0,03166508

Total 0,32531796 11
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La probabilité= 0.612 > a 0.05 HO est retenu, donc 1’extrait éthanolique des écorces de
jeunes rameaux de Juglans regia L. possede une activité antioxydante semblable a celle de

I’alpha tocophérol.

5. Comparaison de I’activité antioxydante de D’extrait éthanolique des écorces de
jeunes rameaux de Juglans regia L. et I’acide ascorbique

» HO: il n’y a pas de différence significative entre 1’activité antioxydante de 1’extrait
éthanolique des écorces de jeunes rameaux de Juglans regia L. et I’acide ascorbique.

» HO: y’a une différence significative entre 1’activité antioxydante de I’extrait

éthanolique des écorces de jeunes rameaux de Juglans regia L. et I’acide ascorbique.

RAPPORT DETAILLE

Nombre
Groupes d'échantillons Somme Moyenne  Variance

pourcentage d'inhibition
d'extrait de Juglans regia L, 6 1,8765 0,31275 0,04107226
pourcentage d'inhibition de la

4 17153 0,428825 0,00036589

ANALYSE DE VARIANCE

Degré Valeur
Somme des de Moyenne critique
Source des variations carrés liberté  des carrés F Probabilit¢  pour F
Entre Groupes 0,03233617 1 0,03233617  1,252982 0,29546336 5,31765506
A l'intérieur des groupes 0,20645898 8 0,02580737
0,23879516 9

La probabilité= 0.295 > a 0.05 HO est retenu, donc 1’extrait éthanolique des écorces de
jeunes rameaux de Juglans regia L. posseéde une activité antioxydante semblable a celle de

I’acide ascorbique.



