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Résumé

Les remedes naturels ont prouvé leurs efficacités en se comparant aux antibiotiques
commerciaux et avec moins d’effets secondaires. Cette étude avait comme objectifs ; I’isolement
des différentes espéces bactériennes et fongiques a partir des patients souffrant de caries dentaires,
la détermination de leurs résistances envers plusieurs familles d’antibiotiques propre a chaque
genre isolé, I’extraction et I’évaluation de la composition chimique des huiles essentielles (HEs)
d’ail, et I’évaluation de I’activité antioxydante et antimicrobienne /n-vitro vis-a-vis des isolats
multi-résistants.

Vingt-six échantillons de caries dentaires ont été collectés de patients infectés, une culture
bactériologique sur les milieux Mac Conkey, Chapman, gélose au sang, Mitis salivarius, et
sabouraud + Chloramphénicol, suivie d’une identification par les galeries Api E20, Api 20 Staph,
Api 20 Strep ont été réalisées. La détermination de la multirésistance des souches isolées a été
déterminée par la méthode de diffusion des disques. Les HEs ont été extraites par hydrodistillation
a partir des bulbes frais d’Allium sativum L. et le leur profil chimique a été déterminé par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) et la CG couplée
a un détecteur a ionisation de flamme. Leurs activités antioxydantes ont été évaluées par la suite
par la méthode du pouvoir réducteur FRAP et celle de piégeage des radicaux libre DPPH. L’activité
antimicrobiennes des HEs a été étudiée vis-a-vis de 16 isolats multi-résistants associés aux caries
dentaires et trois souches de référence (Escherichia coli ATTC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 6538 et Candida albicans ATCC 25923) par aromatogramme suivie d une micro-dilution.

L’isolement a partir des échantillons buccaux dévoile la dominance des souches
d’Aerococcus viridans (45.71%), suivi par Candida albicans (17.14%), Staphylococcus
epidermidis (14.29%), Staphylococcus. aureus (11.29 %) et Klebsiella oxytoca (5.71%).

Le rendement en HE était de I’ordre de 0.17+0.009 % (p/p). Le disulfure de diallyle était le
composant majoritaire de cette HE avec un taux de 39.22% suivi par le trisulfure de diallyle
(34.85%), I’isomere de disulfure de diallyle (5.45%), le disulfure d’allyle méthyle (5.20%), le
trisulfure d’allyle méthyle (3.75%) et le sulfure de diallyle (3.70%). L’essai de piégeage des
radicaux DPPH a révélé une concentration inhibitrice médiane (ICso) de 51.124+11.77mg/ml. Tandis
que I’essai du pouvoir réducteur ferrique a enregistré une concentration efficace médiane (ECso)
de 6.54 + 0.63 mg/ml.

L’activité antimicrobienne « in-vitro », a montré des CMF allant de 296.875 a 593.75 pg/ml
et qui étaient suffisantes pour tuer les souches de C. albicans testées, alors que des CMI beaucoup
plus élevées d’une valeur de 9.5 mg/ml ont été constatées pour inhiber la croissance des quatre
isolats testés (2 isolats de Staphylococcus epidermis, Staphylococcus xylosus et Aerococcus
viridans). Cependant, des valeurs supérieures a 9.5mg/ml étaient nécessaires pour inhiber la
croissance des deux souches de références (E. coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC
6538).

La présente ¢tude a révélé que ’huile essentielle étudiée puisse constituer un alternatif aux
agents antibactériens et antifongiques et pourra étre utilisé contre les isolats testés provoquant des
caries dentaires.

Mots clés : Ail « Allium sativum L. », caries dentaires, micro-organismes cariogenes,
antibiorésistance, huile essentielle, activité antioxydante, activité antimicrobienne.
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Abstract

Natural remedies have proven to be very effective and have fewer side effects than commercial
antibiotics.

The objectives of this work were to isolate various bacterial and fungal species from patients
suffering from dental caries and to test their resistance to several families of antibiotics specific
to each genus isolated, assessment of the chemical composition of essential garlic oils, and the
evaluation of the antioxidant and antimicrobial activities of multi-resistant isolates in-vitro.
Twenty-six dental caries samples were collected from infected patients, bacteriological culture
on Mac Conkey, Chapman, blood agar, Mitis salivarius, and Sabouraud + chloramphenicol
media, followed by identification by Api E20, Api 20 Staph, Api 20 Strep galleries. Multidrug
resistance of isolated strains was determined using the disk diffusion method.

Essential oil was extracted by hydrodistillation, chemical compounds were quantified by gas
chromatography—mass spectrometry and gas chromatography with flame ionization detection.
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay and ferric reducing power
were used to study antioxidant activity. Antibacterial activity was carried out by the disk
diffusion method. The antibacterial activity of EO was studied against 16 multi-resistant isolates
associated with dental caries and three reference strains (Escherichia coli ATTC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Candida albicans ATCC 25923) by aromatogram
followed by micro-dilution.

Isolation from buccal samples revealed the dominance of Aerococcus viridans strains (45.71%),
followed by Candida albicans (17.14%), Staphylococcus epidermidis (14.29%),
Staphylococcus aureus (11.29%) and Klebsiella oxytoca (5.71%).

The EO yield was of the order of 0.17 = 0.09 % (w/w). The chemical profile rich in sulfur
compounds, diallyl disulfide was the major component of this EO, with 39.22% diallyl trisulfide
(34.85%), diallyl disulfide isomer (5.45%), allyl methyl disulfide (5.20%), allyl methyl
trisulfide (3.75%) and diallyl sulfide (3.70%).

The DPPH radical scavenging assay showed the median inhibitory concentration (ICso) value
of 51.12+11.77 mg/ml, while the ferric reducing power assay recorded the median effective
concentration (ECso) value of 6.54 + 0.63 mg/ml. The "in-vitro "
showed that MICs of around 593.75 and 296.875ug/ml were sufficient to inhibit the C. albicans

inhibitory activity study

strains tested, while much higher MICs of 9.5mg/ml were found to inhibit the growth of the
four isolates tested (2 isolates of Staphylococcus epidermis, Staphylococcus xylosus and
Aerococcus viridans). However, values in excess of 9.5mg/ml are required to inhibit the growth

of the two reference strains (E. coli ATCC 25922 and S. aureus ATCC 6538).
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Abstract

The present study revealed that the essential oil studied can constitute an alternative to
antibacterial and antifungal agents for use against the isolates tested causing dental caries.
Key words: Garlic « Allium sativum L. », dental caries, cariogenic microorganisms, antibiotic

resistance, essential oil, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Parmi les maladies buccales, la carie dentaire est particulierement I’affection humaine
la plus dominante, qui touche davantage de personnes dans les pays en développement
(Petersen, 2004). En 2016, d'aprés I'enquéte de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
portant sur la charge mondiale de morbidité, pres de 3,58 milliards d'individus ont été affectés
par des affections bucco-dentaires (Alsuraim et Han, 2020). C’est une maladie totalement
¢vitable qui affecte lourdement 1’économie et la qualité¢ de vie (Pitts et al., 2017). 11 est
actuellement reconnu que cette maladie est le résultat d’une multitude de facteurs dont le
microbiote oral, I’environnement oral, I’hdte et le temps, qui aboutissent a la destruction et la
déminéralisation des tissus durs des dents (Sivamaruthi et al., 2020). On parle principalement
de micro-organismes pathogenes dits « cariogénes » qui constituent la clé du développement
de ce fléau (Chen et al., 2020 ; Cruz et al., 2022).

Plusieurs rapports suggérent que |’acidification du micro-environnement buccal
s’accompagne d’une perte de diversité et d’une réduction des niveaux et de Dactivité
métabolique des bactéries bénéfiques, conduisant a 1’accroissement des taux de bactéries
cariogenes au fur et a mesure que la gravité de la maladie augmente (Islam et al., 2007 ; Bin
et al., 2020 ; Radaic et Kapila, 2021). C’est le cas de la colonisation de la bouche des souches
multi résistantes aux divers antimicrobiens (Cruz et al., 2022 ; Panpatil et al., 2013 ; Roh et
Kim, 2018 ; Su el al., 2020).

L’émergence de 1’antibiorésistance, proprement dite: de la multirésistance aux
antibiotiques, prend une ampleur considérable. Globalement, ce défi qui menace 1’existence
humaine en raison du nombre limit¢ d’antimicrobiens, entraine la reprise des maladies
infectieuses mortelles. En effet, ’age d’or des antibiotiques est terminé comme de plus en plus
rendus inefficaces par leurs 1’usage abusif et anarchique (Sahani et al., 2021).

Dans le cadre des efforts visant la recherche de nouveaux agents alternatifs aux
antibiotiques conventionnels, les chercheurs ont exploré de maniére intensive la puissance de
divers composés dérivés de sources végétales (Milutinovici et al., 2021).

De nos jours, les remedes naturels ont prouvé leurs efficacités sans en craindre d’effets
secondaires tel est le cas chez les antibiotiques conventionnels. Grace a leurs divers effets
thérapeutiques antioxydants, anti-inflammatoires, et antimicrobiens...etc (Dziri et al., 2014)
aussi bien que leur potentiel dans les traitements de plusieurs pathologies orales dont les
pulpites, les maladies parodontales, les stomatites, le virus d’ Herpes labial, les candidoses, ainsi
que les cancers buccaux (Sasi et al., 2021). Les huiles essentielles sont ainsi classifiées parmi
les composants naturels a fort potentiel biologique. Ce sont une combinaison de composés
volatiles produits par des plantes aromatiques en tant que métabolites secondaires (Ferreira et

al., 2021).



Introduction

Une des merveilleuses plantes antiques, décrite par les populations ancestrales, 1’ail
« Allium sativum L. » fait partie des anciens soins médicaux et son utilisation se poursuit
jusqu’a I’heure actuelle (Rivlin, 2001 ; Wang et al., 2011 ; Martins et al., 2016 ; Torpol et
al., 2018 ; Kshirsagar et al., 2018). Cette plante qui appartient a la famille des Amaryllidaceae
est cultivée mondialement (Yasin et al., 2022 ; Lemma et al., 2022). En effet, I’huile essentielle
d’ail éprouvé pour son potentiel antibactérien envers les bactéries a Gram positif autant que les
bactéries a Gram négatif. Parmi les bactéries mentionnées ; E. coli, Salmonella spp., Klebsiella
spp., Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Shigella senteriae, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus spp., Proteus mirabilias (Ibrahim, 2017) ainsi qu’antifongique
(Bhatwalkar et al., 2021)._Nazzaro et ses collaborateus (2022) ont rapporté que I’activité
antimicrobienne de I’ail est principalement due a son majeur composant bioactif « ’allicine »
ou « diallyl thiosulfinate » (Ibrahim, 2017 ; Liu et al., 2021). Ce dernier étant instable, il se
dégrade facilement en allyl sulfides, allyl disulfides et allyl trisulfides, qui sont les principaux
composants de I’huile essentielle d’ail (Karic et al., 2020 ; Hu et al., 2021).

Pour mieux étudier 1’effet des huiles essentielles d’ail sur la flore buccale, plusieurs
objectifs ont été tracés :

- Isolement et identification des germes buccaux chez les personnes souffrant de caries
dentaires

- Etude in-vitro de I’antibiorésistance des souches isolées ;

- Extraction de I’huile essentielle d’ail « Allium sativum L. » ;

- Détermination de la composition chimique de I’huile essentielle par CPG/MS,
CPGI/FID;

- Détermination de 1’activité antioxydante ;

- Evaluation in-vitro de I’activité antibactérienne et antifongique de 1’huile essentielle

vis-a-vis des bactéries multirésistantes et des Candida albicans pathogeénes.



Larti
OBibliographique



Chapitre ] .
CSflore buccale



Chapitre 2 .
Antibiotésistance



Chapitre 11 Antibiorésistance

1. Antibiorésistance

Depuis de longues années et jusqu’a nos jours, la lutte des humains contre une multitude
d’agents pathogénes responsables de maladies et d’infections se poursuit (Yap et al., 2014). La
découverte des antibiotiques constitue un vrai exploit pour la santé humaine, vu que leur usage
thérapeutique a permis de diminuer le taux de mortalité et de morbidité mondiales. Néanmoins,
I’usage abusif et anarchique de ces agents antimicrobiens a fait apparaitre certaines formes de
résistances des souches microbiennes contrebalangant les effets des antibiotiques (Cantén et
Morosini, 2011 ; Bouyahya et al., 2017). L’antibiorésistance et son évolution rapide figure
parmi les défis les plus importants pour la santé humaine, animale voire méme pour
I’environnement (White et Hughes, 2019 ; Iskandar et al., 2020). Ces problémes sont
désormais une préoccupation majeure en matiére de santé publique mondiale, ce qui justifie le
besoin de nouveaux composés antimicrobiens. Cela requiert une connaissance détaillée des
différents facteurs biologiques et non biologiques qui affectent la progression des fondements
scientifiques de la résistance aux antibiotiques (Yap et al., 2014 ; Holmes et al., 2016). Ces
connaissances devraient aller aux mécanismes de résistance, qui permettent de nouvelles
méthodes de diagnostic et de thérapies, aux facteurs environnementaux et sociaux pour la
création de politiques d’intervention efficaces (Ardal et al., 2016 ; Dar et al., 2016 ;
Mendelson et al., 2016).

Sur base de I’étymologie du mot « antimicrobien » (du grec anti : contre, mikros : petit
et bios : vie), on définit un composé de ce type comme toute substance capable d’agir contre la
vie des micro-organismes. L’adjectif antibiotique (du grec anti : contre, biotikos : concernant
la vie) utilisé pour la premiére fois en 1889, en référence a une substance synthétisée par un
organisme pour en détruire un autre, se précisera plus tard, comme une substance chimique
produite par un micro-organisme et disposant en solution diluée de la capacité d’inhiber
sélectivement la croissance voire méme de détruire d’autres micro-organismes. Les composés
utilisés a des fins thérapeutiques lors des maladies bactériennes chez I’homme et les animaux
sont fréquemment appelés, par les professionnels de la santé ainsi que par les profanes,
antibiotiques. Pourtant, ce terme est bien souvent utilisé de facon erronée et subit réguliérement
un élargissement de son sens. En effet, la définition du mot antibiotique référe strictement aux
substances antimicrobiennes d’origine naturelle et non synthétique (Guardabassi et
Courvalin, 2006 ; Muylaert et Mainil, 2012). Ils sont utilisés pour traiter les infections
bactériennes depuis la découverte de la pénicilline en 1928 par Alexander Fleming.

Depuis, ils sont les médicaments les plus fréquemment administrés en médecine
humaine (Iskandar et al., 2020). Selon les études, ces médicaments sont consommés de

maniére abusive et excessive (OMS, 2012 ; Holmes et al., 2016).
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2. Reésistance aux antimicrobiens

La résistance aux antimicrobiens est un terme tout a fait relatif. Ce phénoméne se traduit
par I’acquisition d un quelconque micro-organisme ; soit une bactérie, un champignon, un virus
ou un parasite, d’une capacité a s’adapter et a prospérer en présence de traitements qui
I’affectaient auparavant (Founou et al., 2017 ; Dadgostar, 2019 ; Abushaheen et al.,
2020). Selon la définition microbiologique du terme, une souche est dite résistante lorsqu’elle
se cultive en présence de concentration plus élevée en antibiotique comparativement a d’autres
souches qui lui sont phylogénetiquement liées. Plusieurs types d’agents antimicrobiens sont
présents, tels que les antibiotiques, les désinfectants et les conservateurs alimentaires, qui
peuvent étre utilisés contre les micro-organismes afin de réduire leur capacité de croissance,
d’inhiber leur multiplication ou méme de les détruire (Abushaheen et al., 2020). Différents
criteres peuvent contribuer a D’apparition de ce probléme (génétiques, biochimiques,
microbiologiques et cliniques) et qui ne se recoupent pas forcément. Les définitions les plus
fréqguemment employées se fondent sur les criteres microbiologiques (résistance in-vitro) et sur
les criteres cliniques (résistance in-vivo) (Muylaert et Mainil, 2012).

La technique la plus utilisée pour la distinction des souches sensibles des autres
résistantes est la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI), ¢’est-a-dire la
concentration qui blogue la croissance bactérienne. Pour une souche bactérienne isolée et
identifiée, il y en a autant qu’il y a d’antibiotiques testés. Les CMI sont obtenues en étudiant la
croissance sur 18 a 24 h d’une souche bactérienne dans un milieu liquide ou solide contenant
une concentration d’antibiotique définie. Une méthode indirecte, couramment utilisée en
diagnostic est basée sur la détermination de diametre d’inhibition en plagant une pastille
d’antibiotique dans une boite de Pétri. L’antibiotique diffuse autour de la pastille en formant un
halo de concentration décroissante, qui se traduit par un cercle sans bactérie, d’autant plus grand
que la CMI est faible (Sanders, 2013).

Il existe deux types de mécanismes de la résistance antimicrobienne : résistance
naturelle et acquise.

2.1 Résistance naturelle

C’est une résistance innée et intrinseque. Certains genres (ou espéces) bactériens
specifiques présentent des caractéristiques structurelles/fonctionnelles uniques qui les rend
résistants a certains antibiotiques et qui se transmettent de génération en géneération. Ces
groupes de bactéries n’ont normalement pas de site cible ce qui explique I’inefficacité des
antibiotiques spécifiques (Abushaheen et al., 2020).

Ces mécanismes de résistance sont spontanés et assez constants. L’absence ou la

réduction de sensibilité a un antibiotique peut étre due a (Muylaert et Mainil, 2012) :
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1- Un manque d’affinité du composé pour la cible bactérienne (par exemple, la faible
affinité de ’acide nalidixique pour la gyrase des entérocoques) ;

2- Une inaccessibilité de la molécule a la cellule bactérienne (imperméabilité de la
membrane externe des bactéries a Gram négatif aux glycopeptides comme la vancomycine) ;

3- Une expulsion de I’antibiotique par des pompes a efflux chromosomiques (résistance
aux tétracyclines, au chloramphénicol et aux quinolones chez Pseudomonas aeruginosa, ou
encore ;

4- Une inactivation enzymatique innée de 1’antibiotique (la production d’une béta-
lactamase AmpC chez certains membres de la famille Enterobacteriaceae).

2.2 Résistance acquise

Elle est due a des modifications dans le profil d’expression génique via des mutations
ponctuelles ou acquises. Grace a ce processus, les bactéries partagent entre elles des
informations génétiques, ce qui leur confére un trés grand pouvoir d’adaptation aux milieux
environnementaux qu’elles habitent (Springman et al., 2009).

2.3.  Mécanismes d’action des antibiotiques (figure 1.11)

Pour comprendre les mécanismes de résistance, il est essentiel de connaitre le
fonctionnement des agents antimicrobiens de différentes classes. Ceux-ci ciblent
specifiquement les fonctions microbiennes vitales dans le but de tuer/inhiber les bactéries
(Abushaheen et al., 2020). Les mécanismes d’action des agents antimicrobiens peuvent étre
classés comme suit.

- Interférence avec la synthése de la paroi cellulaire ;

- Inhibition de la synthése des protéines ;

- Inhibition de la synthése de I’acide nucléique ;

- Inhibition des voies métaboliques/enzymes bactériennes ;

- Interruption de la structure de la membrane bactérienne.
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Figure 1.11 : Différents mécanismes d’action des antibiotiques (Kirmusaoglu et al., 2019).
DHF : dihydrofolate ; THF : Tetrahydrofolate ; dTTP : deoxythymidine triphosphate ;
dUMP : deoxyuracile monophosphate, dTMP : deoxythymidine monophosphate.

2.4. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

Pour lutter contre I’action des antibiotiques, les bactéries ont élaboré plusieurs stratégies.
Certaines ciblent directement les antibiotiques tandis que d’autres sont dirigées contre les
mécanismes cellulaires, impliqués dans le transport de ces substances (figure 1.12)
(Guinoiseau, 2010 ; Muylaert et Mainil, 2012).

Du point de vue physiologique et moléculaire, la résistance bactérienne est la résultante
de trois phénomeénes : la diminution de la concentration intracellulaire en antibiotique par
diminution de la perméabilit¢ membranaire et/ou suractivation de 1’efflux bactérien,
I’inactivation des antibiotiques par dégradation ou modification enzymatique et I’altération de
leurs cibles cellulaires par modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique ainsi que

par piégeage de 1’antibiotique (Guinoiseau, 2010).
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Figure 1.12 : Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une bactérie a

Gram négatif (Guardabassi et Courvalin, 2006).

Ce recours excessif et sans discernement aux antibiotiques provoque une pression
sélective, ne permettant qu’au génotype le plus adapté de se développer. Bien que I'évolution
soit inéluctable, 1’usage intensif d’agents antimicrobiens dans la communauté, I’hopital et
I’agriculture est indéniablement responsable d’alimenter cette crise. Aujourd’hui, les bactéries
qui sont résistantes non seulement a un seul médicament, mais aussi a plusieurs, se propagent
de fagcon endémique dans la communauté au cours de la derniére décennie (Neu., 1993 ;
Cantdn et Morosini, 2011). Cela peut entrainer I’échec, I’augmentation des co(ts de traitement

et du taux de mortalité.
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L’usage d’antibiotiques dans I’agriculture est un facteur important de la résistance
antimicrobienne chez I’homme (Chang et al., 2015), non seulement pour traiter les animaux
malades, mais ils sont largement additionnés aux aliments et a I’eau de boisson destinés aux
animaux sains a titre prophylaxique, de poursuivre la croissance des troupeaux a des niveaux
sous-thérapeutiques et d’augmenter I’efficacité alimentaire (Bartlett et al., 2013 ; Hao et al.,
2014 ; Blaser, 2016 ; Dadgostar, 2019).

Des études actuelles ont suggéré que la modernité et la facilité des moyens de transport
pour les personnes, les animaux et les marchandises ont également contribué de maniere
substantielle a la diffusion de ce phénomeéne a travers le monde (Castro-Sanchez et al., 2016).
En étant exposés a des agents pathogenes résistants, les voyageurs humains sont tres
susceptibles de retourner, de coloniser et de partager 1’infection dans leur pays (Frost et al.,
2019).

La résistance aux antibiotiques peut se produire spontanément par mutation et évolution
bactérienne (Read et Woods, 2014). En outre, les plasmides, peuvent obtenir une grande
variété de geénes de résistance par le biais de transposons et de séquences d’insertion
(Rozwandowicz et al., 2018 ; San Millan, 2018 ; Li et al., 2019). lls peuvent étre transférés a
d’autres espéces bactériennes et propager la résistance aux antibactériens dans la population
(Sun et al., 2019). En outre, I’échange de facteurs génétiques de résistance entre les bactéries,
par transfert horizontal de genes, accélere encore la propagation de la résistance aux
antibiotiques (Dadgostar, 2019).
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Figure 1.13: L’usage d’antibiotiques favorisant I’apparition d’un plus grand nombre de

geénes associés a I’antibiorésistance dans toutes les biosphéres (Sukumar et al., 2020).

5. Antibiorésistances des micro-organismes buccaux

L antibiorésistance au sein du microbiote buccal devient une situation de plus en plus
préoccupante, au quelle les recherches ne lui ont pas accordé une grande attention (Donkor et
Kotey, 2020). Elle menace I’efficacité des soins de santé, car un nombre croissant d’agents
pathogenes deviennent multirésistants ou complétement résistants a tous les types
d’antibiotiques actuellement disponibles.

Les prescriptions des dentistes représentent 10% de I’ensemble des antibiotiques
prescrits par les professionnels de santé du monde entier (Epstein et Chong, 2000 ; Pallasch,
2003). En tant que professionnels prescripteurs, les dentistes ne doivent pas sous-estimer leur
contribution au développement de ce fléau (Sukumar et al., 2020). Selon les preuves
scientifiques actuelles, leur utilisation augmente, parfois en I’absence d’indication. Ce qui
contribue au grave probléme de santé publique que constitue 1’antibiorésistance comme dans le
cas des céphalosporines et des fluoroquinolones, avec pour conséquence le développement du
Staphylocoque doré résistant a la méthicilline et a toute une gamme d’antibiotiques (Takasaki
et al., 2000).
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Une étude menée au Royaume-Uni a révélé que 80 % des antibiotiques utilisés pour
traiter des affections dentaires aigués n’étaient pas nécessaires (Sukumar et al., 2020). On
estime que d’ici 2050 il pourrait y avoir jusqu’a 10 millions de décés annuels causés par des
infections qui auraient pu étre facilement guéries avant la résistance, si des mesures adéquates
ne sont pas prises a I’échelle mondiale (De Kraker, 2016 ; Donkor et Kotey, 2020 ;
Abdelkarim-Elafifi et al., 2021).

En I’absence d’infections, les antibiotiques ne sont jamais utilisés pour soulager la
douleur ou I’inflammation dentaire. Les dentistes peuvent diagnostiquer et traiter les affections
dentaires aigués lors des consultations urgentes ; I’acces aux soins dentaires, plutét que
meédicaux est plus important que les antibiotiques ne peuvent les remplacer. En outre, ce
probleme croissant des soins fournis dans des environnements non dentaires (tels que les
services d’urgence hospitaliers) contribue a la surconsommation d’antibiotiques, car le
traitement fourni est rarement définitif (Buonavoglia et al., 2021).

Une absence d’antibiotiques pour traiter efficacement une infection buccale ou ailleurs
dans le corps (par exemple, une infection des voies respiratoires), ou pour assurer une
prophylaxie avant une intervention chirurgicale majeure (par exemple, une arthroplastie) peut
constituer un risque vital. Chez les patients souffrant d’infections dentaires, la propagation de
I’infection vers les structures vitales de la téte et du cou peut se faire rapidement. Optimiser
I’utilisation des antibiotiques en les prescrivant conformément aux lignes directrices permettra
d’améliorer les résultats pour tout le monde, en particulier pour les personnes les plus
vulnérables (Sukumar et al., 2020).

Les avantages potentiels de I’utilisation d’antibiotiques doivent étre mis en balance avec
le risque d’effets indésirables tels qu’une allergie grave ou une anaphylaxie, une colite liée aux
antibiotiques ou une infection a Clostridium difficile, ainsi qu’avec le risque de sélection d’une
résistance. Des études observationnelles, cliniques et épidémiologiques portant sur des jeunes
enfants fournissent de plus en plus de preuves que I’exposition aux antibiotiques est associée a
un risque accru de diverses maladies, notamment I’obésité, le diabéte de type 1 et 2, la maladie
cceliaque, les allergies et 1’asthme (Blaser, 2016). La prescription d’un médicament sans
fondement clinique n’est jamais dans I’intérét du patient et peut étre assimilée a une négligence.
Les lignes directrices cliniques sont congues pour soutenir la prise de décision clinique et, en
les suivant, les praticiens peuvent se défendre contre les plaintes dento-légales (Sukumar et
al., 2020).
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Chapitre 111 Ail « Allium sativum » et ses huiles essentielles

1. Généralités sur la plante médicinale « Allium sativum L. »

De nos jours, I'adoption de pratiques alimentaires traditionnelles est tres valorisée de
nos jours, comme le soulignent Altuntas et Korukluoglu (2019), notamment en ce qui
concerne l'utilisation de produits naturels dans le domaine de la santé dentaire (Saikiran et al.,
2018).

Allium sativum L. communément connu sous le nom de I’ail, a attiré une attention
particuliere, en raison de son utilisation ancestrale et sa réputation dans le monde entier, dans
les croyances basées sur I’efficacité des remedes a base d’ail pour protéger 1’organisme contre
diverses maladies en lui donnait plus de vigueur (Rivlin, 2001). Par ailleurs, ses bulbes
constituent un agent aromatisant important pour de nombreuses spécialités culinaires

intercontinentales (Dehariya et al., 2021 ; Ezeorba et al., 2022).

1.1.  Historique et origine

L’ail (Allium sativum L.) occupe une place trés importante dans 1’histoire
gastronomique tout comme dans la médecine populaire, dans les coutumes et les croyances de
presque toutes les religions dépassant de loin plus de 5000 ans. Ce genre est mentionné dans la
Bible et le Coran (Lim, 2015), et dans les anciens manuscrits historiques médicaux égyptiens,
babyloniens, grecs, indiens et chinois (Suru et Ugwu, 2016 ; Kumar et al., 2016).

Le mot « Allium » dérive du mot celtique « al », qui signifie piquant et brilant, quant a
« sativum » qui signifie planter, cultiver ou semer (Omar, 2013). Le nom anglais « garlic »
vient de I’anglo-saxon « gar-leac ou spear plant », qui se réfere a sa tige fleurie. Originaire du
continent asiatique, 1’ail a été repéré dans d’autres régions du monde tel que les zones
méditerranéennes et caucasiennes (Lim, 2015 ; Habtemariam, 2019 ; Sasi et al., 2021).

Depuis longtemps, I’ail était le traitement d’une série de maladies allant des infections
bactériennes, aux maladies cardiovasculaires. Ces propriétés thérapeutiques ont été illustrées
dans la revue de Petrovska et Cekovska (2010) avec des noms populaires qui lui ont été
attribués, notamment la « pénicilline russe, I’antibiotique naturel, le viagra végétal, le talisman
végétal, le thériaque rustique, 1’herbe aux serpents ».

En 1550 avant J-C, les antibiotiques et les produits pharmaceutiques n’existaient plus,
la raison pour laquelle 1’ail furent le traitement de différentes épidémies tels que le typhus, la
dysenterie, le choléra, et I’influenza (Petrovska et Cekovska, 2010 ; Ansary et al., 2020). En
outre, des dessins d’ail ont été retrouvés 3700 ans avant J-C, dans des tombeaux égyptiens. A
cette époque, ’ail avait une valeur commerciale si élevée et était méme considéré comme une
ressource d’echange précieuse. Les égyptiens antiques le donnaient en nourriture a la classe

ouvriéere impliquee dans les travaux lourds lors de la construction des pyramides. Les grecs,
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’utilisaient comme "améliorateurs de performance" dans les compétitions d’athlétisme et les
jeux olympiques, tandis que les romains, 1’utilisaient pour purifier les arteres, leurs ouvriers et
leurs soldats le machaient avant la bataille. Quant aux slaves, ils I'utilisaient pour se protéger
des morsures de serpent, de méme pour les indiens qui le consommaient pour traiter I'arthrite
et les maladies cardiaques (Sasi et al., 2021).

En Afrique, les pécheurs s’enduisent le corps d’un extrait d’ail pour se protéger des
crocodiles. Egalement, en Europe, on croyait que 1’ail était capable d’¢éloigner les vampires, les
démons, les mauvais esprits avec d’autres propriétés magiques (Lim, 2015).

Actuellement, I’ail reste un des remédes naturels trés populaires, et qui prend plus
d’importance dans les préparations de suppléments alimentaires a I’échelle industrielle.

1.2. Dénominations vernaculaires

Nom Arabe : thoum, »5 ;

Francais : ail commun, ail cultivé, thériaque des pauvres, ail de printemps ;

Anglais: garlic, common garlic;

Allemand: Knoblauch, Knobloch, Knobl, Echter Knoblauch;

Espagnol : ajo, ajo comun, ajo vulgar ;

Italien : aglio, aglio comune (Goetz et Ghedira, 2012).

Figure 1.14: Bulbes d’ail frais pour usage culinaire/ aromatisant ou médicinal

(Block, 2010 ; Habtemariam, 2019).

37



Chapitre 111 Ail « Allium sativum » et ses huiles essentielles

1.3. Classification botanique

Le tableau suivant représente la situation botanique de 1’espece Allium sativum L.

Tableau 1.2 : Classification botanique d’ail « Allium sativum L. » (Goetz et Ghedira,
2012 ; Sasi et al., 2021).

Régne Plantae
Sous régne Tracheobiota
Embranchement Magnoliophyta (=Phanérogrames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (=Angiospermes)
Classe Liliopsida
Sous-classe Liliidae
Ordre Liliales (Asparagales)
Famille Amaryllidaceae
Genre Allium
Espece A. sativum L.

1.4.  Description botanique

Le genre Allium comprend environ 500 espéces, dont les oignons comestibles (A. cepa),
les ails (A. sativum), les échalotes (A. ascalonicum), la ciboulette (A. schoenoprasum) et les
poireaux (A. porrum) (Nicastro et al., 2015). L’ail est une plante monocotylédone, appartenant
a la famille des amaryllidacées, herbacée, vivace, produite annuellement, et pouvant atteindre
0,9-1,2 m d’hauteur (Goetz et Ghedira., 2012 ; Morales-Gonzélez et al., 2019 ; El-Saber
Batiha et al., 2020). Le bulbe formé de caieux (4 a 20 gousses) est la partie la plus importante
de la plante qui tend a des fins alimentaires ou médicinales, par ailleurs chaque gousse donne
naissance a un bulbe complet servant donc a la propagation asexuée de la plante qui est le
principal moyen de culture. A 1’égard de la longue histoire d’utilisation par I’homme,
I’existence de différentes variétés génotypiques n’est pas surprenante, cela donne lieu a des
variations dans la composition chimique, en plus des influences environnementales habituelles.
Le consensus actuel est d’avoir des sous-espéces d’ail qui peuvent étre différenciées sur la base
de certaines caractéristiques morphologiques. Grace a la disponibilité de diverses variétés, il
existe des cultivars qui conviennent a la fois aux conditions climatiques les plus froides et les

plus chaudes, ce qui permet la production mondiale d’ail (Habtemariam, 2019).
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1.5.  Composition chimique

Les espéces du genre Allium renferment plusieurs nutriments et partagent
approximativement la méme composition notamment les macromolécules. La composition
d’ail varie en concordance avec la localisation géographique, la phase de récolte et les pratiques
agricoles. L’ail posséde un profil nutritionnel lui valant d’étre considéré comme un véritable
allié santé en se référant a sa composition dominante par les composés organo-sulfurés
(Nicastro et al., 2015). Les recherches scientifiques précédentes décrivent que les gousses d’ail
contiennent environ 65% d’eau, et 30% de glucides, avec la présence de minéraux et d’oligo-
éléments y compris les vitamines. De méme, il s’avére étre une source d’acides aminés
essentiels (Omar, 2013 ; Marchese et al., 2016 ; Vickers, 2017 ; Ezeorba et al., 2022). En
plus des composants bioactifs primaires qui ont attiré plus d’attention ces derniéres années, en
particulier les polysaccharides de réserves, les différents composés antioxydants, les composés
de I’ail les plus intéressants sont, de loin, les composants soufrés volatils et non volatils
responsables de sa forte saveur et ses nombreux effets médicinaux (Milner, 2001 ; Ansary et
al., 2020 ; Ezeorba et al., 2022).

L alliine (S-allyl-L-cystéine sulfoxyde) correspond au composé majoritairement présent
dans I’ail cru et qui subit une série de réactions enzymatiques pour donner un ensemble de
composés soufrés tels que les thiosulfinates, les sulfures d’allyle, les dithiines et les ajoénes.
Les bulbes d’ail crus contiennent une grande quantité de y-glutamyl-cystéine précurseur de
I’alliine conservé a basse température sous forme intacte. La formation de I’alliine se fait
naturellement sous I’action d’enzymes telles que les peptidases et les vy-glutamyl
transpeptidases libérées dans les tissus endommagés, ce qui déclenche la dégradation des
dérivés y-glutamyl. Ensuite, I’enzyme dite alliinase décompose I’alliine pour créer des
thiosulfinates comme I’allicine de méme aprés avoir subi toute opération perturbant la
membrane cellulaire de maniére trés instantanée, tandis que la y-glutamyl-cystéine est
simultanément convertie en SAC par un mécanisme différent. L’ allicine étant un composé
instable ne peut étre décelé dans les préparations a base d’ail transformé. Il se converse en
sulfure de diallyle (DAS), en disulfure de diallyle (DADS), en trisulfure de diallyle (DATS),
en dithiines et en ajoéne (Habtemariam, 2019 ; Verma et al., 2023).

L’allicine, fut isolée chimiquement dans les années 1940, c’est le responsable des effets
antimicrobiens contre de nombreux virus, bactéries, champignons et parasites (Majewski,
2014).
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Figure 1.15 : Composants bioactifs produits lors de la transformation de I’ail (Verma
et al., 2023).

2. Huile essentielle

L’antibiothérapie est ’outil fondamental de traitement des maladies infectieuses, ou
I’'usage généralisé et parfois inadapté peut entrainer le développement de souches bactériennes
multi-résistantes. Face a ce probléme, et en vue de limiter I’émergence de ce phénomeéne,
I’orientation de la recherche vers de nouvelles sources de molécules alternatives douées
d’activité antimicrobienne sera un besoin nécessaire (Haddouchi et Benmansour, 2008 ;
Khadri et al., 2010).

Les plantes médicinales sont capables de synthétiser naturellement des métabolites
secondaires, parmi eux, les huiles essentielles qui sont des substances volatiles a forte odeur
caractéristique, qui commencent a susciter un grand intérét en tant que source potentielle de
biomolécules naturelles actives notamment dans le domaine pharmaceutique (Bouhdid et al.,
2006).

Avant d’entamer ’étude chimique et biologique de 1’huile essentielle d’ail, il nous a
paru indispensable de se rappeler des propriétés des huiles essentielles.

2.1.  Définition

Une huile essentielle est définie par ISO et AFNOR comme étant « un produit obtenu a
partir d’une matiere premicre d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit

par des procédés mécaniques a partir de 1I’épicarpe frais de certains agrumes, soit par distillation.
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L’huile obtenue est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » (I1SO,
1997 ; AFNOR, 2000 ; Turek et Stintzinf, 2013 ; Rios, 2016).

Une huile essentielle détermine selon la 7™ édition de la Pharmacopée européenne,
« un liquide aromatique, huileux, généralement de composition complexe, extrait d’'une maticre
veégétale aromatique botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
distillation seche, soit par une méthode mécanique appropriée sans chauffage (El Asbahani et
al., 2015).

2.2.  Propriétés des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés organiques naturels, tres volatiles et peu
visqueuses, avec une forte odeur caractéristique, produites par des plantes dites aromatiques en
tant que métabolites secondaires. Elles sont le plus souvent incolores (Dehariya et al., 2021 ;
Ezeorba et al., 2022), et leurs rendements d’extraction varient en fonction des plantes et des
organes utilisés (ElI Asbahani et al., 2015).

Les HEs sont :

- Instables et fragiles ce qui les opposent aux « huiles végétales ». Par conséquent,
elles peuvent étre dégradées aisément (par oxydation, volatilisation, chauffage, lumiere) si elles
ne sont pas protégées contre les facteurs extérieurs (Hong et Park, 1999 ; Couic-Marinier,
2013).

- Solubles dans les huiles grasses (qui constituent un trés bon véhicule en cas de
dilution), ainsi que dans la plupart des solvants organiques tels que le benzéne, le toluene,
I’acétone, 1’éthanol et le méthanol (Hassan et Mujtaba, 2019).

- Leur densité est géneralement inférieure a 1, et sont susceptibles de provoquer
des irritations, voire des brdlures cutanées.

- Les huiles essentielles ont un indice de réfraction et un pouvoir rotatoire élevés,
ce qui pourrait étre intéressant pour leur identification et le contrdle de leur qualité (Rios, 2016).

2.3.  Composition chimique

Les HESs sont caractérisées par deux ou trois composants principaux a des concentrations
assez élevées (20-80%) par rapport a d’autres composants présents a I’état de traces (Bakkali
et al., 2008). Principalement des terpénes (oxygénés ou non (Cio)), dont les monoterpénes et
les sesquiterpenes, les phenols et les alcools (De Lavor, 2018 ; Bicchi et al., 2018 ; Bakkali
et al., 2008 ; Miguel, 2010 ; Chouhan et al., 2017). Cependant, les structures allyliques et les
propénylphénols (phénylpropanoides) constituent également le profil phytochimique de
certaines HE (De Lavor, 2018 ; Bicchi et al., 2018 ; Bakkali et al., 2008 ; Miguel, 2010).

Selon Amorati et al. (2013) I’empreinte chimique des HEs est principalement
composée de terpénoides et phénylpropanoides.
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2.3.1 Terpénoides

Les terpénoides, sont les métabolites majeurs des huiles essentielles, qui leurs conferent
une grande saveur, et une odeur forte et piquante (Ludwiczuk et al., 2017), ils sont de méme
connus sous le nom d’isoprénoides. Ce sont des hydrocarbures chimiques produits a partir
d’unités d’isopréne a 5 carbones (CsHs). A partir desquelles, de nombreuses molécules peuvent
étre construites en biosynthése, qu’il s’agisse de produits chimiques a chaine linéaire ou de
molécules comportant un ou plusieurs cycles (De Groot et Schmidt, 2016). D’un point de vue
chimique, les composés terpéniques peuvent étre divisés en deux classes, les monos et les
sesqui-terpénoides, qui se différent par leur point d’ébullition (De Groot et Schmidt, 2016).

Les monoterpénes possedent 10 atomes de carbone et sont construits a partir de 2 unités
isoprenes (CioHz16), qui peuvent former différents squelettes carbonés. Il en existe 3 formes :
linéaire (acycliques), monocyclique et bicyclique ((De Groot et Schmidt, 2016).

Les sesquiterpenes possedent quant a eux 15 atomes de carbone ; ils sont construits a
partir de 3 unités isoprenes (CisHos) et peuvent se présenter sous forme acyclique,
monocyclique, bicyclique et tricycliqgue. La modification chimique des terpenes et des
sesquiterpénes, par réarrangement des squelettes carbonés ou par oxydation, produit des
composés généralement appelés terpénoides. Les produits d’oxydation sont les plus importants,
créant des sous-groupes tels que les alcools, les aldéhydes, les phénols, les éthers et les cétones.
Plus rarement, au cours de la biosynthese, des groupes fonctionnels comme le soufre ou I’azote
sont liés ou intégrés au squelette carboné (De Groot et Schmidt, 2016).

L’isomérie est fréquente parmi les terpénoides, et des paires de formes isomériques
peuvent étre isolées a partir de plantes. Les isoméres sont des molécules qui ont la méme
formule empirique, mais qui différent par leur liaison atomique ou leur disposition dans
I’espace. Il existe cing formes principales d’isomérie : structurelle, positionnelle, géométrique,
conformationnelle et stéréoisomere (Ludwiczuk et al., 2017).

2.3.2 Composes phénoliques (phénylpropanoides)
Les phénylpropanoides (PPs) constituent I’une des familles fréquentes des metabolites
secondaires dans le regne végétal, notamment dans les HEs, pour se défendre contre les
infections, les rayons ultraviolets, les blessures et les herbivores (Séa et al., 2014). Comme les
PPs sont des composés aromatiques au sens chimique du terme (électrons délocalisés, groupe
benzénique) qui sont classés en fonction de leur caractére d’oxydation (fixation d’atomes
relativement électronégatifs) (Sadgrove et al., 2022).

Les phenylpropanoides sont produites a partir de I’acide aminé aromatique
phénylalanine et du tyrosine dérivé de la voie shikimate (Gounaris, 2010 ; Vogt, 2010 ;

Sadgrove et al.,, 2022). La réduction du groupe acide carboxylique présent dans 1’acide
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cinnamique produit un aldéhyde (par exemple, le cinnamaldéhyde) et une réduction
supplémentaire produit des monolignols tels que les phénylpropenes (par exemple, I’eugénol et
le safrol) (Sa et al., 2014).

Ce groupe comprend les alcools, les phénols, les aldéhydes, les variantes méthoxy et
méthylénedioxy (Sadgrove et al., 2022).

2.3.3 Composés d’origines diverses

D’autres composés volatils peuvent également étre présents dans une HE en particulier
celle obtenue par d’autres procédés que la distillation, tels que I’enfleurage, I’extraction par
solvants ou le pressage, des composes non volatils peuvent étre présents. Dans de nombreux
cas, il s’agit de précurseurs de dérivés connus, tels que les lactones ou les glycosides
sesquiterpéniques, qui dans certains cas, sont hydrolysés ou transformés en composés volatils
au cours du processus de distillation, par exemple : la furanocoumarine dans I’HE de bergamote
(Citrus bergamia), qui contient souvent du bergaptene, le sinalboside (glucosinolate) de la
moutarde blanche (Brassica alba) (Rios, 2016).

2.4. Méthodes d’extraction

Le choix d’une méthode d’extraction adéquate améne a avoir une HE de qualité. Tout
au contraire, les procédés inappropriés peuvent altérer ou modifier sa nature chimique.
Beaucoup de produits naturels sont instables thermiquement et risquent d’étre rapidement
endommageés lors de I’extraction thermique. La méthode d’extraction dépend du composé
recherché et de I’emplacement des huiles dans la structure végétative de I’espece étudiée (Singh
et al., 2008 ; Mugao et al., 2020).

Les principales méthodes d’extraction utilisées sont 1’hydrodistillation (HD), la
distillation par entrainement a la vapeur d’eau, la macération, et le pressage. Parmi ces
méthodes, I’HD restant I’approche la plus courante (Stahl-Biskup et Saez, 2002).

De nouvelles approches ont été developpées en vue d’améliorer le rendement de
I’extraction, ainsi qu’a réduire ses couts, tels que I’extraction assistée par micro-ondes (Wang
et al., 2010 ; Djouahri et al., 2013), I’extraction par fluide supercritique (Li et al., 2009), et
celle assistée par ultrasons (Porto et Decorti, 2009).

2.5.  Méthodes d’analyse

Il existe plusieurs types d’analyse chimique qui ont pour objet I’identification qualitative
et quantitative des différents constituants d’une HE, parmi lesquelles (CPG, GC/MS, CG/FTIR,
RMN, HPLC, IR, etc). La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est la technique la plus

utilisée pour ce type d’analyse.
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Elle peut étre couplée a différents types de détecteurs y compris le détecteur de masse
(SM), le détecteur a ionisation de flamme (FID), et de plus en plus le détecteur infrarouge a
transformer de Fourier (FTIR). La CPG est utilisée pour 1’analyse quantitative, en revanche, la
CG/MS pour I’analyse qualitative (Waseem et Low, 2014).

2.6. Domaines d’application

Au cours de ces derniéres années, les consommateurs ont développé un intérét croissant
pour les produits naturels en tant qu’alternatifs aux additifs artificiels ou aux agents
pharmacologiques. Les HEs représentent un outil thérapeutique tres efficace permettant
d’¢largir le champ des traitements médicaux conventionnels. Elles sont utilisées pour leurs
merveilleuses propriétés biologiques incluant leurs effets sur les humains, les animaux, les
plantes, les insectes et les micro-organismes (Turek et Stintzinf, 2013 ; Tongnuanchan et
Benjakul, 2014 ; Herrera et al., 2021). Leurs utilisations dans I’industrie des cosmétiques,
des savons, des détergents et des parfums présentent un grand intérét d’un point de vue
économique (Rios, 2016).

Les HEs sont utilisées en pharmacie pour leur potentiel médical (Harris, 2010 ; Lis-
Balchin, 2010). C’est notamment le cas des huiles d’Eucalyptus qui sont utilisées comme
expectorant pour traiter la toux et la bronchite, I’huile de clou de girofle est utilisée en
dentisterie pour ses propriétés antiseptiques et analgésiques ...etc (Buchbauer, 2010).

En effet, I’aromathérapie pourrait étre la principale application des HEs en tant
gu’agents médicinaux. L’administration des HES obtenues a partir de différentes sources se fait
par le biais d’une variété de méthodes d’application. Le terme "aromathérapie" a été créé par
Gattefossé dans les années 1920 et a été relancé par Maury dans les années 1960. Depuis les
années 1980, sa popularité, n’a cesse de croitre. Actuellement, elle est assez bien implantée
dans les pays développés (Lis-Balchin, 2010 ; Boehm et al., 2012).

En plus de leur utilisation répandue en tant qu’arébmes, les huiles essentielles
représentent une alternative "verte" a I’utilisation de produits chimiques dans les domaines
nutritionnel, pharmacologique et agricole en raison de leurs propriétés antimicrobiennes,
antivirales, nématicides, antifongiques, insecticides et antioxydantes (Attokaran, 2011).

2.7 Activité biologique

2.7.1 Activité antimicrobienne

- Mode d’action antibactérien

Depuis longtemps et jusqu’a nos jours, les HES sont connus et prouves avoir une
efficacité antimicrobienne voire méme a de trés faibles concentrations (Mutlu-Ingok et al.,
2020). Cela est da a la présence de plusieurs molécules douées de propriétés antibactériennes

et antifongiques en particulier les phénols (tels que le thymol et I’eugénol), les alcools (tels que
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le linalool) et les aldéhydes (tels que le cinnamaldéhyde) (Bessah et Benyoussef, 2015 ; Mugao
et al., 2020).

Les facteurs déterminant I’activité des huiles essentielles sont la composition, les
groupes fonctionnels présents dans les composants actifs et leurs interactions synergiques
(Chouhan et al., 2017). En effet, le mécanisme d’action antimicrobien varie en fonction du
type d’HE ou bien de la souche microbienne utilisée.

Plusieurs rapports ont montré que les composants bioactifs s’intégrent dans la bicouche
phospholipidique de la membrane et perturbe son métabolisme (Bajpai, 2013 ; Calo et al.,
2015 ; Khorshidian et al., 2018) ; par conséquent, la perte des contenus intracellulaires vitaux
tels que les protéines, les sucres réducteurs, I’ATP et I’ADN, tout en inhibant la production
d’énergie (ATP) et les enzymes connexes, ce qui conduit a la destruction de la cellule et a la
fuite d’électrolytes (Bajpai, 2012 ; Guinoiseau, 2010 ; Mutlu-Ingok et al., 2020).

Certains composés modulent la résistance aux médicaments en ciblant les mécanismes
d’efflux dans plusieurs espéces de bactéries a Gram-négatif (Devi et al., 2010). L’activité
antimicrobienne des HEs est donc attribuée a une cascade de réactions impliquant I’ensemble
du systeme cellulaire.

D’autres parts, Il est bien connu que les bactéries a Gram négatif sont plus résistantes
aux HEs (Tariq et al., 2019). Cela peut étre attribué au fait qu’elles possédent une membrane
externe rigide, riche en lipopolysaccharide (LPS) et plus complexe, ce qui limite la diffusion
des composés hydrophobes a travers elle, alors qu’elle est absente chez les bactéries a Gram
positif qui, au contraire, sont entourées d’une épaisse paroi de peptidoglycane pas assez dense
pour résister aux petites molécules antimicrobiennes, ce qui facilite I’accés a la membrane
cellulaire (Hyldgaard et al., 2012 ; Bhavaniramya et al., 2019). En outre, les souches
clinigues et les souches standards peuvent également différer en termes de sensibilité aux HES
(Hyldgaard et al., 2012 ; Mutlu-Ingok et al., 2020).

Les effets antibactériens des huiles essentielles se déroulent selon deux modalités : soit
en empéchant la croissance bactérienne (bactériostatique), soit en les tuant (bactéricide) (Tariq
etal., 2019). Plusieurs tests biologiques bien connus et couramment utilisés peuvent déterminer
ces activités : les méthodes de diffusion sur gélose/disque, de micro/macro dilution en bouillon
et de dilution sur gélose (Balouiriet al., 2016).

-  Mode d’action antifongique

Bien que I’effet antibactérien des HEs ait fait I’objet de plusieurs études depuis de
nombreuses années, le nombre n’a pas encore atteint des niveaux suffisants vis-a-vis de 1’effet
antifongique. Ce sujet a été largement débattu et plusieurs approches ont été présentées (Mugao

etal., 2020 ; De Medeiros et al., 2016). En plus, I’augmentation des cas d’infections fongiques
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au cours des derniéres années et la contamination des denrées alimentaires et des produits
d’alimentation animale par des mycotoxines sont des problémes considérables pour les
consommateurs et les producteurs.

Ces agents antifongiques perturbent la perméabilité de la membrane cellulaire fongique
par I’inhibition de la production d’ergostérol. Des recherches antérieures ont confirmé que les
effets inhibiteurs des HEs sur de nombreux champignons étaient attribués aux composants a
faible poids moléculaire et aux caractéristiques hautement lipophiles, qui ont un effet inhibiteur
sur les champignons, et peuvent facilement perturber la membrane cellulaire et entrainer une
fuite du cytoplasme (Chao et al., 2005 ; Hu et al., 2019).

Carson et al. (2006) ont montré qu’en présence d’HE d’arbre a thé, une forte
perméabilité membranaire et une interférence sur I’activité de la chaine respiratoire entrainaient
la mort des cellules de Candida albicans (Carson et al., 2006 ; Armstrong, 2010).

En outre, Soylu et al. (2006) ont observé des altérations de la membrane plasmique, du
cytoplasme et du noyau en analysant au microscope électronique a balayage et a transmission
des échantillons de Phytophthora infestans traités avec des HEs (Soylu et al., 2006 ; Hu et al.,
2019). Egalement, une autre étude a montré que I’HE d’Allium sativum L. posséde une activité
antifongique significative contre Penicillium notatum, Aspergillus niger, Aspergillus flavus et
Rhizopus microsporus (Arasu et al., 2019). Bedoya-Serna et al. (2019) ont confirmé les
excellents effets antifongiques in-vitro et in-vivo (I’huile essentielle) de I’origan (Origanum
vulgare) sur trois champignons Cladosporium sp., Fusarium sp. et Penicillium spp. isolés du
fromage (Bedoya-Serna et al., 2019 ; Hu et al., 2019).

2.7.2. Activité antioxydante

Les HEs sont exploitées dans la lutte contre le stress oxydatif qui est défini comme un
désequilibre entre la production excessive de molécules oxydantes et/ou une diminution du taux
d’antioxydants dans 1’organisme. Ce phénomene qui est impliqué dans I’apparition de certaines
maladies dégenératives comme les cancers, la cataracte, les accidents vasculaires cérébraux, la
polyarthrite, 1’arthrose, les maladies d’ Alzheimer et de Parkinson (Rezaie et al., 2007).

L’activité antioxydante des huiles essentielles est une propriété biologique intéressante
pouvant étre mise a profit comme palliatif a I’effet délétere de ces antioxydants de synthese
(Maestri et al., 2006).

L’activité antioxydante des huiles essentielles est également attribuée a plusieurs
constituants autres que les composés phénoliques comme certains alcools, éthers, cétones, et
aldéhydes (Bessah et Benyoussef, 2015). Les terpenes, les allyls et les propénylphénols
associes a des antioxydants puissants, des piegeurs de radicaux libres et des chélateurs de

métaux, présentant également des propriétés antinociceptives, neuroprotectrices,
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anticonvulsivantes et anti-inflammatoires, rapportées dans des études précliniques, ce qui en
fait une source potentielle pour le développement de nouveaux médicaments (De Lavor et al.,
2018).

2.7.3. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est un phénomene physiologique qui se déclenche comme étant une
voie de défense ordinaire de 1’organisme suite a une Iésion tissulaire, un stress ou une infection
afin de rétablir I’lhoméostasie tissulaire. Cependant, I’auto-dommage cause par I’inflammation
est inévitable, et leur non-réparation conduit a des conditions pathologiques (Schmid-
Schonbein, 2006 ; Ashley et al., 2012 ; Borges et al., 2018). L’inflammation est présente chez
les patients souffrant d’infections microbiennes, ou parasitaires ; en cas d’anaphylaxie, dans
I’arthrite rhumatoide, la goutte, les maladies auto-immunes, les maladies intestinales, et le
diabeéte. 1l est également devenu évident actuellement qu’un nombre plus important de maladies
présente des signes cellulaires et moléculaires révélateurs d’une inflammation. Il s’agit
notamment des maladies d’Alzheimer, d’hypertension et le cancer (Schmid-Schdnbein, 2006).

Les composés anti-inflammatoires actifs des HEs agissent comme inhibiteurs de la
libération de I’histamine ou comme réducteurs de la production de tout médiateur de
I’inflammation. Les activités anti-inflammatoires des HEs ne sont pas seulement dues leurs
activités antioxydantes, mais aussi a leurs interactions avec une série de cascades de
signalisation (y compris les facteurs de transcription régulateurs et les cytokines) et a
I’expression des géenes pro-inflammatoires (Hanif et al., 2019).

3. Effet des Huiles essentielles d’ail

L ail est I’un des produits qui a fait I’objet d’un grand nombre de recherches vis-a-vis
de son potentiel sur la santé (Tsai et al., 2012). Son huile essentielle est utilisée dans de
nombreux produits a usage médical. Elle peut étre obtenue par distillation a la vapeur d’eau,
donnant un rendement de 0,09-0,35% (Santhosha et al., 2013 ; Leyva et al., 2016 ; Satyal et
al., 2017).

Les constituants actifs notamment les composés sulfurés, principalement le disulfure de
diallyle, suivis du sulfure de diallyle, trisulfure de diallyle, trisulfure d’allylméthyle et du
tétrasulfure de diallyle, dégagent une forte odeur caractéristique (Casella et al., 2013). La
quantité et le nombre de constituants des HESs varient, mais dans toutes les études rapportees,
les composes cités auparavant sont les principaux ingrédients retrouvés dans les HEs d’ail
étudiées (Gong et al., 2021). Ces substances sont le fruit de la transformation de 1’allicine avec

une valeur médicinale significante car elle a un effet biologique large.
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Le seul inconvénient est la difficulté de stabilisation de 1’allicine par rapport aux autres
thiosulfinates qui est produite par I’action de I’enzyme allinase aprés endommagement de ces
tissus (Yoshimoto et Saito, 2019 ; Rauf et al., 2022).
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Figure 1.16 : Principaux composants de I’huile essentielle d’Allium

sativum L. (Leyva et al., 2016).

Plusieurs études ont rapporté la relation de divers composant organosulfurés vis-a-vis
de I’efficacité biologique de I’HE d’A. sativum sur la santé humaine. L’étude de Yang et ses
collaborateurs (2018) a prouvé les effets hypolipidémiques de I’HE d’ail sur la réduction du
poids corporel et la réduction du mauvais cholestérol (LDL). L’étude a été réalisée in-vivo sur
un modele de rongeurs obéses. Egalement, 1’étude de Asdaq et al. (2022) conclue que les essais
faites sur I’HE et son principal composant actif « le disulfure de diallyle » ont montré tous deux
la capacité de réduire le stress oxydatif induit par I’hyperlipidémie. L’HE d’ail et le DADS, se
sont révelés étre efficaces vis-a-vis de la dyslipidémie, ils neutralisent les radicaux libres causés
par un régime riche en graisses. Ces observations montrent qu’en plus du DADS et de I’HE,
d’autres éléments sont responsables des propriétés synergiques antihyperlipidémiques et

antioxydantes.
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L’huile d’ail a autant d’activités antimicrobiennes, il délimitait la croissance de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Bacillus subtilis (Guo, 2014). Pareille, pour
I’ensemble d’isolats cliniques étudiées dans 1’étude de Benmeziane et al. (2018); de
« Klebsiella oxytoca, Esherichia coli et Staphylococcus aureus » ; ces souches sont résistantes
aux antibiotiques, mais montrent une sensibilité envers I’HE et 1’extrait d’ail des deux variétés
d’ail étudiées. Par ailleurs, ’'HE d’A. sativum inhibait le champignon Penicillium funiculosum,
éventuellement par destruction de la structure cellulaire et qui méne a la fuite du cytoplasme et
des macromolécules (Li et al., 2014). En outre, Elle perturbe le métabolisme normal de
Candida albicans, ce qui est associé a I’induction de genes clés impliqués dans la
phosphorylation oxydative, le cycle cellulaire et le traitement des protéines dans le réticulum
endoplasmique (Li et al., 2016). Egalement, I’'HE d’ail posséde un effet fongistatique envers
trois souches de Candida (C. albicans, C. glabrata, C.tropicalis) (Mirabadi et al., 2019).

3.1.Efficacité de I’huile essentielle d’ail sur la santé orale humaine

La carie dentaire, les maladies parodontales, la pulpite dentaire, la stomatite aphteuse
récurrente, 1’herpés labiale, les lésions précancéreuses, la fibrose sous-muqueuse dentaire, les
candidoses orales et 1’halitoses sont les pathologies communes et fréquentes de la cavité
buccales engendrées par les pratiques d’hygiéne et le mode de vie inadéquat (El-Saber Batiha
et al., 2020).

L ail est une source de fibres prébiotiques, ce qui le rend utile pour la santé dentaire et
gastrique. Ses propriétés antifongiques et antivirales peuvent contribuer a prévenir certaines
maladies courantes tels que les caries, les maladies des gencives et le cancer de la bouche en
prenant en considération la contribution de la santé bucco-dentaire au bienétre géneral, par
exemple, les maladies parodontales sont associées a un risque accru de maladies
cardiovasculaires, de naissance prématurée, et de maladies respiratoires (Migliorati et Madrid,
2007 ; Shooriabi, 2021).

L’efficacité de I’huile essentielle de 1’ail est prouvée par un nombre de recherches
scientifiques qui seront discutées comme suit :

L ail peut étre efficace pour soulager la douleur dentaire grace a I’allicine, un composé
a effet antibiotique puissant qui est libéré lors de 1’écrasement de ces caieux. Il est possible que
celaralentisse les bactéries impliquées, mais il est peu probable que I’ail puisse a lui seul arréter
la carie (Amruthesh, 2011).

La pate d’ail et le citron vert sont utilisés pour soigner les douleurs buccales et les maux
de gorge. lls peuvent également étre utilisés dans le dentifrice pour prévenir les caries dentaires
(Ashfaq et al., 2021 ; Verma et al., 2023). Ainsi comme une solution désinfectante du canal

radiculaire ou bain de bouche a base d’ail (Bakri et douglas, 2005 ; Motamayel et al., 2013 ;
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Ambareen et Chinappa, 2014). Par contre, I’action antimicrobienne de la forme non diluée de
I’HE est 900 fois plus puissante que celle de I’ail frais et 200 fois plus puissante que celle de
I’ail en poudre (Hussein et al., 2013).

Les mécanismes médicinaux, antimicrobiens et parfois conservateurs de I’ail peuvent
étre trouvés dans les constituants. Dans une étude, I’huile d’ail a été utilisee dans la pulpotomie
des dents primaires, et son taux de réussite clinique et radiographique était de 90 %
(Mohammad et al., 2014). Dans une autre étude, le taux de réussite histologique de I’huile
d’ail dans la pulpotomie était plus élevé que celui du formocrésol (Mohammad et al., 2015 ;
Kahvand et al., 2019).

En dentisterie, I’ail trouve son utilité grace a ses effets antibactériens dans le traitement
de la parodontite, des caries dentaires et de I’endodontite. Des études récentes ont également
montré I’effet bénefique de I’ail dans le traitement du cancer buccal (Karic et al., 2020 ;
Milutinovici et al., 2021). Une étude récente report que 1’huile essentielle d’ail révele une
bonne efficacité antifongique en comparaison avec le fluconazole vis-a-vis des biofilms
d’espéces de Candida in-vitro (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis et C. krusei) isolées des
protheses dentaires (Juache et al., 2017 ; Sasi et al., 2021). Cela est due aux composants
bioactifs de I’huile essentielle, tels que le sulfure de diallyle et le disulfure de méthyle-allyle,
provoquant une fuite cytoplasmique en rompant la couche externe des liposaccharides
fongiques et bactériens (Sasi et al., 2021).
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Matériel & Méthodes Isolement & identification des agents cariogénes

Cette premiere partie a été réalisée entre le laboratoire de recherche en pharmacologie
et celui de microbiologie, Institut des Sciences Vétérinaires, Université Ibn Khaldoun de Tiaret.

1. Population cible

La réalisation des préléevements s'est étalée sur une période de deux mois. Les patients
ont été consultés au cours des visites réalisées pour des douleurs dentaires ou divers malaises
buccaux.

1.1. Critéres d’exclusion

" Antibiothérapie dans les trois derniers mois.

" Présence d’implants prosthétiques fixes ou mobiles.

. Avoir moins de 24 dents permanentes.

" Mauvaise hygiene.

. Présence de nombreuses malpositions dentaires.

. Application du fluor dans les 48 heures qui précédent le prélevement.
2. Méthodes

Les differentes méthodes utilisées dans cette partie de I’étude sont résumées dans le

protocole détaillé suivant ;
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2.1.  Collecte des échantillons

Vingt-six prélevements ont été effectués sur des sujets agés de 20-60 ans, de différents
sexes, souffrant de caries dentaires.

Les préléevements des caries et des plaques dentaires, ont été soigneusement effectués
par un chirurgien-dentiste, qui procéde, apres un examen clinique de la cavité buccale, aux
prélévements a partir des lésions carieuses par écouvillonnage. Apres une dizaine de secondes
de frottement, 1’écouvillon est retiré et mis dans des tubes identifiés et étiquetés contenant du
bouillon ceeur-cervelle (BHIB) puis acheminés dans une glaciere isotherme (a environ 4°C) au
laboratoire de pharmacologie de I’Institut des Sciences Vétérinaires de Tiaret.

Les fiche des renseignements des différents prélevements buccaux contiennent des
informations propres a chaque patient dont I’age, le sexe, et le numéro du prélévement.

Les prélevements ont été accomplis le matin, 2h apres le dernier brossage des dents, et
2h apreés le dernier repas, d’une maniére aléatoire 1a ou il y a présence de caries.

L’objectif du frottement est de prendre les micro-organismes sans apporter de la matiéere
organique ou minérale.

2.2.  Enrichissement

Enrichir, c’est augmenter la représentation (proportion) d’un sous-groupe de
microorganismes dans un ensemble plus vaste. La présence de certaines bactéries a pouvoir
pathogene spécifique dans un prélevement, a une signification pathologique indiscutable, méme
si elles sont peu représentées. L’absence de colonies suspectes sur I’isolement sélectif ne suffit
pas pour affirmer 1’absence de ces bactéries dans le prélévement. C’est pourquoi un
enrichissement est mis en route en méme temps que I’isolement (Guillaume, 2004). Un milieu
d’enrichissement réunit deux caractéristiques :

- Il contient des molécules a action sélective inhibant totalement ou partiellement la
culture des micro-organismes non recherchés ou utilise une température
d’incubation
particuliére, ou encore une atmospheére particuliére ;

- 1l est liquide (bouillon) afin que son action sélective s’exerce sur une population
importante et homogéne (Guillaume, 2004).

Pour cela, tous les prélevements effectués ont été incubé a 37°C pendant 24h une fois

recu au niveau du laboratoire de microbiologie, Institut des Sciences Veétérinaires, Université
Ibn Khaldoun de Tiaret.
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2.3.  Détection des bactéries et des levures cariogenes

2.3.1. Cultures bactériennes et fongiques

Plusieurs cultures ont été réalisées en vue de mettre en évidence des bactéries ainsi que
des Candida cariogenes.

A partir des milieux d’enrichissement présentant une croissance, nous avons ensemence
plusieurs milieux de culture gélosés préalablement coulés dans des boites de pétri afin d’isoler
le maximum de bactéries et de levures présentes dans les prélévements. L’ensemencement a été
effectué en aérobiose ainsi qu’en anaérobiose suivie d’une incubation a 37°C pendant 24h.

Les écouvillons ont été ensemencés sur les milieux suivants :

" Gélose Chapman (Loofilchem) pour I’isolement des Staphylocoques ;

" Gélose Mac Conkey (Conda) pour I’isolement des bacilles aérobies a Gram
négatif ;

. Gélose Mitis Salivarius Agar (Sigma Aldrich) pour [I’isolement des
streptocoques ;

. Gélose au sang (Merck) Pour I’isolement des bactéries a action hémolytique ;

. Gélose Sabouraud (Merck) + chloramphénicol pour I’isolement sélectif des

levures et des champignons filamenteux ;

" Chromagar Candida (Realab) pour la détection et la différenciation qualitative
entre les espéces du genre Candida.

Aprés incubation, les cultures positives sont alors purifiées puis conservées dans du
glycérol (50%) afin de les conserver et les identifier par la suite.

2.3.2. Purification

Elle consiste a effectuer des repiquages successifs dans le but d’isoler les colonies et

d’obtenir des cultures pures et homogenes a partir d’un mélange bactérien en faisant :

. Prélever chaque colonie d’aspect distinct a I’aide d’une anse de platine stérile ;
" Ensemencer les mémes milieux de cultures par la colonie préleveée ;
. Incuber les boites ensemencées selon les conditions d’incubation des boites de

prélevement (Sanders, 2012).

2.3.3. ldentification phénotypique des isolats bactériens

L’identification bactérienne est effectuée selon 1’aspect microscopique et
macroscopique des colonies, les tests biochimiques d’orientation et les galeries biochimiques
miniaturisées API.

Les tests suivants doivent étre réalisés pour chaque boite de culture pure obtenue.
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2.3.3.1.Etude macroscopique

L’étude macroscopique repose sur une observation a I’ceil nu des colonies bactériennes
présentes dans les boites de pétri afin de décrire ses caractéristiques.

" Odeur fétide.

" Forme : bombée, plate, ombiliquée, a centre surélevé et irréguliere.
" Aspect de la surface : lisse ou rugueux.

. Opacité : opaque, translucide et transparent.

" Consistance : grasse, crémeuse, seche et muqueuse.

" Présence de pigmentations.

. Présence ou absence de 1’hémolyse.

2.3.3.2. Etude microscopique
Permet de faire une étude morphologique des cellules d’une espéce microbienne. Elle
comprend :
- Examen aprés coloration de Gram
L’étude des caractéres morphologiques a été réalisée par la coloration de Gram. Cette
méthode met en évidence le mode de regroupement, la forme des cellules bactériennes, et le
type de Gram. Cette technique a été réalisée selon la méthode décrite par Delarras (2007).
2.3.3.3.  Tests biochimiques complémentaires
- Test de ’oxydase
L’oxydase ou le cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines
respiratoires cytochromiques bactériennes. Cette enzyme intervient dans divers couples
d’oxydo-réduction. La recherche de la phényléne-diamine-oxydase qui agit sur un substrat
incolore, entraine la formation d’une semi-quinone rouge. Cette derniere s’oxyde rapidement
en donnant un composé noiratre. Ce test est a la base de I’identification des bactéries a Gram
(-) (Harold, 1992).
Technique
La recherche de I’oxydase s’effectue avec des disques préts a I'emploi :
o Déposer, sur une lame porte-objet propre, un disque « OX » et I’imbiber avec deux
gouttes d’eau distillée ou d’eau physiologique stérile.
e Prélever une partie de la colonie a étudier a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée
stérile et I’¢étaler sur le disque.
Lecture
Une réaction positive se traduit par un virage rapide du réactif de I’incolore au violet
fonce apparait immédiatement sur le disque ou en quelques secondes (Carbonnelle, 1988 ;

Labres, 2004) puis vire au noir : bactérie oxydase (+).
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- Test de la catalase
La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. Elle décompose I’eau oxygénée formée, en eau et en oxygeéne gazeux
qui se dégage. L’objectif de ce test est de reconnaitre la présence de 1’enzyme catalase.
Technique
Prendre une lame porte objet propre. Déposer sur celle-ci une goutte d'eau oxygéenee au
contact d’une colonie bien isolée (Joffin et Leylor, 2001).
Lecture
Le dégagement de bulles de gaz indique la présence de la catalase : bactérie catalase
(+).
- Test de la coagulase
Le test mettant en évidence 1’aptitude des bactéries a coaguler le plasma est le principal
test caractérisant le S. aureus, Le test de détection consiste a incuber pendant 4 heures a 37°C
un mélange de plasma humain et de la souche a tester, de préférence a partir d’une culture en
gélose Chapman.

L’apparition d’un caillot est observée en inclinant le tube (Kateete et al., 2010).

- Recherche de la désoxyribonucléase (DNase)

Des preuves ont été apportées pour soutenir le réle des désoxyribonucléases (DNases)
bactériennes, qui sont des enzymes hydrolysant les acides nucléiques en vue de produire des
oligonucléotides comme facteurs de virulence. Plus précisément, les DNases peuvent étre
impliquées dans la croissance bactérienne et la maturation des biofilms ainsi que dans la
capacité des bactéries a s’échapper au systéme immunitaire (Haas et al., 2014).

Ce test a été effectué pour déterminer la capacité d’un organisme a produire I’enzyme
désoxyribonucléase (DNase), afin de différencier le Staphylococcus aureus qui la produit des
autres espéces staphylocoques qui ne la produisent pas.

- L’organisme a tester a été inoculé par une seule ligne au centre de la gélose a DNase.

- Incuber a 37° C pendant 24 h.

- Aprés incubation : Si le milieu de DNase ne contient pas d’indicateur coloré : Inonder
la boite avec de 1’acide chlorhydrique 1IN et laisser reposer la boite pendant quelques minutes
pour permettre au réactif de s’adsorber. Décanter 1’exces de 1’acide chlorhydrique, puis
examiner la boite dans les 5 minutes sur un fond sombre.

Un résultat positif se traduit par une zone claire autour de la culture (Kateete et al.,
2010).
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= Etude des caractéres biochimiques par les galeries miniaturisées

Toutes les souches ont été identifiées grace aux méthodes bactériologiques classiques
(Production de la catalase et de 1’oxydase...etc), puis a ’aide des galeries API 20E, API 20
Strep, APl 20 Staph (Biomérieux, France) en fonction de la souche isolée. A partir de la
suspension bactérienne préalablement préparée, les cupules de la galerie API ont été remplies
selon les recommandations du fabriquant, puis incubées a 37°C pendant 24h dans une
atmosphere appropriée.

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages de
couleures spontanés ou révélés par I’addition de réactifs. La lecture de ces réactions a été faite
a I’aide du tableau de lecture propre a chaque galerie et 1’identification du genre a été obtenue
a I’aide d’un logiciel Api web (Version 4.0).

2.3.4. ldentification des Candida

2.3.4.1.Examen macroscopique des cultures fongiques

Les colonies de levure obtenues sur la gélose Sabouraud + chloramphénicol ont été
observées a I’ceil nu en vue de déterminer leurs caractéristiques culturelles.

2.3.4.2.Coloration simple au bleu de méthyléne

Technique

Un frottis frais a été préparé a partir des colonies isolées et purifiées sur le milieu
CHROMagar® Candida, puis fixé et coloré en le couvrant par le bleu de méthyléne. Laisser la
préparation agir pendant une minute puis rincer a 1’eau distillée. Le frottis est observé par la
suite sous microscope optique (OPTIKA) au grossissement 40X et au grossissement 100X.

2.3.4.3.Purification et identification sur le milieu CHROMagar® Candida

La purification et 1’identification des espéces de Candida se fait en fonction de la
couleur des colonies développées sur le milieu CHROMagar® Candida apres une incubation a
37°C pendant 24 h a 48 h (Odds et Bernaerts, 1994).

Cette coloration repose sur I’hydrolyse d’un substrat chromogénique sous I’effet d’une
enzyme de type hexosaminidase plus ou moins spécifique de telle ou telle espece (exemple :
N-acétyl-B-D-galactosaminidase spécifique de C. albicans) (Bouchara et al., 2010).

Technique

A partir de la culture de levure obtenue sur la gélose Sabouraud + chloramphenicol,
quelques colonies ont été prélevées puis ensemencées sur la gélose chromogénique
CHROMagar® Candida, puis incubées a 37°C pendant 24 a 48 h.

Ce milieu présente I’avantage de faciliter la détection des cultures de levure mélangées

en fonction des différentes couleurs des colonies (Odds et Bernaerts, 1994).

60



Matériel & Méthodes Isolement & identification des agents cariogénes

Lecture

La lecture a été faite en fonction de la couleur des colonies de Candida aprés culture
(tableau 2.1)

Tableau 2.1 : Aspect et couleur des colonies orientant 1’identification des levures

appartenant au genre Candida (Odds et Bernaerts, 1994).

Levure Couleur

C. albicans Vert clair a moyen

C. tropicalis Bleu verdatre a bleu métallisé

C. krusei Rose péle & blanchétre en périphérie
C. glabrata Rose ou mauve clair a foncé

Autres levures Couleur creme (Torulopsis)

2.3.4.4.Purification et identification sur la gélose Sabouraud + chloramphénicol +
Chlorure de 2, 3, 5-triphényl-tétrazolium (TTC)

Le principe de ce test est identique a celui du test CHROMagar® Candida. Il repose sur
la réduction du chlorure de 2, 3, 5-triphényltétrazolium incorporé dans le milieu de culture en
un produit coloré qui confere aux colonies de levures une coloration allant du rose au rouge
selon I’espéce (Bouchara et al., 2010).

Technique

A partir de la culture de levure obtenue sur la gélose Sabouraud + chloramphénicol
quelques colonies ont été prélevées puis ensemencées sur la gélose Sabouraud +
chloramphénicol + TTC, puis incubées a 37°C pendant 24 a 48h.

Lecture

La lecture a été faite selon le tableau ci- dessous.

Tableau 2.2 : Aspect et couleur des colonies orientant I’identification des levures

appartenant au genre Candida (Bio-Rad, 2007).

Levure Aspect, pigmentation des colonies
Candida albicans Crémeuses, blanc rosé en 48 h
Candida tropicalis Violettes

Candida glabrata Blanches centre rosé

Candida krusei Mates, blanches

Cryptococcus neoformans Blanches

Candida guilliermondii Rose-rouge
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2.3.4.5.Test de filamentation (blastese)

Technique

Une a deux colonies de levure a identifier ont été ensemencées dans un tube contenant
0.5ml du serum humain frais, puis incubées a 37°C pendant 3h. Apres incubation, une goutte a
été déposée sur une lame propre et a été recouverte par une lamelle, puis observée sous
microscope optique (OPTIKA) au grossissement 40X puis au 100X (Adoubryn et al., 2014).

Lecture

C. albicans et C. dubliniensis forment des tubes germinatifs a partir des blastoconidies.

2.3.4.6.Test de Chlamydosporulation

Technique

L’ensemencement a été fait sur le milieu RAT (Rice Agar Tween 80) en boite de Pétri,
une goutte prise a I’aide d’une pipette Pasteur a partir de la suspension (sérum-+inoculum) a été
ensemencée sur le milieu RAT. Une lamelle a été déposée au-dessus. Les boites ont été incubées
a 37°C pendant 24 a 48 h. Apres incubation, les boites ont été récupérées et observées sous
microscope optique (OPTIKA) au grossissement 40X et au grossissement 100X (Adoubryn et
al., 2014).

Lecture

C. albicans et C. dubliniensis produisent des chlamydospores a I’extrémité des pseudo-
filaments.

2.3.4.7.Purification et identification sur la gélose Sabouraud + chloramphénicol +
Actidione (cyclohexymide)

La gélose Sabouraud avec chloramphénicol et cycloheximide est un milieu hautement
sélectif permettant d’isoler des champignons pathogenes a partir de matériaux comportant une
flore fortement contaminée. Il peut servir a I’isolement de Candida albicans et de plusieurs
autres Candida spp.

- Le cycloheximide est utilis¢ dans divers milieux d’isolement de champignons
pathogeénes en tant qu’inhibiteur de certains champignons non pathogénes comme les
moisissures saprophytes et les levures.

La pathogénicité des champignons et 1’état immunitaire des patients pouvant varier, il
convient d’étre vigilant lorsque seul un milieu contenant du cycloheximide est utilisé pour isoler
des champignons, faute de quoi certains champignons opportunistes peuvent passer inapergus.

- Le chloramphénicol est un antibiotique a large spectre, inhibiteur d’une large gamme
de bactéries voire méme de champignons pathogénes. Ce milieu est utilisé pour isoler des
champignons a partir d’échantillons cliniques présumes contenir des contaminants bactériens

et fongiques.
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2.4. Antibiogramme
2.4.1. Application

Une suspension bactérienne de densité équivalente a chaque germe cible a été préparée
a partir de chaque ensemencement. Dans des boites de 16 cm de diamétre, ensemencées a la
surface de 20 ml de la gélose Miiller Hinton ou de la gélose Miller Hinton additionné de 5%
du sang ovin ; des disques imprégnés d’antibiotique de doses connues sont appliqués a la
surface a des distances déterminées (tableau 2.3).

Les boites sont incubées a température ambiante pendant 30 min, ensuite dans une étuve
a 37°C pendant 18 a 20 heures.

La lecture des résultats se fait par la mesure de zones d’inhibition, qui sont représentées
par une auréole formée autour de chaque disque ou aucune croissance n’est observée. Les
valeurs sont comparées avec celles établies par la commission de standardisation de
I’antibiogramme en médecine humaine et vétérinaire (MoARD, 2011).

Tableau 2.3 : Liste des antibiotiques a tester.

Genre Familles Antibiotiques Charge
Klebsiella et B-lactamines Amoxicilline+Acide 30 ug
Escerichia clavulanique (Bioanalyse)
Aminosides Gentamicine (Liofilchem) 10 pg
Phénicols Chloramphenicol (Bioanalyse) 30 mcg
Quinolones Acide nalidixique (Bioanalyse) 30 mcg
Sulfamides Sulfaméthoxazole (Liofilchem) 259
Staphylococcus B-lactamine Oxacilline (Cypress 1pg
diagnostiques)
Quinolones Ofloxacine ( Bioanalyse) 5 mcg
Aminosides Gentamicine (Liofilchem) 10 ug
Macrolides Erythromycine (Oxoid) 15 ug
Cyclines Tetracycline (Himedia) 30 mcg
Phénicols Chloramphenicol (Bioanalyse) 30 mcg
Sulfamides Sulfaméthoxazole (Liofilchem) 25ug
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Tableau 2.3 (suite) : Liste des antibiotiques a tester

Aerococcus Cyclines
Phénicols
Glycopeptides
Macrolides

B-lactamines

Tetracycline (Himedia)
Chloramphenicol (Bioanalyse)
Vancomycine (Liofilchem)
Spiramycine (Himedia)
Cefoxitin (Liofilchem)

30 mcg
30 mcg
30 ug
100 mcg
30 u
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Cette partie a été réalisée au laboratoire de pharmacologie, au niveau de I’institut des
Sciences Vétérinaires, Université Ibn Khaldoun de Tiaret. Cependant, I’analyse de la composition
chimique de I’huile essentielle a été faite au niveau de la Sarl Pyrenessences Analyse (France).

1. Plantes médicinales

L’ail « Allium sativum L. » a été acheté auprés d’un agriculteur pendant le mois de d’Aout
2020. Les gousses ont été utilisées pour I’extraction et qui ont subi plusieurs étapes de préparation

avant de procéder a I’extraction (Triage, lavage, épluchage, et le découpage) (figure 2.2).

Figure 2.2: Bulbe d’ Allium sativum L.

1.1. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation

Les gousses d’ail ont été écrasées a 1’aide d’un mortier afin d’éclater les cellules et
permettre la libération des molécules volatiles. L huile a été extraite par hydrodistillation, a I’aide
du dispositif d’hydrodistillation (figure 2.3). Le procédé consiste a introduire la matiere premiére
végeétale (150 g d’ail) dans un ballon d’un litre, imprégné de 500 ml d’eau distillée sans pour autant
remplir le ballon pour éviter les débordements lors de 1’ébullition. L’ensemble est ensuite porté a
I’ébullition a pression atmosphérique pendant 2h. La chaleur permet 1’éclatement et la libération
des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment
avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs chargées d’huile essentielle ; en
traversant un réfrigérant se condensent et chutent dans une ampoule a décanter, 1’eau et I’huile se

séparent par différence de densité (Herrera-Calderon et al., 2021 ; Selles et al., 2020).
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© ISV Tiaret.

Figure 2.3: Dispositif d’hydrodistillation.

1.1.1. Traitement de I’huile essentielle
Aprés décantation, I’eau est rejetée et la phase huileuse est récupérée par une micropipette.
La phase huileuse récupérée est séchée par du sulfate de sodium anhydre (Na2 SO4), puis conservée
a 4°C dans des flacons ambrés scellés hermétiquement jusqu’a leurs utilisations ultérieures
(réalisation de I’analyse chromatographique, des tests antioxydants et évaluation des effets
antimicrobiens).
1.1.2. Calcul du rendement
Le rendement, est exprimé en pourcentage, et calculé selon la formule :

RHE (%) = MHE x 100
(%) = 7S
ou:

RuEe : Rendement en huile essentielle en % ;

MHE : Masse d’extrait récupérée exprimée en (g) ;

Ms : Masse de la matiere végétale utilisée pour I’extraction exprimée en (g).
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1.2.  Analyse de la composition chimique des HEs par CG/MS et CG/FID

Notre échantillon d’huile essentielle a été analysé par chromatographie en phase gazeuse
grace a un chromatographe équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) et chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/MS). Ces techniques sont trés utilisées
dans I’analyse qualitative et quantitative des HEs. L’analyse de la composition chimique des HEs
a été faite au niveau de la Sarl Pyrenessences Analyse (France) selon la norme 1SO 11024.

Les analyses chromatographiques ont été effectuées sur un chromatographe en phase
gazeuse de type HEWLETT PACKARD (GC : 6890 - SM : 5973) ; équipé d’une colonne capillaire
HP INNOWAX polaire (60 m x 0,25 mm) avec une épaisseur du film de 0,5 pm.

L’échantillon est dilué dans 1’éthanol (10 % v/v). Le volume injecté a été de 1 pl. Le gaz
vecteur est I’hélium (30 psi/FID ; 23 psi/MS). La température de la colonne est programmée a 60°C
durant 6 minutes, puis 2°C/min jusqu'au 250°C et 10 minutes a 250°C.

Les composés sont identifiés par une recherche combinée des temps de rétention (la
bibliothéque propre de la Sarl) et des spectres de masse (librairie NKS, 75 000 spectres). Les
pourcentages sont calculés a partir des surfaces de pics donnés par le CG/FID, sans I’utilisation de
facteur de correction.

1.3.  Activités antioxydantes

Dans cette étude, la capacité antioxydante a été mesurée par deux méthodes

complémentaires : le pouvoir réducteur et I’activité anti-radicalaire au DPPH.
1.3.1. Pouvoir réducteur

- Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son pouvoir antioxydant. L’activité
réductrice est déterminée selon la méthode de Yen et Duh (1993), basée sur la réaction chimique
de réduction du Fer (111) présent dans le complexe KsFe (CN)s en Fer (1) (Ferreira et al., 2007 ;
Ak et Gulgin, 2008).

- Mode opératoire

L’huile essentielle est solubilisée dans 1’éthanol (1/200 v/v), puis 2,5 ml de chaque solution
(ou éthanol pour I’échantillon de contréle) sont mélangés avec 2,5 ml d’une solution & 1 % de
ferricyanure de potassium (KsFe (CN)s) et 2,5 ml d’un tampon phosphate (0,02 M, pH 6,6). Le
mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. Aprées refroidissement, 2,5 ml d’une solution d’acide
trichloroacétique (TCA) a 10% sont ajoutés. La solution est centrifugée a 3000 rpm pendant 10

min. Le surnageant (1 ml) est mélangé a 1ml d’eau distillée puis 0,5 ml de chlorure de fer (0,1%).
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L’absorbance est mesurée a 700 nm (Yen et Duh, 1993).

La figure n°2.4 reprend les principales étapes du protocole expérimental du pouvoir
réducteur. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
de I’huile a tester. La valeur d’ECso est la concentration a laquelle I’absorbance est égale a 0,5 pour

la capacité réductrice et est obtenue a partir des courbes a régression linéaire (Chang et al., 2007).

2,5 ml de I"echantillon+ Incubation a 50°C/20min
2,5 ml de KsFe (CN)s (1%) + TP (0,02M, pH 6,6)

+2,5 ml de TCA (10%)

Centrifugation

Récupération de 1ml de surnageant 3000 rpm/10

min

+ 1ml d’eau distillée+ 0.5 ml de
chlorure de fer (0.1%)

Lecture a 700 nm

Figure 2.4 : Protocole de détermination du pouvoir réducteur (Yen et

Duh, 1993).
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1.3.2. Activité anti-radicalaire a I’égard du DPPH
L’activité anti-radicalaire a été estimée selon la méthode de Tien et al. (2005).
- Principe

Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ; a, o-diphenyl-B-picrylhydrazyl) est
pratiquement, le radical libre le plus stable (Niki, 2010). En solution dans 1’éthanol, le DPPH est
caractérisé par une couleur violette dont 1’intensité est mesurée a 517 nm (Niki, 2010). Lorsque
son électron seul est apparié a un hydrogéne, le DPPH est réduit a la forme non radicalaire de
couleur jaune péle.

Ce passage, de la premicre forme a la seconde, est accompagné d’une diminution de

I’absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction du DPPH.

(A1 —AE) AA : activité anti-radicalaire
AA (%) = — x 100
Ar Ar : absorbance du témoin.

Ag: absorbance de ’échantillon

- Mode opératoire
A 0,4 ml de la solution du DPPH a 0,5 mM (préparé dans de I’éthanol pur), on ajoute 2 ml
de I’échantillon a étudier préalablement solubiliser dans 1’éthanol. Aprés 30 min d’incubation a
I’obscurite, la lecture se fait a 517 nm (figure 2.5). L’acide gallique, la quercétine et 1’acide
ascorbique sont utilisés comme standard. La valeur d’ICsg est définie comme étant la quantité en
échantillon capable de réduire 50% de la concentration initiale du DPPH (Niki, 2010). Les I1Csg
sont calculées a partir des courbes a régression linéaire (Chang et al., 2007).

2ml de I’échantillon + 0,4 ml de DPPH (0.5 mM) » Aprés 30 min

Lecture a 517 nm

Figure 2.5 : Protocole de 1’évaluation de I’activité anti-radicalaire au DPPH

(Tien et al., 2005).
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1.3.3. Analyse statistique
Toutes les expériences de I’activité antioxydante ont été effectuées en trois exemplaires et
les résultats ont eté exprimés sous forme de valeurs moyennes avec écarts-types. Les différences
significatives ont été obtenues par une analyse de variance a un seul facteur (ANOVA) suivie d’un
test post hoc de différence significative (HSD) de Tukey (p <0,01). Cette analyse a été réalisée en
utilisant le logiciel de statistique R (version 3.3.0/ 03- 05-2016).
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Matériel & Méthodes Etude de I’activité antimicobienne

Cette partie expérimentale a été réalisée aux laboratoires de pharmacologie, Institut des
Sciences Vétérinaires de Tiaret puis au laboratoire de microbiologie, Faculté des Sciences de la
Nature et de Vie, Université Ibn Khaldoun de Tiaret.

1. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

La determination du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles a été réalisée vis-a-vis de
quatre bactéries multirésistantes (Aerococcus viridans ; Staphylococus epdermidis, Staphylococcus
xylosus) et une souche de référence (Staphylococcus aureus ATCC 6538) et six levures (6 isolats
de C. albicans, et une souche de C. albicans ATCC 25923 isolées des patients souffrant de caries
dentaires a I’aide de la méthode de micro-dilution.

1.1. Préparation de I’inoculum

Une préculture des souches microbiennes a ¢été réalisée afin d’obtenir une phase
exponentielle de croissance. Les suspensions d’inoculum ont été obtenues en prenant cing colonies
a partir des cultures de 24 h. Les colonies ont été mises en suspension dans 5 ml de solution d’eau
physiologique stérile (0,85 % de NaCl) en agitant pendant 15 secondes. La turbidité est ensuite
ajustée avec un spectrophotométre, & 1-5 x 108 UFC/ml pour les bactéries (DO = 0,08 2 0,1 / A =
625 nm) et 1-5 x 10° UFC/ml pour les levures (DO = 0,12 40,15 / & = 625nm) (NCCLS, 2001).

1.2. Test préliminaire « in-vitro »

La technique d’aromatogramme a été effectuée afin d’évaluer 1’activité antimicrobienne
d’HE. Le principe de la méthode est tiré¢ a partir du titrage des antibiotiques (Benjelali et al., 1986)
vis-a-vis des isolats de souches bactériennes multirésistantes et des isolats fongiques obtenus et de
3 souches de référence (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922,
Candida albicans ATCC 25923.

- Principe

Cette méthode qualitative teste la sensibilité ou la résistance des micro-organismes par
contact direct avec I’huile essentielle. C’est une méthode qui est généralement utilisée pour la
préselection de I’activité antimicrobienne de I’HE, car le diamétre d’inhibition n’est pas une mesure
directe de I’activit¢ d’HE mais une indication qualitative de la sensibilité ou de la résistance des
germes.

Il repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide dans une boite de Pétri,
avec création d’un gradient de concentration aprés un certain temps de contact entre le produit et

le micro-organisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure
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d’une zone d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible
ou résistante (Ponce et al., 2003).

- Protocole expérimental

Un disque de cellulose stérile (diameétre 6 mm/Watman n° 40) préalablement imprégné de
5 ul d’huile essentielle a été déposé a la surface d’un milieu gélosé (gélose Mueller-Hinton pour
les bactéries et le milieu Sabouraud pour les levures) en boite de Pétri préalablement ensemencée
par les inocula déja préparés (ne dépassant pas les 15 min). Les boites sont laissées 30 min a
température ambiante puis retournées et incubées a 37 °C pendant 18-24 h pour les bactéries, a
37°C pendant 24-48 h pour les levures.

Dans les boites de controle, les disques sont trempés dans de 1’eau physiologique stérile.
L’expérience est répétée trois fois pour chaque isolat.

- Lecture

La lecture a été faite par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a I’aide d’une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone
d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis de
I’HE (Ponce et al., 2003).

- Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8 mm.

- Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

- Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.

1.3. Détermination des CMI et des CMB par la méthode de micro-dilution

La méthode de micro-dilution a été utilisée pour la détermination des activités
antimicrobiennes des huiles essentielles étudiée vis-a-vis des souches bactériennes ayant une multi-
résistance envers quatre classes d’antibiotiques et plus et des isolats fongiques.

La détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisée par la méthode
de dilution en série sur des microplaques en matiére plastique comportant 96 puits a fond « U » (8
rangées de 12 puits numérotés de 1 a 12) en bouillon Muller Hinton pour les bactéries et un bouillon
Sabouraud dextrose selon les recommandations du CLSI (CLSI, 2006 ; NCCLS, 1999).

La concentration de départ des solutions de I’huile essentielle a tester étaient de 10 pl/ml

(Allium sativum L.) ce qui est équivalent a 9.5 mg/ml.
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La solution mere a été préparée dans le Tween 20 a 10 % (1/9 v/v) puis une double dilution
en série a été faite. L ’inoculum a été ajouté a tous les puits de facon a obtenir une concentration
finale de bactéries d’environ 1- 5 x 10° CFU / ml et une concentration finale de levure d’environ 1
x 10% les plaques ont été incubées a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries et a 37°c pendant 24
pour les souches fongiques.

Pour chaque expérience, un contréle positif (milieu inoculé) et un contrdle négatif (milieu
seul) ont été préparés. La croissance bactérienne a été visualisée en ajoutant de la solution aqueuse
a 0,5 % de chlorure de 2, 3, 5- triphényl-tétrazolium (TTC) (Radulovic et al., 2011).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été définie comme la concentration la plus
faible des huiles qui a inhibé la croissance visible (La formation de pastille de couleur rouge au
fond du puits aprés I’addition de TTC), tandis que la concentration minimale bactéricide (CMB) a
¢été définie comme la plus faible concentration de I’huile qui tue 99,9% des cellules bactériennes.

Pour déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB) et la concentration minimale
fongicide (CMF), 10 pl de bouillon a été prise de chaque puits sans croissance visible et inoculée
sur une gélose nutritive pendant 24 h a 37 °C pour les bactéries ou sur gélose Sabouraud dextrose
pendant 24 h a 30 °C pour les levures. La croissance des souches bactériennes et/ou fongiques
testées correspondant a 1’activité bactériostatique et/ fongistatique, tandis que I’effet bactéricide
et/ou fongicide est révélé par une gélose claire apres incubation (Dramane, 2010). Les expériences
ont éte réalisees en trois exemplaires.

L’huile essentielle était considérée comme fongicide si le rapport du CMF au CMI ne
dépassait pas la valeur 4. Avec un ratio supérieur a 4 et inférieur a 32, I’huile essentielle était
considérée comme fongistatique. La souche fongique est considérée tolérante a 1’huile essentielle

st le rapport CMF/CMI est supérieur ou égal a 32 (Cutler et al., 1994).
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Résultats & Discussion Isolement & identification des agents cariogenes

1. Résultat de I’isolement

1.1. Fréquences d’isolement des germes buccaux

Aprés ensemencement des différents prélevements dentaires (26 échantillons) sur des
milieux de culture appropriés a chaque germe ciblé, nous avons obtenu différentes cultures
bactériennes et fongiques ou les bactéries constituent pres de 82.86 % du total de la flore isolée,

alors que les especes fongiques ont représenté 17.14% seulement (figure 2.6)

= Bactéries = Champigions

Figure 2.6 : Fréquences d’isolement des micro-organismes buccaux.

1.2.  Fréquences d’isolement des différentes espéces de la flore buccale

La figure 2.7 montre que Aerococcus viridans a été la bactérie la plus dominante avec
un taux de 45.71%, suivi par Candida albicans (17.14%), Staphylococcus epidermidis
(14.29%), Staphylococcus aureus (11.29%), Klebsiella oxytoca (5.71%). Cependant,
Leuconostoc spp. et Staphylococcus xylosus n’ont affiché qu’un taux égal a 2.86% pour

chacune.
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Figure 2.7 : Fréquences d’isolement des espéces microbiennes buccales

= Aerococcus viridans

La présente étude a été caractérisée par une fréquence d’isolement d’Aerococcus
viridans de I’ordre de 45.71% a partir des prélévements de caries dentaires. Des taux inférieurs
a ceux de notre étude ont été signalés par Sara et al. (2015) et Hoceini et al. (2016) en Algérie
avec des fréquences de 6% et 7.7%, respectivement, a partir des prélevements des plaques supra
et sous gingivales. Belmabrouk et al. (2021) ont rapporté une fréquence d’isolement
d’Aerococcus viridans de 14.2% chez les patients présentant une carie dentaire.

La fréquence obtenue au cours de la présente étude a été ainsi inférieure a celle rapportée
dans 1I’é¢tude de Kaboré et al. (2016a) avec un taux de 81.1% (30/37 souches isolées). Ces
mémes auteurs ont montreé que 70.3% des souches d’Aerococcus viridans isolées au cours de
leurs étude ont été impliquées dans la cellulite d’origine dentaire. Egalement, Kaboré et al.
(2016b) ont noté que 72.7% d’Aerococcus viridans identifiée ont été isolée des cas de
parodontite buccale.

Plusieurs auteurs ont rapporté que ce germe a été isolé a partir des patients souffrants
des caries dentaires. Bien que cette bactérie été rarement étudiée comme étant un objectif
principal de ces études (Calik et al., 2011 ; Jiang et al., 2013). Cette bactérie est habituellement
considérée comme la cause d’infections nosocomiales et elle a été longtemps confondue avec
Streptococcus ou Staphylococcus (Seydou et al., 2023). Jiang et al. (2013) ont rapporté des
infections odontogénes séveres dues a A. viridans. De plus, les aérocoques oraux peuvent
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constituer un réservoir potentiel d’é¢léments transférables de virulence et de résistance aux

antimicrobiens.

= Staphylococcus

A partir des vingt-six prélevements de caries dentaires, dix souches de Staphylococcus
spp appartenant a 3 especes ont été isolées, ce qui représente une fréquence de 28.57%.
Toutefois, Staphylococcus epidermidis a été la souche la plus fréquemment détectée avec un
taux de 14.29% suivie du Staphylococcus aureus (11.43%) et Staphylococcus xylosus (2.85%).

Une fréquence inférieure a celle enregistrée dans notre étude a été signalée par
Olajokun et al. (2008) avec un taux de 13.2%. Cependant des taux supérieurs ont éte cités par
Zimmerli et al. (2009) ; Kouidhi et al. (2010) ; Yadav et Prakash (2015) avec des fréquences
allant de 31.64% a 50%. De méme, Colombo et al. (2013) ont noté que la prévalence des
Staphylocoques sous-gingivaux obtenus a partir des patients souffrant de maladies parodontales
était globalement de 45% et qui peut aller jusqu’a 64% dans le cas sévére de la maladie. Parmi
ces Staphylocoques, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus aureus ont été incriminés
comme étant les espéces les plus prédominantes et les plus détectées et qui sont responsables
de la formation des plaques dentaires (vue ’interaction entre elle) & sur la surface des dents
(Yadav et Prakash, 2015).

Bien que les staphylocoques, dont Staphylococcus aureus et Staphylococcus
epidermidis, soient connus pour étre des agents pathogenes a I’origine d’infections
nosocomiales (Kouidhi et al., 2010), ils ne sont que moins fréquemment étudiés dans la cavité
buccale. Quoi que possédant un potentiel pathogene, Staphylococcus aureus est généralement
un commensal non invasif de divers sites corporels (Mertz et al., 2007). Toutefois, cette espéce
microbienne a été plus récemment identifiee comme un résident dans la cavité buccale
(Schlecht et al., 2015).

Concernant Staphylococcus aureus, une fréquence de 11.43% a été notée dans la
présente étude. Un taux supérieur a celui obtenu dans la présente étude a été signalé chez les
patients souffrant de diverses maladies bucco-dentaires par (Merghni et al., 2014) et que est
de I’ordre de 20%. Additionnellement, Dahlen et al. (1982) et Ohman et al. (1995) ont montré
gue Staphylococcus aureus a été isolée dans 24 a 36 % des cavités buccales saines. Alors que,
Ohara et al. (2008) ont affiché une occurrence de 46.4 % de cette bactérie dans la plaque et la
salive d’adultes en bonne sante.

Staphylococcus aureus peut étre isolée de la plaque supra-gingivale et sous-gingivale
chez ’homme (Tada et al., 2006 ; Fritschi et al., 2008 ; Buonavoglia et al., 2010 ; Cuesta et
al., 2010). Ce micro-organisme s’est avéré étre une cause fréquente d’infections associées aux

implants et autres biomatériaux (Passariello et al., 1991 ; Pye et al., 2009) et il a été impliqué
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comme agent potentiel dans la pathogenese de plusieurs maladies bucco-dentaires (Fritschi et

al., 2008 ; Passariello et al., 2012).
De plus, les souches de Staphylococcus aureus réesistantes a la méthicilline (SARM) ont

été isolées dans la cavité buccale (Small et al., 2007 ; Zimmerli et al., 2009). La présence des
souches SARM peut étre due a une transmission du personnel dentaire infecté aux patients et
vice versa, associé a une absence des précautions d’hygiéne standard (Roberts et al., 2011 ;
Koukos et al., 2015).

Le role des Staphylocoques dans I’initiation et le développement des caries n’est pas
bien connu. Il se peut que Staphylococcus aureus ne soit pas 1’agent étiologique de la formation
des caries, contrairement aux Streptocoques ou aux Lactobacilles, mais sa présence dans la
plaque dentaire a été prouvée (Didilescu et al., 2005).

De plus, Staphylococcus aureus pourrait jouer un role dans la défaillance des implants
dentaires (Kronstrém et al., 2001 ; Rokadiya et Malden, 2008). Il semble probable qu’a
I’instar des infections causées par Staphylococcus aureus sur d’autres sites corporels, un certain
nombre d’infections orales a Staphylocoques sont probablement le résultat d’une infection
croisée (Martin et Hardy, 1991 ; Kurita et al., 2009 ; McCormack et al., 2015).

La fréquence des Staphylocoques dans la cavité buccale peut varier considérablement
d’une étude a I’autre en raison des méthodes employées pour leur détection (McCormack et
al., 2015).

= Candida

Candida albicans fut le deuxiéeme micro-organisme isolé des patients souffrants de
caries dentaires a raison de 17.14%.

Plusieurs rapports ont mis le lien entre le genre de Candida et I’apparition de caries
dentaires sur la base de sa fréquence au niveau des cavités en raison de son aptitude a produire
et a tolérer les environnements acides (Klinke et al., 2011).

Ce micro-organisme opportuniste et commensal profite des conditions de
dysfonctionnement immunitaire, pour en devenir pathogéne, provoquant une série d’infections
allant d’infections localisées des muqueuses a des infections systémiques graves avec des taux
de morbidité et de mortalité élevés (de Repentigny, 2004 ; Perlroth et al., 2007 ; Calderone
et Clancy, 2012). Le succes de cette espece en tant que pathogéne opportuniste est dd a son
répertoire de facteurs cruciaux de virulence, y compris sa capacité a passer d’une morphologie

de levure a une morphologie hyphale (Calderone et Clancy, 2012 ; Schlecht et al., 2015).

La diversité microbienne chez les patients souffrant de caries dentaires peut s’expliquer

par :
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- Le personnel du cabinet dentaire et les patients risquent d’étre exposes a diverses

matieres infectieuses lors de la prestation de soins dentaires. De nombreux micro-organismes
pathogenes colonisant la bouche, les voies nasales et respiratoires peuvent étre disséminés
directement ou indirectement dans la zone de traitement dentaire (Kramer et al., 2006 ;
Schneiderman et Cartee, 2020 ; De Paola et Grant, 2020).

- Tout ce qui est placé dans la bouche d’un patient par tout prestataire de soins dentaires
est contaminé par sa microflore et cela provoque par la suite la contamination dans I’ensemble
du cabinet dentaire par les voies de transmission potentielles suivantes :

— Contact direct avec le sang, les fluides oraux, d’autres fluides corporels.

— Contact indirect avec des objets contaminés, notamment des instruments, des
équipements ou des surfaces environnementales.

— Contact des yeux, du nez, de la bouche et/ou des muqueuses avec des
gouttelettes/éclaboussures contenant des micro-organismes générés par une personne infectée
lorsqu’elle tousse, éternue ou parle.

— L’inhalation de micro-organismes en suspension dans l’air qui peuvent rester
pendant de longues périodes (Schneiderman et Cartee, 2020).

Les brosses a dents sont constamment exposees aux micro-organismes buccaux et ceux
de I’environnement dans lequel elles sont stockées (Bunetel et al., 2000). Une étude réalisée
en 2020, dans laquelle la diversité microbienne des brosses a dents et des cavités buccales de
20 participants a été examinée par sequencage a haut debit, a révélé que ceux-ci partageaient
des indices similaires et que certaines especes étaient enrichies dans les autres brosses,
notamment Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus et C. albicans (Shang et al.,
2020).

- Ces especes ont été impliquées dans des maladies infectieuses, neurodégénératives,
cardiovasculaires et des cancers. Effectivement, cela souligne quelles peuvent créer des
réservoirs de bactéries, qui sont réintroduites chez I’héte quotidiennement Sedghi et al. (2021).
De méme, la détection du Candida, du Staphylococcus epidermidis et d’Aerococcus dans des
brosses a dents est associée a la mauvaise hygiéne ou le stockage (Yaacob et al., 2014 ; Alali
et al., 2021).

- Le risque le plus élevé de transmission d’agents pathogénes est la consequence du
contact direct du sang a sang. Cependant, la source d’infection la plus courante dans les cabinets
dentaires est les aérosols qui sont libérés lors de nombreux traitements dentaires. Il s’agit du
nettoyage des surfaces buccales par pulvérisation d’eau, de la préparation des substances
dentaires cariees et non cariées a I’aide de pieces a main a grande vitesse, du nettoyage supra-
et sous-gingival, ainsi que la chirurgie endodontique et orale a I’aide d’instruments a ultrasons
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(Kedjarune et al., 2000 ; Zemouri et al., 2017). lls peuvent renfermer des micro-organismes

découlant de la cavité buccale ou du biofilm de I’unité dentaire, ainsi que des gouttelettes de
sang et des virus transmis par le sang (Bennett et al., 2000 ; Harrel et Molinari, 2004 ;
Decraene et al., 2008 ; Kimmerle et al., 2012 ; Volgenant et de Soet, 2018). Le traitement
journalier de nombreux patients expose le personnel dentaire a une fréquence élevée a cet agent
contaminant (Garus-Pakowska et al., 2017 ; Gund et al., 2021).

- Le port de masque chirurgical peut aussi étre un véhicule de contaminant (Gund et
al., 2021), divers micro-organismes dont le genre Staphylococcus ont été décelés, ou les especes
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus warneri, sont les plus fréquentes. A. viridans était ainsi détectee.
Ces mémes auteurs ont clairement montré que la contamination peut se mettre en place en
touchant un masque facial contaminé par des micro-organismes provenant du patient traité
précédemment, avec un risque important pour le patient suivant ou le thérapeute lui-méme. Le
micro-organisme le plus fréquemment isolé dans 1’étude menée par Al Maghlouth et ses
collaborateurs était Staphylococcus epidermidis (Al Maghlouth et al., 2004).

- La détection des Streptocoques non hémolytiques, Lactobacillus, Neisseria,
Streptocoques hémolytiques B, Staphylococcus aureus, E. coli et C. albicans, Staphylococcus
epidermis et Branhamella catarrhalis a partir de la pierre ponce dentaire pulvérisée est un
risque inacceptable en dentisterie (Kahn et al., 1982 ; Sykes et al., 2019).

- Les micro-organismes ont été trouvés sur tous les échantillons de téléphones
portables de tout le staff du cabinet dentaire, le taux de contamination était de 100%. Les micro-
organismes isolés et leur fréquence d’apparition étaient : Staphylococcus epidermidis (51%),
Micrococcus spp. (20%), C. albicans (57%) et Aspergillus niger (8%) (Al-Ghurabi et al.,
2017).

- La résistance de nombreux micro-organismes aux antibiotiques est I’une des plus
grandes menaces provoquant des infections qui entrainent une morbidité et une mortalité
importantes a I’échelle universelle (OMS, 2016). Il est bien connu que ’antibiorésistance peut
provoquer des infections nosocomiales qui nécessitent non seulement un traitement antibiotique
colteux, mais aussi le développement d’agents ayant une activité antibactérienne marquée, une

plus grande sensibilité et une moindre toxicité (Alghuthaymi, 2016).
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2. Résultats de I’antibiogramme

2.1 Résistance aux antibiotiques
Nous avons testé ’activité antibactérienne de plusieurs familles d’antibiotiques propre
a chaque genre par la méthode standard des disques.
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Figure 2.8 (a, b): Résultats de I’antibiogramme des différentes souches
appartenant au genre Staphylococcus.

R : Résistant, | : Intermédiaire et S : Sensible
OXA : Oxacilline, STX : Trimethoprime/sulfamethoxazole, GN : Gentamicine, OFX: Ofloxacine,
E : Erythromycine, TE : Tetracycline, C : Chloramphénicol.
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Figure 2.8 (c): Résultats de I’antibiogramme des différentes souches appartenant au

genre Staphylococcus.
R : Résistant, | : Intermédiaire et S : Sensible
OXA : Oxacilline, STX : Trimethoprime/sulfamethoxazole, GN : Gentamicine, OFX: Ofloxacine,
E : Erythromycine, TE : Tetracycline, C : Chloramphénicol.

La figure 2.8 montre la sensibilité des souches bactériennes testées envers sept classes
d’antibiotique.

= Staphylococcus epidermidis

Toutes les souches de Staphylococcus epidermidis testées ont été résistantes a
I’érythromycine. Alors que ces souches ont présenté une résistance de 80%, 60% et 40% envers
I’oxacilline, la tétracycline et le sulfamethoxazole/trimethoprime, respectivement. Tandis
qu’elles ont été sensibles a 1’ofloxacine et le chloramphénicol.

= Staphylococcus xylosus

Cette souche a présenté une résistance a 1’oxacilline, 1’érythromycine, la tétracycline et
le sulfamethoxazole/trimethoprime. Cependant, elle a été sensible a 1’ofloxacine, la
gentamicine et le chloramphénicol.

= Staphylococcus aureus

Toutes les souches de Staphylococcus aureus ont été sensibles a I’oxacilline, le
sulfamethoxazole/trimethoprime, la gentamicine, 1’ofloxacine et le chloramphénicol.

Cependant, 25% de ces isolats ont été résistants a 1’érythromycine et a la tétracycline.
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= Aerococcus viridans
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Figure 2.9 : Résultats de I’antibiogramme des différentes souches appartenant

au genre Aerococcus

R : Résistant, | : Intermédiaire et S : Sensible
TE : Tetracycline, C : Chloramphénicol, VAC : Vancomycine, SR : Spiramycine, FOX :
Cefoxitine.

La figure 2.9 résume les résultats de I’antibiogramme des différentes souches
appartenant au genre Aerococcus. La totalité des isolats d’Aerococcus viridans ont été
résistantes a la céfoxitine. Alors que, 68.75% (11/16), 62.5% (10/16) et 37.5% (6/16) des
souches testées ont été résistantes a la spiramycine, la vancomycine et la tétracycline,
respectivement. Tandis que 87.5% (14/16) des isolats ont manifesté une sensibilité a 1’égard du
chlorampheénicol.

Kaboré et al. (2016) ont montré une résistance des Aerococcus a la famille des f-
lactamines avec des taux respectifs de 63% et 80% a 1’égard de la céfotaxime et I’amoxicilline+
I’acide clavulanique, ainsi que vis-a-vis de la spiramycine (famille des macrolides) avec un
pourcentage de 63.3%.

» Entérobactéries

La figure 2.10 résume la sensibilité de la souche de référence (Escherichia coli ATCC
25922) et Klebsiella oxytoca vis-a-vis de cinq classes d’antibiotiques.
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Figure 2.10 : Résultats de I’antibiogramme des différentes souches appartenant au

Entérobactéries

R : Résistant, | : Intermédiaire et S : Sensible
AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique, STX : Trimethoprime/sulfamethoxazole, GN : Gentamicine, C :
Chloramphénicol, NA : Acide nalidixique.

La souche de référence (Escherichia coli ATCC 25922) testée au cours de cette étude a
été résistante seulement a deux classes d’antibiotique (I’amoxicilline + 1’acide clavulanique et
I’acide nalidixique). Toutefois cette souche a été sensible aux autres antibiotiques.

Concernant Klebsiella oxytoca, 50% (1/2) des isolats ont été également résistants a deux
classes d’antibiotique (le chloramphénicol et I’acide nalidixique). Alors que 100% de ces
souches ont été sensibles a I’amoxicilline + 1’acide clavulanique et la gentamycine. Cependant,

seulement 50% de ces souches ont été sensibles aux sulfamethoxazole/trimethoprime.

2.2 Multirésistance

Par définition, la multirésistance bactérienne signifie «la résistance a plus d’un
antibiotique ». Cependant, aucune définition standardisée n’a encore €té approuvée par la
communauté médicale. L’absence de consensus sur la définition de la multirésistance dans les
protocoles des études cliniques a donné lieu a des données trés difficiles a comparer.

L’une des méthodes les plus employées par divers auteurs et autorités pour caractériser
les organismes en tant que multi-résistants est basée sur les résultats des tests in vitro de la
sensibilité aux antibiotiques, lorsqu’ils testent la résistance a divers agents antimicrobiens
(classes ou sous-classes). La définition la plus frequemment utilisée pour les bactéries a Gram
positif et a Gram négatif est « la résistance a trois classes d’antibiotique ou plus » (Magiorakos
etal., 2012 ; Selles et al., 2018).
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Figure 2.11 : Multirésistance des isolats cliniques étudies.
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Figure 2.12 : Multirésistance des espéces étudiées.

En se basant sur la définition citée ci-dessus, la figure 2.11 montre que la totalité des
isolats testés ont manifesté une résistance a au moins une classe d’antibiotique. Alors que,
64.25% des isolats ont été resistants a 3 classes d’antibiotiques et plus.

En ce qui concerne la résistance des isolats étudies, la figure 2.12 montre des taux de

résistance de 100% envers un seul antibiotique ont été constaté chez 1I’ensembles des isolats.
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Egalement, des taux de résistance allant de 80 & 100 % pour les souches Aerococcus

viridans, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus xylosus ont été enregistrés envers trois
antibiotiques et plus.

Ces taux ¢€levés de résistance et de multirésistance peuvent s’expliquer par :

- Une prescription d’antibiotique sur la base des pathogénes probables issus d’études
antérieures (Teoh et al., 2018).

- Une prescription inutile d’antibiotique pour des indications cliniques incorrectes (Al-
Haroni et Skaug, 2007 ; Mainjot et al., 2009 ; Segura-Egea, 2010).

De plus, cette résistante et multirésistance peut €tre le résultat d’une auto médication et

de sur ou sous dosage des antibiotiques.
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Résultats & Discussion Etude phytochimique et activité antioxydante

1. Huile Essentielle
1.1. Rendement d’extraction
Le tableau ci-dessous montre le rendement moyen (moyenne + écart type) en huile
essentielle calculé en fonction de la matiére végetale fraiche de la plante.
Tableau 2.4: Rendement en huile essentielle.
HE Allium sativum L.
Plante

Rendement 0.173+0.009%

Le rendement moyen en huile essentielle d’ail obtenu lors de cette étude a été de
0.173+£0.009%. L’essence de cette plante est caractérisée par une couleur jaunatre avec une
odeur forte et résistante.

Nos résultats concordent avec ceux retrouvés par Khan et al. (2017) ou le rendement
était de 1.8ml /kg en utilisant une pate d’ail fraiche aprés prés de 2h d’extraction a une
température équivalente & 100°C. Pareillement & Mnayer et al. (2014), Razavi et al. (2011)
et Ncir et al. (2020), qui ont obtenu un rendement de 1300 a 2000 g/t d’ail. En paralléle, un
résultat similaire a celui-ci a été enregistré chez les variétés : nigérienne et turque et qui est de
I’ordre de 0.16% et 0.14%, respectivement. Des rendements supérieurs en huile essentielle de
I’ordre de 0.32% et 0.4% ont été enregistrés, respectivement, a partir des variétés cultivées au
Maroc et en Inde par Douiri et al. (2013) et Lawrence et al. (2011). C’est également le cas des
deux variétés algériennes et d’une variété italienne ou les rendements enregistrés étaient de
0.28+0.09% ; 0.25% ; et 0.30 £ 0.05% (p/p) (Moumene et al., 2016 ; Cassella et al., 2012).

L’étude de Satyal et ses collaborateurs en (2017) a fait I’objet d’évaluer le rendement
en huile essentielle d’ail en utilisant trois méthodes d’extraction, a différentes durées, ou les
rendements enregistrés étaient de 0.2%, 0.22% et 0.18%, respectivement pour
I’hydrodistillation par Clevenger en 3 h, I’hydrodistillation industrielle en 4 h, et la distillation
industrielle par entrainement a la vapeur d’eau en 5 h. Un rendement maximal d’environ 0.78%
a été enregistré par Herrera et al. (2021) en utilisant un équipement d’extraction de type
Clevenger ou I’opération n’a duré que 2h.

D’ailleurs, 1’usage de poudre d’ail déshydratée par différentes maniéres soit a I’air libre
ou au four ou encore lyophilisé avait pour rendement : 0.1%, 0.5% et 0.6% (v/masse séche),
respectivement en utilisant le méme équipement d’extraction pendant 3h (Dziri et al., 2014),
et allant méme jusqu’a 0.75% par extraction par fluide supercritique (Hu et al., 2021). En
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revanche, le rendement le plus inferieur a eté enregistré par Khedri et al. (2010) en utilisant
une variété d’ail qui provient de 1’est algérien (0.09%).

Cette différence dans le rendement peut étre influencée par la température de ’eau, le
temps de distillation et la taille des particules (Khan et al., 2017 ; Ezeorba et al., 2022), ainsi
que par le séchage du matériel végétal (Mirahmadi et al., 2017). En outre, le type de matériel
vegetal utilisé (Croteau, 1986 ; Alvarez-Castellanos et Pascual-Villalobos, 2003 ; Hussain
et al., 2008 ; Hazrati et al.,, 2021), la méthode d’extraction (Croteau, 1986 ; Alvarez-
Castellanos et Pascual-Villalobos, 2003 ; Hussain et al., 2008 ; Hazrati et al., 2021 ;
Herreraetal., 2021) et le séchage du matériel végétal (Mirahmadi et al., 2017 ; Fokou et al.,
2020).

1.2. Analyse de la composition chimique de I’huile essentielle d’ail

La chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme
(FID) ainsi que celle en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/MS) ont permis
de mettre au point la présence de quarante-deux composants qui représentaient 100 % de la
composition chimique de I’huile essentielle d’Allium sativum L. (Tabeau 2.5). Le disulfure de
diallyle Mw=146 étaient le composant majoritaire de cette HE avec un taux de 39.22% suivi
par le trisulfure de diallyle Mw=178 (34.85%), I’isomere de disulfure de diallyle Mw=146
(5.45%), le disulfure d’allyle méthyle Mw=120 (5.20%), le trisulfure d’allyle méthyle Mw=152
(3.75%) et le sulfure de diallyle Mw=114 (3.70%).

Tableau 2.5 : Composition chimique de I’huile essentielle d’ail « Allium sativum L. » par
CG/MS - CG/FID

Pics | TR (min) Constituants %
1 5.49 Allyl mercaptan mw=74 0.13
2 5.95 Ethanol 0.02
3 6.12 Methyl-thiirane mw=74 0.07
4 6.55 Sulfure de methyl-allyle mw=88 0.71
5 8.04 Alpha-pinene 0.01
6 8.94 2-Methyl-4-Pentenal 0.06
7 9.37 Camphene 0.01
8 9.59 Disulfure de dimethyle mw=94 0.19
9 10.59 2-propen-1-ol 0.03
10 10.67 Composé soufré 0.10
11 10.86 Sulfure de propyl-allyle mw=116 0.03
12 12.51 Sulfure de diallyle mw=114 3.70
13 14.32 Sulfure de diallyle isomere mw=114 0.05
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Tableau 2.5 : Composition chimique de I’huile essentielle d’ail « Allium sativum L. » par
CG/MS — CG/FID (suite)

Pics | TR (min) Constituants %
14 14.76 Sulfure de diallyle isomere mw=114 0.05
15 15.41 1.8-Cineole 0.03
16 16.76 Disulfure de methyl-propyle mw=122 0.03
17 17.92 2.4-Dimethyl-Thiophene mw=112 0.01
18 18.55 Disulfure de methyl-allyle isomere mw=120 0.13
19 19.55 Disulfure de methyl-allyle mw=120 5.28
20 20.01 Disulfure de methyl-allyle isomere mw=120 0.44
21 25.58 Trisulfure de dimethyle mw=126 2.34
22 28.78 Tisulfure de propyl-allyle isomere mw=148 0.17
23 29.29 Tisulfure de propyl-allyle isomere mw=148 0.01
24 29.32 Isochrysanthenone 0.02
25 31.04 Disulfure de diallyle isomere mw=146 1.28
26 32.22 Disulfure de diallyle mw=146 39.22
27 32.49 Disulfure de diallyle isomere mw=146 5.45
28 34.10 Camphre 0.05
29 34.62 Composé thiourée 0.99
30 35.02 Trisulfure de methyl-propyle mw=154 0.03
31 38.93 Trisulfure de methyl-allyle mw=152 3.75
32 47.29 Composé mw=180 0.03
33 47.55 3-Vinyl-1.2-Dithiacyclohex-4-ene mw=144 0.31
34 51.02 Trisulfure de diallyle mw=178 34.85
35 53.70 3-Vinyl-1.2-Dithiacyclohex-5-ene mw=144 0.31
36 55.04 Composé mw=166 0.03
37 70.67 Composé alcool 0.01
38 73.93 Composé aromatique 0.01
39 75.29 Eugenol 0.01
40 81.27 Composé soufré 0.02
41 85.62 Composé aromatique 0.01
42 102.97 Acide palmitique 0.04

Total 100.00

Le profil chimique de I’HE testée dans cette étude est conforme a ce qui a été rapporté
dans la littérature sauf la présence des isomeres. En effet, I’analyse de I’HE d’A. sativum a
révélé que les composes contenant du soufre, notamment le disulfure de diallyle, le trisulfure
d’allyle et le tétra-sulfure de diallyle, étaient les constituants les plus abondants, et leurs
concentrations se situaient dans la fourchette rapportée dans des études antérieures. Ces
composés sont bien connus pour leurs propriétés antifongiques, antibactériennes, acaricides,
nématicides, antivirales et insecticides (Mnayer et al., 2014 ; Satyal et al., 2017 ; Wang et
al., 2019 ; Hosseini et al., 2020).
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En examinant les données de la recherche, dans I’ensemble, environ deux a trois
composants principaux ont été signalés, y compris DAS, DADS (17.5-38.4%), DATS (23.35-
48.24%) ainsi que le trisulfure d’allyle méthyle (7.7-10.4%) (Dziri et al., 2014 ; Mnayer et
al., 2014 ; Guerrero et al., 2019 ; Wang et al., 2019 ; Lin et al., 2022 ; Pereira et al., 2021).

De méme, Thyu et al. (2020) ont également apercu des niveaux éleves de disulfure
d’allyle (28.4%), et de trisulfure d’allyle (22.8%), de disulfure d’allyle (E)-1-propényle (8.2%),
de trisulfure d’allyle méthyle (6.7%) et de tétrasulfure de diallyle (6.7%).

Plusieurs études antérieures font état de similitudes et de différences entre les principaux
composés des huiles essentielles d’ail. Mnayer et al. (2014) ont rapporté que I’huile essentielle
extraite & partir d’ail acheté dans un supermarché local de la province d’Avignon (France)
étaient dominée par le disulfure de diallyle (37.90%), le trisulfure de diallyle (28.06%), le
trisulfure d’allyle méthyle (7.26%), le sulfure de diallyle (6.59%), le tétrasulfure de diallyle
(4.14%) et le disulfure d’allyle méthyle (3.69 %). De méme, Sommano et al. (2016) ont montré
que la composition de I’huile essentielle de la variété mexicaine d’Allium sativum L. était
dominée par : le disulfure de diallyle (42.46%), le disulfure d’allyle méthyle (15.25%), le
trisulfure de diallyle (12.52%), le trisulfure d’allyle méthyle (10.36%), le sulfure de diallyle
(6.96%), le sulfure de méthylallyle (3.15%) et le tétra-sulfure de diallyle (1.09%). Alors que la
composition présentée par Khadri et al. (2010) dans leur étude montrant que 1’huile essentielle
d’ail récoltée dans la région d’El Harrouch a Skikda (Algérie) contient le trisulfure d’allyle
méthyle (34.61 %), le disulfure de diallyle (31.65 %), le disulfure d’allyle méthyle (9.27 %), le
sulfure de diallyle (6.8 %), le trisulfure de diallyle (1.47 %) et le tétra-sulfure de diallyle (4.92
%) comme composés majoritairement détéctés. Les huiles essentielles d’ail des variétés
chinoise, tunisienne et égyptienne étaient caractérisées par un profil chromatographique dominé
par le trisulfure de diallyle (35.30 % a 50.92 %) et le disulfure de diallyle (27.47 % a 29.10 %)
(Sommano et al., 2016). Les mémes auteurs ont rapporté que les composés majeurs de I’huile
essentielle d’ail récoltée au Maroc étaient : le trisulfure de di-2-propényle (46.52%), le disulfure
de di-2-propényle (14.30%), le trisulfure de méthyle 2-propényle (10.88%) alors que cette huile
contient peu de disulfure de diallyle (0.46%) et pas de trisulfure de diallyle (Sommano et al.,
2016).

Moumene et al. (2016) ont noté que le trisulfure d’allyle et le disulfure de diallyle sont
les principaux composants de I’huile essentielle d’ail rouge et blanc cultivées a I’Institut
Technique des Cultures Maraichéres et Industrielles (ITCMI) de la wilaya de Sidi Bel Abbés

avec des pourcentages variables pour chaque plante.
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Satyal et al. (2017) ont donné la composition chimique de I’huile essentielle d’Allium
sativum L. collectée en Espagne et extraite par trois méthodes différentes, a savoir
I’hydrodistillation de type Clevenger, la distillation industrielle a la vapeur et I’hydrodistillation
industrielle. Ces auteurs ont noté que le profil chromatographique de cette huile était dominé
par le trisulfure de diallyle, le disulfure de diallyle, le trisulfure d’allyle méthyle et le disulfure
d’allyle méthyle pour la technique d’hydrodistillation de type Clevenger et d’hydrodistillation
industrielle avec des concentrations variables. Alors que le disulfure de diallyle suivi du
trisulfure d’allyle méthyle, du diallyl le trisulfure et le disulfure d’allyle méthyle sont les
principaux composés de cette huile essentielle extraite par distillation industrielle a la vapeur.

Plusieurs autres rapports ont montré que I’huile essentielle des bulbes d’ail contient
environ 10-18 composants qui sont comparativement plus faibles que ceux trouvés dans notre
enquéte (Kiralan et al., 2012 ; Dziri et al., 2013 ; Ghassemi et Raei, 2021). Contrairement a
notre étude, le principal constituant dans ces études était le trisulfure de diallyle allant de
24.23% a 50.43%, suivi par le disulfure de diallyle avec une concentration de 19.87% 25.30%
(Zhao, 2013 ; Dziri et al., 2014 ; Zabihi et al., 2017 ; Bedini et al., 2020).

Cependant, il existe une variation considérable dans la composition chimique de I’huile
essentielle d’ail. Par exemple, les principaux composants rapportés dans I’étude de Kiralan et
al. (2012) et Ghassemi et Raei (2021) étaient le trisulfure de di-2-propényle, le disulfure de
méthyl-2-propényle, le sulfure de diallyle et le trisulfure de méthyl-2-propényle.

Toutefois, Martinez et al. (2011) et Kocic-Tanackov et al. (2012) ont enregistré la
présence du 1,2-dithiolane (3.12%), le disulfure d’allyle méthyle (3.07%), le 1,3-dithiane
(2.12%) et le trisulfure d’allyle méthyle (2.08-11.28%) en plus du trisulfure de diallyle,
disulfide de diallyle, le sulfure de diallyle, le tétrasulfure de diallyle.

La variété marocaine contenait du tétradécane a forte concentration a cété du diallyl
disulfure, de diallyl tétra-sulfure, de disulfure, de bis (1,1- diméthylpropyle) et de I’acide
oléique (4.95-11.50%) (Othman et al., 2020).

De méme, Behbahani et Fooladi (2017) ont noté la présence du 5-chloroacétaldéhyde
comme principal composé (45.6%), suivi du disulfure de méthylthiométhyle (28.2%), du
pentiophéne (5.4%), du tricosane (5.2%), du trisulfure de diméthyle (4.5%), du carvacrol
(1.2%) et du thymol (0.5%). Cependant, I’étude de Shalaby et al. (2011) a révelé la dominance
du disulfure de di-2prophényle (25.18%), du trisulfure de méthyl-2-propényle (23.8%) et du
trisulfure de di-2-propényle (21.05%).

Les HEs représentent une fraction mineure de l’arrangement globale des plantes
aromatiques (moins de 5% de la matiére séche végétale). En effet, plusieurs facteurs pourraient

influencer leur composition y compris ; les facteurs édaphiques (la variation génétique,
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I’écotype, I’emplacement géographique, 1’application d’engrais, le climat, le stress pendant la
croissance, la culture, et la fertilisation, la récolte et la pré-distillation, saison de la récolte,
prétraitement de la biomasse et les conditions de stockage de la matiére végétale d’origine)
(Nazzaro et al., 2017 ; Sestelo et Carrillo, 2020 ; Kodera et al., 2020 ; Yamaguchi et
Kumagai, 2020). De plus, la température de 1’eau, la durée d’extraction, et la surface de contact
(tailles des particules) sont des facteurs affectant la composition chimique pendant
I’hydrodistillation. (Croteau, 1986 ; Alvarez-Castellanos et Pascual-Villalobos, 2003 ;
Hussain et al., 2008 ; Fokou et al., 2020 ; Hazrati et al., 2021). De méme, les solvants de
différentes polarités extraient différents groupes de composes (Cowan, 1999).
Additionnellement, les proportions relatives de sulfides dans la composition chimique de cette
HE varient en fonction de la température et de la durée d’extraction, ou des deux a la fois (Zhao,
2013). En plus, Touihri et al. (2015) ont montré que les conditions climatiques et
géographiques influencent la teneur en composés majoritaires de I’HE.

Cependant, afin d’obtenir une HE de composition constante, il faut I’extraire dans les
mémes conditions voire a partir du méme organe, poussé sur le méme sol, sous le méme climat
et qui a été cueillie pendant la méme saison (Sestelo et Carrillo, 2020).

1.3.  Activité antioxydante de I’huile essentielle d’ail

L’évaluation idéale et compléte des propriétés antioxydantes de I’huile essentielle ne
peut se réaliser sans 1’association de différentes techniques et mécanismes qui aboutiront a un
des résultats efficaces des potentiels antioxydants. Deux méthodes sont employées : le piégeage
du radical libre DPPH et le pouvoir réducteur FRAP.

Les différents tests ont été menés sur I’huile essentielle d’ail et des standards et a
différentes concentrations. Les ECxo et les ICso calculées sont rapportées dans le tableau 2.6.

Pour le test du pouvoir réducteur, une faible ECso correspond a une forte capacité
réductrice (Chang et al., 2007). De méme, dans les tests aux DPPH un faible 1Csg indique une

meilleure capacité de piégeage des radicaux libres (Lim et Tee, 2007).
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Tableau 2.6 : Résultats de I’activité antioxydante de ’huile essentielle d’ail et des

molécules de référence.

Pouvoir réducteur (ECso) mg/ml DPPH (ICs0) mg/ml
Quercetine 24,62 +1.95 X 103 8.52+ 0.52 X 10°%
Acide Gallique - 12.86 +3.37 X 103
Acide Ascorbique 53.31+0.21 X 103 8.39+ 0.24 X 10°%
HE Allium sativum L. 6.54 + 0.63 51.12+11.77°

Chaque valeur du tableau est représentée sous forme de moyenne + SD (n = 3). Les moyennes ne
partageant pas la méme lettre sont significativement différentes (LSD) au niveau de probabilité P <0,05 dans

chaque colonne

Les valeurs de I’ECso et de I’ICso de I’huile essentielle d’Allium sativum L. étaient
respectivement de 6.54+0.63 mg/ml et de 51.12+11.77 mg/ml. Ces valeurs sont trés élevées par
rapport aux molécules standards (tableau 2.6).

Toutefois, la comparaison de nos résultats de I’huile essentielle d’ail a ceux de ’acide
ascorbique nous permet de conclure qu’elles représentent un pouvoir antioxydant plus faible
que celui de la molécule standard.

Ndoye Foe et al. (2016) ont rapporté que I’ECso de I’huile essentielle d’Allium sativum
était de 5.33+0.01ug AAE/mg. Cette valeur est 1000 fois plus faible que celle enregistrée dans
cette étude.

La plupart des études ont démontré une faible 1Cso par rapport a celle obtenue dans la
présente étude, y allant de 0.5 mg/ml a 7.67 mg/ml (Lawrence et al., 2011 ; Mnayer et al.,
2014 ; Herrera-Calderon et al., 2021).

De méme, Akinyemi et al. (2018) ont observé une différence significative dans la
capacité de piégeage des radicaux libres DPPH entre I’huile essentielle d’ail (ICso = 24.8 pg/ml)
et I’acide ascorbique (ICso = 61.5 pg/ml).

L’activité antioxydante de I’ail est due a sa richesse en composés sulfurés qui
représentent les principaux constituants de cette huile essentielle (Mnayer et al., 2014). Dans
la présente étude, les principaux composés de I’huile essentielle d’Allium sativum étaient le
disulfure de diallyle (39.22%) suivi du trisulfure de diallyle (34.85%). Cependant, I’isomere du
disulfure de diallyle, le disulfure d’allyle et de méthyle, le trisulfure d’allyle et de méthyle et le
sulfure de diallyle étaient présents en faibles quantités. Bien que la présence du disulfure de
diallyle et du trisulfure de diallyle dans I’huile d’ail brise la chaine des radicaux libres par le
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don d’atomes d’hydrogéne qui neutralisent les radicaux DPPH et augmentent par conséquent
I’activité antioxydante (Dewi et al., 2017).

Selon Amorati et al. (2008 et 2013) qui ont constaté que le disulfure de diallyle et le
méthyl sulfure d’allyle n’ont pas d’activité antioxydante en tant qu’inhibiteurs de I’auto-
oxydation controlée de I’isopropylbenzéne ou du styréne. Ces mémes auteurs ont suggéré que
ces composés sont oxydés avec le substrat. Néanmoins, I’ail soluble dans I’eau a une activité
antioxydante supérieure a celle de I’huile d’ail parce que 1’ail soluble dans I’eau contient du N-
acetylcysteine, un dérivé de I’acide aminé L-cystéine qui a I’activité antioxydante la plus élevee
parmi les composés organo-sulfurés. En outre, des études antérieures ont montré que I’ail
contient des composés organo-sulfurés, des flavonoides et des polyphénols stables et que les
composés phénoliques sont des antioxydants plus efficaces que les composés non phénoliques

tels que le sulfure d’allyle (Dewi et al., 2017).
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Résultats & Discussion

Etude de I’activité antimicrobienne

1. Activité antibactérienne des huiles essentielles

1.1 Technique de diffusion sur disque

Parmi les 35 souches isolées des caries dentaires appartenant aux différents genres

bactériens, le test de sensibilité a été réalisé sur neufs isolats bactériens multirésistants (Résistant a

plus de trois classes d’antibiotiques) et une souche de références.

Les diametres des zones d’inhibition des souches étudiées sous I’action de I’huile

essentielle d’ail sont représentés dans le tableau 2.7.

Tableau 2.7 : Halos d’inhibition en (mm) (moyenne =+ écart type) provoqués par I’huile essentielle

testée.

Isolats Diamétre d’inhibition* Appréciation
Aerococcus viridans 1 9+1.63 Sensible
Aerococcus viridans 2 70 Résistant
Aerococcus viridans 3 8+0 Résistant
Aerococcus viridans 4 7.33+0.57 Résistant

Staphylococcus epidermidis 14.33+1.15 Sensible
Staphylococcus epidermidis 4510 Extrémement sensible
Staphylococcus epidermidis AZD Résistant
Staphylococcus epidermidis AZD Résistant
Staphylococcus xylosus 15.66+0.58 Trés sensible
Staphylococcus aureus ATCC 6538 16+1 Trés sensible

*Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diametres de la zone

d’inhibition.

AZD : Aucune zone d’inhibition
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Figure 2.13: Effet de I’HE de Allium sativum L. sur

Aerococcus viridans

Figure 2.14: Effet de I’'HE de Allium sativum L. sur
A : Staphylococcus aureus ATCC 6538 et B : E. coli ATCC 25922.

Les résultats obtenus indiquent que I’huile essentielle d’ail a exercé un effet inhibiteur vis-
a-vis de quelques souches testées avec des zones d’inhibition allant de 9 a 45mm. La zone
d’inhibition la plus élevée a été constatée a 1’égard de Staphylococcus aureus ATCC 6538 avec un

diamétre de 16mm suivie par celui observé vis-a-vis de Staphylococcus xylosus (15.66 mm).
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Cependant, un halo de 14.33mm a éte enregistré contre Staphylococcus epidermidis. Toutefois, une
seule souche d’Aerococcus viridans a été sensible a cette HE ave une zone d’inhibition de 9mm.

En se basant sur I’étude de Ponce et al. (2003), les résultats de la présente étude nous ont
permis d’obtenir une souche de Staphylococcus epidermidis et d’Aerococcus viridans sensibles a
I’HE d’A. sativum. En revanche, une souche de Staphylococcus xylosus et une autre souche de
Staphylococcus aureus ATCC6538 ont été classés comme trés sensibles a cette huile (tableau 2.7).
Alors qu’un isolat de Staphylococcus epidermidis a été révélé comme extrémement sensible.
Tandis que, cing autres isolats (3 Aerococcus viridans et 2 Staphylococcus epidermidis) ont été
résistantes a cette HE.

Plusieurs études ont montré une activité antibactérienne de I’HE d’A. sativum a 1’égard de
Staphylococcus aureus avec un diamétre d’inhibition allant de 12 8 20 mm (Chekki et al., 2014 ;
Mnayer et al., 2014 ; Chekroud et al., 2019).

Alors que des diametres d’inhibition de 10.2mm, 11mm et 11.5mm pour des concentrations
respectives de 5%, 10% et 15% d’HE d’A. sativum L. contre Staphylococcus aureus ont été
enregistrés par Pratama et Perangin-angin (2022). De méme, Moumene et al. (2016) ont
rapporté que cette espéce manifeste une sensibilité envers I’HE d’A. sativum in-vitro avec un
diametre d’inhibition allant de 9 a 11mm.

Benkeblia (2004) a noté une faible inhibition a I’égard de Staphylococcus aureus avec des
halos variant de 6.3 & 9.3 mm en utilisant différentes concentrations d’HE d’ail allant de 50 a 500
ml/l. Cependant, une zone d’inhibition compléte de 90 mm contre Staphylococcus aureus exercée
par ’HE d’A. sativum a été démontrée par Torpol et al. (2018).

L’efficacité antibactérienne de 1’huile essentielle d’A. sativum est due & sa richesse en
composés organo-sulfurés (Torpol et al., 2018). Bhatwalkar et al. (2021) rapportent « deux
principaux mécanismes d’action des composés organo-sulfurés de I’ail :

(1) la réaction des composeés de I’ail au groupe sulfhydryle libre sur les protéines et/ou les
enzymes pour les inactiver Bhatwalkar et al. (2021).

(2) la perturbation de la composition et de I’intégrité de la membrane cellulaire bactérienne
et/ou de la paroi cellulaire » Bhatwalkar et al. (2021).

En outre, certains travaux suggerent que les composés de I’ail pourraient également avoir
un effet global sur la synthese de I’ADN, de I’ARN et des protéines » Bhatwalkar et al. (2021).
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1.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la
concentration minimale bactéricide (CMB)

L huile essentielle de I’A. sativum a été testée par la méthode de dilution en milieu liquide
(micro-dilution) sur 4 isolats cliniques des personnes souffrant de carie dentaire et deux souches
de références (E. coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 6538). Les CMI et les CMB
des huiles essentielles étudiées sont présentées dans le tableau 2.8.

Tableau 2.8: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales
bactéricides (CMB) mg/ml (n =3).

ISOLATS CMI CMB
Staphylococcus epidermidis 9.5 >90.5
Staphylococcus epidermidis 9.5 >0.5

Staphylococcus xylosus 9.5 >90.5

Staphylococcus aureus ATCC >95 >90.5
6538

Aerococcus viridans 9.5 >9.5

E. coli ATCC 25922 >9.5 >9.5

Une concentration minimale inhibitrice d’une valeur de 9.5 mg/ml a été constatée pour
inhiber la croissance de quatre isolats testés (2 isolats de Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus xylosus et Aerococcus viridans). Cependant, des valeurs supérieures a 9.5mg/ml
sont nécessaires pour inhiber la croissance des deux souches de références (E. coli ATCC 25922 et
Staphylococcus aureus ATCC 6538).

Nos résultats sont en accord avec ceux des études précédentes ou les bactéries a Gram
négatif sont plus résistantes aux huiles essentielles que les bactéries a Gram positif. Selon Trinetta
et al. (2017) cela est d0 a la barriére protectrice créée par les lipopolysaccharides membranaires a
caractére hydrophile contre les composes hydrophobes des huiles essentielles.

Le pouvoir antibactérien de I’huile essentielle d’ail est di a la présence des différents
groupements sulfure qui endommage les cellules microbiennes en réagissant avec le groupe
sulfodryle (SH) des protéines cellulaires pour générer des disulfures mixtes (Kyung, 2012), inhiber
les enzymes thiol protéases et I’enzyme alcool déshydrogénase (Hyldgaard et al., 2012 ; Martins
et al., 2016).
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2. Activité antifongique

2.1 Détermination de la sensibilité

Les observations effectuées sur ’effet de I’'HE d’Allium sativum L. sur la croissance des
isolats de Candida testées et une souche de référence (Candida albicans ATCC 25923) sont
représentées dans le tableau 2.9 et les figures 2.15 et 2.16.

Tableau 2.9: Halos d’inhibition en (mm) provoqués par I’huile essentielle testée.

Isolats Diameétre d’inhibition
Candida albicans 1 >85
Candida albicans 2 >85
Candida albicans 3 >85
Candida albicans 4 >85
Candida albicans 5 >85
Candida albicans 6 >85
Candida albicans ATCC 25923 >85

La sensibilité des espéces fongiques a I’HE d’A. sativum a été déterminée selon le diametre
d’halo d’inhibition par la technique de diffusion sur gélose. Les résultats de ce test cités dans le
tableau si dessus montrent I’ efficacité de I’huile essentielle d’ail sur les isolats cliniques de Candida
albicans ainsi que sur la souche de référence utilisée avec des zones d’inhibition indéterminée
(>85mm), respectivement. Aprés 48 h d’incubation, aucune colonie n’a poussé sur les différentes
boites de Pétri ensemencées en présence de disque imbibé de Sul (4.25 mg) d’huile essentielle d’ail
en comparaison avec les boites témoins qui sont toutes couvertes de colonies.

L’huile essentielle d’Allium sativum a prouvé une bonne activité antifongique contre les 6
souches de C. albicans ainsi que la souche de référence en comparaison avec son activité

antibactérienne.
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Figure 2.15: Résultat du test de sensibilité de 1’huile essentielle d’ail vis-a-vis d’un isolat

clinique de C. albicans

Figure 2.16: Résultat du test de sensibilité de I’huile essentielle d’ail vis-a-vis de C.
albicans ATCC 25923.

Une bonne activité antifongique de I’HE d’ail a été exercé vis-a-vis des souches de Candida
albicans en comparaison a d’autres HEs (thym, Aloé vera, cannelle) aprés 24h d’incubation.
Celle-ci a été traduite par un diamétre d’inhibition de 80mm (ou 8cm) (Sadeghi et al., 2016).
Cependant, cette espéce était moins sensible selon les résultats de Ashraf et al. (2019) et

Mahmoud et al. (2020) ou le diametre d’inhibition mesure 18.1mm et 42mm, respectivement.
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L’étude de Sadeghi et al. (2016) a montré une bonne activité antifongique vis-a-vis des C.
albicans. Cela peut étre attribué aux composés soufrés contenus dans I’huile essentielle d’ail. Ces
derniers ont montré un pouvoir inhibiteur des enzymes (Beuchat, 1989) qui influence par la suite
la synthese des acides gras, des lipides et des molécules d’ADN et d’ARN.

2.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’HE d’A. sativum L. a été testée par la méthode de dilution en milieu liquide (micro-
dilution) sur 6 isolats cliniques de Candida albicans associés aux caries dentaires humaines et une
souche de référence. Les CMI et les CMF obtenues sont présentées dans le tableau 2.15.

Tableau 2.10 : Les CMI et CMF testées de I’HE d’A. sativum nécessaires pour 1’inhibition

totale de la croissance fongique in-vitro en pg/ml (n=3).

Isolats CMI CMF CMF/CMI
Candida albicans 1 593.75 593.75 1
Candida albicans 2 296.875 296.875 1
Candida albicans 3 593.75 593.75 1
Candida albicans 4 593.75 593.75 1
Candida albicans 5 296.875 296.875 1
Candida albicans 6 296.875 296.875 1
Candida albicans ATCC 25923 296.875 296.875 1

Le tableau ci-dessus montre les résultats de I’activité antifongique de I’'HE d’A. sativum.
Cette derniére a exercé une forte activité antifongique. La concentration 593.75ug.ml? a été
suffisante pour inhiber la croissance de 3 souches de Candida albicans bien qu’une concentration
plus faible de 1’ordre de 296.875ug/ml était suffisante pour I’inhibition des 3 autres isolats de
Candida albicans en plus de la souche standard.

Nos résultats concordent avec ceux présentés dans 1I’étude de Li et ses collaborateurs
(2016) ou I’'HE d’ail a exercé une forte activité antifongique avec une CMI de ’ordre de 0.35
pug/mL vis-a-vis des souches de Candida albicans. Des résultats similaires ont été cités par
Mirabadi et al. (2019) ou la détermination de la CMI et de la CMF s’est faite par la méme
technique sur différentes souches de Candida. En Comparant les résultats obtenus, le Candida
albicans était le plus sensible a cette huile avec des faible CMI et CMF a raison de 0.4ug/ml et
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0.7ug/ml, respectivement. De méme, une bonne activité fongistatique a été exercée par I’HE d’A.
sativum contre les souches de C. albicans référenciées (Figueira et al., 2023).

Par ailleurs. Mendoza-Juache et al. (2017) ont rapporté que les isolats cliniques de
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis et Candida krusei isolées des prothéses
dentaires étaient plus sensibles a I’huile essentielle d’A. sativum par rapport au fluconazole, tant
dans les formes planctoniques que dans les biofilms.

En revanche, les résultats de la CMI ainsi que de la CMF mentionnés dans 1’étude conduite
par Bedini et al. (2020) étaient supérieurs aux résultats des études précédentes et qui étaient de
I’ordre de 1 pl/ml et 5 pl/ml, respectivement.

Le Candida albicans est I’espéce pathogéne la plus agressive du genre Candida. Elle est
fréquemment rencontrée et a 1I’origine des infections de la muqueuse buccale. A I’heure actuelle,
plusieurs études rapportent 1’échec et la résistance aux traitements de plusieurs formulations
médicamenteuses antifongiques (Morschhauser, 2002). Ce qui remet en cause le caractere
chronique et aigué ou parfois récidive de la maladie. La prolongation de ces traitements emmene a
des effets secondaires, ce qui oblige a limiter 1’usage de telles substances (Pa, 2002).

A cet égard, les chercheurs ont fait recours aux huiles essentielles, qui ont été utilisés avec
succés pour inhiber la croissance fongique (Rahimi et al., 2014). Particulierement, 1’huile
essentielle qui possede un potentiel antifongique grace a ses composés soufrés tels que le diallyl
sulphide et le methyl allyl disulfide, qui peuvent fendre la couche externe des lipopolysaccharides
fongiques et bactériens, suivi de la dégradation de la membrane externe et une fuite cytoplasmique
(Ezeorba et al., 2022). Les azolés ont une toxicité sélective contre les champignons car ils
interférent avec la synthése de I’ergostérol, un stérol unique dans la membrane fongique, et
n’affectent pas la membrane cellulaire. La cible des traitements antifongiques est bien I’ergostérol
de la membrane plasmique fongique. La résistance du Candida au traitement est généralement la
conséquence du remplacement de I’ergostérol par une molécule précurseur ou d’une réduction
générale du stérol dans la membrane plasmique (Parvu et al., 2019).

En outre, I’huile essentielle d’ail avait un effet antifongique dépendant du temps et de la
dose sur les cellules de C. albicans. Les huiles essentielles ont la capacité¢ de s’intégrer a la
membrane cytoplasmique grace a leurs caractére lipophilie (Rassoli et Owlia, 2005 ; Nogueira et
al., 2010). De ce fait, les membranes des organites cellulaires seront ainsi endommagees apres
traitement a 1’huile essentielle telles que les mitochondries et les vacuoles menant a la mort

cellulaire (Li et al., 2016).
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Pareillement, I’expression génétique de C. albicans a été séverement altérée par le
traitement a I’huile essentielle d’A. sativum, notamment les genes critiques liés a la réponse aux
médicaments, au systeme génétique impliqués dans les processus d’oxydation-réduction essentiels
aux processus biochimiques in-vivo, avec des fonctions de régulation essentielles pour la
transduction des signaux cellulaires et la transcription des genes, a I’expression des génes
différentiellement liés a la pathogenese et qui sont associées a la phosphorylation oxydative, au
cycle cellulaire, au traitement des protéines dans le réticulum endoplasmique, au métabolisme de
la pyrimidine, a la méiose, au transport de I’ARN, a la biogenése des ribosomes et a la dégradation
de I’ARN. De nombreuses protéines sont éliminées ce qui a entrainé des perturbations importantes
du métabolisme cellulaire normal et des fonctions physiques de C. albicans (Li et al., 2016).

De plus, des analyses de cytotoxicité qui peuvent contribuer encore plus au domaine de la
dentisterie et aux études impliquant des infections buccales par Candida spp. ont été réalisées pour
garantir 1’'usage de I’HE (L.i et al., 2016). L’ail étant non chimique, non synthétique, sans effet
indésirable et riche en composés bioactifs dont I’allicine, il peut étre utilisé comme une bonne
alternative pour soulager les différentes pathologies fongiques buccales (Sasi et al., 2021).

D’apres nos résultats, le rapport CMF/CMI a été de 1 pour tous les isolats cliniques et la
souche de référence (inférieur a 4). En se référant a Cutler et al. (1994), I’HE d’A. sativum a un

pouvoir fongicide vis-a-vis de ces souches fongiques testées.
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Conclusion et perspectives

La présente étude a permis d’isoler des bactéries susceptibles de provoquer 1’apparition des
caries dentaires et de tester leur sensibilité envers de multiples familles d’antibiotiques pour en
déterminer le taux de multirésistance et de procurer par la suite un moyen naturel pour les controler.

La fréquence d’isolement des genres ciblés a concerné majoritairement 4. viridans, a raison
de (45.71%), dans le méme contexte, des taux de (17.14%, 14.29%, 11.29%, 5.71%) sont
enregistrés pour les espeéces Candida albicans, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, et Klebsiella respectivement.

Une multirésistance remarquable a 1’égard de plusieurs classes d’antibiotiques a été
enregistrée avec des taux allant de 50 a 100% en fonction des isolats.

L’analyse de I’'HE d’A4. sativum L. a révélé que le disulfure de diallyle était le composant
majoritairement enregistré avec un taux de 39.22% suivi par le trisulfure de diallyle (34.85%), de
I’isomére de disulfure de diallyle (5.45%), le disulfure d’allyle méthyle (5.20%), le trisulfure
d’allyle méthyle (3.75%) et le sulfure de diallyle (3.70%).

Pour ce qui est de I’activité antioxydante, les résultats étaient plus mitigés. En effet, la
comparaison de nos résultats de I’HE d’ail a ceux de 1’acide ascorbique nous a permis de conclure
qu’elle représente un pouvoir antioxydant plus faible que celui de la molécule standard. L’essai de
piégeage des radicaux DPPH a révélé une concentration inhibitrice médiane (IC50) de 51.12+11.77
mg/ml, tandis que 1’essai du pouvoir réducteur ferrique a enregistré une concentration efficace
médiane (EC50) de 6.54 £ 0.63 mg/ml.

De méme, pour I’activité antimicrobienne, 1’huile essentielle d’A. sativum a exercé une
activité fongicide vis-a-vis de Candida albicans avec une CMF allant de 296.875 a 593.75 pg/ml.
Cependant, cette huile essentielle avait un effet bactériostatique a 1’égard des bactéries isolées des
caries dentaires.

Ces résultats peuvent fournir une base utile concernant les effets thérapeutiques présumés
des HEs d’ail pouvant appuyer leur application comme traitement alternatif. Cependant, d’autres
investigations in vitro sur des sites différents de la cavité buccale confortées par des essais cliniques
in vivo seraient nécessaires pour justifier 1’utilisation potentielle de ces huiles essentielles comme

agents thérapeutiques pour le contrdle des caries dentaires.
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Annexes

Annexe | : Composition de quelques milieux de culture utilises.

BHIB : Bouillon cceur cervelle

Ingrédients

Quantités (gramme/litre)

Infusion cceur-cervelle (matiéres solides) 8.0
Digestion peptique de tissu animal 5.0
Digestion pancréatique de caséine 16.0
Chlorure de sodium 5.0
Glucose 2.0
Phosphate d’hydrogene disodique 2.5
Gélose 135

pH=7.4+0.2

Gélose MacConkey
Ingrédients

Quantités (gramme/litre)

Peptone pancréatique de gélatine
Tryptone
Peptone pepsique de viande
Lactose
Sels biliaires
Chlorure de sodium
Rouge neutre
Cristal violet
Agar bactériologique
pH=7.1+0.2.

17,00
1,00
1,50
10,0
1,50

5,0

0.030

0.001
13,5

Geélose miuller —Hinton

Ingrédients

Quantités (gramme/litre)

Infusion de viande de beeuf
Hydrolysat de caseine
Amidon
Agar
pH7.4+0.2

2,00
17,5
1.50
17.0

Bouillon muller —Hinton

Ingrédients

Quantités (gramme/litre)

Infusion de viande de beeuf
Hydrolysat de caseine
Amidon
pH=7.4+0.2

2,00
17,5
1.50
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Sabouraud + chloramphénicol

Ingrédients Quantités (gramme/litre)
Glucose 20
Peptone 10
Agar agar 15
Chloramphenicol 0.5
pH =6

Sabouraud + chloramphénicol + chlorure de 2, 3, 5-triphenyl-tetrazolium (TTC)

Ingrédients

Quantités (gramme/litre)

Sabouraud dextrose 2% 44.60
Chloramphénicol 0.25
Gentamicine 0.10
TTC 0.05

pH=6

Milieu chromagar Candida

Ingrédients

Quantités (gramme/litre)

Mélange de peptone
Mélange chromogene spécial
Chloramphénicol
Agar peptone

10
22
0.5
15
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Annexe Il : Résultats du test de la recherche de la DNase

Apparition d’une zone claire autour de la strie :

Résultat positif (Fleche rouge).
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Annexe Il : Résultats de I’indentification bactérienne par galeries Api

Résultats de la galerie Api 20F.
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Annexe 1V : Résultats de I’indentification des Candida albicans

Resultat du test de Blastese

Resultat du Test de chlamydosporulation




Annexes

Annexe V : Activités antioxydantes

ABS FRAP Acide ascorbique
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%
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Annexe VI : Profil chromatographique (CG-MS/CG-FID)

KRRIAND

Jal JJ| LJMU

Profil chromatographique d’huile essentielle d’Allium sativum L.

VIl
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Annexe VI : Résultats de ’aromatogramme : méthode des microdilution

Détermination de la concentration minimale inhibitrice de ’huile essentielle
d’ail vis-a-vis de deux isolats de Candida albicans.

Détermination de la concentration minimale inhibitrice de ’huile essentielle
d’ail vis-a-vis d’un isolat d’Aerococcus viridans.
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CHEMICAL COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF
ALLIUM SATIVUM L. ESSENTIAL OIL AGAINST MDR BACTERIA
ISOLATED FROM BUCCAL CAVITY AFFECTED BY CARIES
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Abdelkader® and Kadari Yamina*®
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Natural remedies have proven to be very effective and have fewer side effects than
commercial antibiotics. The objectives of this work were to determine the chemical compounds
and biological (antibacterial and antioxidant) activities of Allium sativum L. essential oil against
three multi-drug strains of bacteria isolated from buccal cavity affected by caries namely
Aerococcus viridans, Staphylococcus epidermidis, and S. xylosus. The essential oil was extracted
by hydrodistillation, chemical compounds were quantified by gas chromatography-mass
spectrometry and gas chromatography with flame ionization detection. 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay and ferric reducing power were used to study
antioxidant activity. Antibacterial activity was carried out by the disk diffusion method. The
average vyield of the essential oil was 0.173+0.009% (w/w). All tested strains were resistant to
three different classes of antibiotics. Diallyl disulfide (39.22%) and diallyl trisulfide (34.85%)
were the main components of Allium sativum L. essential oils. DPPH radical scavenging assay
showed the median inhibitory concentration (ICso) value of 51.12+11.77 mg/ml, while the ferric
reducing power assay recorded the median effective concentration (ECs) value of 6.54 + 0.63
mg/ml. The results showed that all multidrug-resistant bacteria strains tested are sensitive to
essential oils. The results indicate that Allium sativum L. essential oil exercises good in-vitro
antibacterial and weak to moderate in-vitro antioxidant activities.

Keywords: Allium sativum L., essential oil, antibacterial activity, antioxidant activity, multidrug-
resistant bacteria
INTRODUCTION and oral cancers®. Some potential sources of
natural compounds are essential oils, which
Nowadays, natural remedies have proven to exert an antimicrobial, antiseptic, anti-

be very effective and have fewer side effects
than commercial antibiotics. These natural
products have various therapeutic activities such
as antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial,
antifungal, etc.! as well as their efficacities in the
treatment of various oral diseases such as
pulpitis, periodontitis, gingivitis, stomatitis,
herpes labialis, oral candidiasis, dental plaque,

Received in 25/4/2023 & Accepted in 16/6/2023

inflammatory, and antioxidant activity. These
aromatic compounds are described as a
combination of volatile constituents produced as
secondary metabolites by aromatic plants®.

One of the best plants used since ancient
times in folk medicine, traditional or modern, is
garlic (Allium sativum L.)*®, It is belonging to
the family of the Amaryllidaceae®'° and it has

*Corresponding author: Selles Sidi Mohammed Ammar, E-mail: nuiderl0@yahoo.fr
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been widely used as a raw vegetable for culinary
purposes®.

Garlic essential oil has potent antibacterial
activity against Gram-positive and Gram-
negative bacteria such as E. coli, Salmonella
spp., Klebsiella spp., Staphylococcus aureus,
Helicobacter  pylori, Shigella senteriae,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus spp.,
and Proteus mirabilias'! and fungi'?. Nazzaro et
al.®® reported that the antioxidant and
antibacterial activities of garlic are due to its
bioactive chemical compound allicin (diallyl
thiosulfinate). It is an unstable compound found
only in fresh crushed garlic™4, and easily
broken down into allyl sulfides, allyl disulfides,
and allyl trisulfides, which are the main
compounds of garlic essential oils?®.

About 700 species of bacteria naturally
colonize the mouth®, which exhibits
commensalism, symbiosis, and pathogenic
relationships with the host’. The composition of
the oral microbiota can be modified following a
modification of homeostasis by several factors
such as chemical interactions with enzymes or
microorganisms, reduction in salivary flow,
reduction in the production of immunoglobulins,
and the presence of proteases and neuraminidase
in the oral cavty!’ and/or in people with different
systemic deficiencies, e.g., diabetes mellitus,
neutropenia, agranulocytosis, and AIDS®,
These modifications will allow the colonization
of the oral cavity by Gram-negative
microorganisms and strains resistant to multiple
antimicrobials. In addition to the emergence
and spread of drug resistance, dysbiosis of the
microbiome as a result of antibiotic overuse is
increasingly associated with a wide range of oral
diseases'®%,

The objectives of this work were to
determine the chemical compounds and
biological (antibacterial and antioxidant)
activities of Allium sativum L. essential oil
against three multi-drug strains of bacteria
isolated from the buccal cavity with caries
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
xylosus and Aerococcus viridians).

MATERIALS AND METHODS

Extraction of essential oil

The bulbs of garlic (Allium sativum L.)
were freshly purchased from the local market in
Tiaret City (Western Algeria). The plant parts
were peeled, cleaned, and prepared for
extraction. One hundred and fifty grams of dried
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garlic bulbs were crushed and macerated for 1h
with 500 ml of distilled water. The extraction of
essential oil was performed by hydrodistillation
for 1h 30’ of the mixture. The obtained essential
oil was dehydrated with anhydrous sodium
sulfate (Na,SO,)?* weighted and stored at 4 °C

in sealed brown flasks until use. The yield was
calculated using the following equation:

Yield of essential oil (%)

essential oil weight (g)
= _ ] x 100
sample weight (g)

Analysis of essential oil

Gas  chromatography  (GC-FID)/gas
chromatography-mass spectrometry (GC/MS)
of Allium sativum essential oil was carried out
method previously described by Selles et al. by
Pyrenessences Analysis Sarl according to ISO
11024.

Antimicrobial study
Ethics statement

This study was approved and validated by
the scientific committee of the Faculty of Life
and Nature Sciences, University lbn Khaldoun,
Tiaret, Algeria, and registered under the number
516/VRPG/2018.

Microorganisms

Three clinical strains of bacteria
(Aerococcus viridans, Staphylococcus
epidermidis, and Staphylococcus xylosus)
provided by the Microbiology Laboratory of
Veterinary Institute (University of Tiaret,
Algeria) were used for the assessment of in-vitro
antimicrobial activity of the Allium sativum
essential oils.

The strains were isolated from patients
suffering from dental caries and before use,
bacteria were inoculated in enriched blood agar
[Columbia agar base supplemented with 5%
blood] for 24 h at 37°C under 5% CO- condition
for Aerococcus viridans and in Chapman agar
media for Staphylococcus xylosus and
Staphylococcus epidermidis for 24hrs at 37°C.

The bacterial suspension was then diluted
in sterile saline water (0.85% NaCl) to provide
initial cell counts of about 1-5 x 108 CFU/m.

Disk diffusion method

The agar disc diffusion method was
performed to assess the antimicrobial
susceptibility of bacteria and the antibacterial



potential of the essential oil, based on the
measurement of the zone of inhibition after
incubation (disc diameter included) using a
ruler®,

The plates were inoculated with the
suspension adjusted on Mueller-Hinton agar for
Staphylococcus xylosus and Staphylococcus
epidermidis  and  Mueller-Hinton  agar
supplemented with 5% blood for Aerococcus
viridans by a cotton swab.

After drying, the sterile filter paper disc
(diameter 6 mm/Whatman No. 40) pre-
impregnated with SuL of essential oil was placed
on their surface. The plates were incubated for
24 hours at 37°C under 5% CO- for Aerococcus
viridans and 24 hours at 37°C for the other
bacteria.

This sensitivity was classified according to
Ponce et al.® as follows: Resistant for a diameter
less than 8 mm,; sensitive for a diameter of 9-14
mm; very sensitive for a diameter of 15-19 mm
and extremely sensitive for a diameter larger
than 20 mm. All tests were carried out in
triplicate and the results were expressed as mean
values + standard deviation (SD).

The susceptibility of isolates to a panel of
antimicrobial agents was determined by using
commercial antimicrobial discs according to the
recommendations of the Standardization of
Antimicrobial Susceptibility Testing in Human
and Veterinary Medicine®. The following
antimicrobial agents, loaded on the disks, were
tested: Gentamicin (10ug), chloramphenicol
(30ug), tetracycline (10ug), sulfamethoxazole
(25pg), ofloxacin (5ug), erythromycin (15ug),
cefoxitin  (30ug), Spiramycine (100 pug),
Oxacilline (1ug), and vancomycin (30ug).

Antioxidant activity 2, 2-diphenyl -1-
picrylhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging
Assay

The DPPH radical scavenging assay was
assessed according to the method described
previously?”. Two ml of final concentrations of
garlic essential oil (10.84mg/ml to 54.2 mg/ml)
were added to 0.4 mL of 0.5mM ethanol solution
of DPPH. After 30 min at room temperature, the
absorbance was recorded at 517 nm. Inhibition
of free radical DPPH in percent (DPPH 1%) was
calculated as follows:

(A blanc - A sample)
Ablanc

DPPH1% = [ ] x 100

Synthetic antioxidants (quercetin, gallic
acid, and ascorbic acid) were used as a positive
control. The antiradical activity was expressed
as 1Cso (mg/ml). 1Cso was calculated from the
plotted graph of scavenging activity against the
sample and standard concentration. All tests
were carried out in triplicate and the results were
expressed as mean values + standard deviation
(SD).

Ferric Reducing power

The reducing power of the essential oil and
standard (Quercetin and acid ascorbic) was
determined according to the method of Yen and
Duh?® with some modifications. A mixture
containing an equal volume (2.5 ml) of final
concentrations of the essential oil (0.1084 to
1.084 mg/ml) was mixed with phosphate buffer
(0.2 M, pH 6.6) and 1% potassium ferricyanide.
After incubation for 20 min at 50 °C.
Trichloroacetic acid (2.5ml, 10%) was added to
the mixture followed by centrifugation at 3000
rpm for 10 min. One milliliter of supernatant
was recovered and mixed with 1 ml of distilled
water and 0.5 ml of ferric chloride (0.1%).

Finally, the absorbance was measured at
700 nm. Reducing power assay of the sample
and standards were expressed by ECsy value.
The ECso was obtained by interpolation from
regression analysis. All tests were carried out in
triplicate and the results were expressed as mean
values + standard deviation (SD).

Statistical analysis

One-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey's post hoc test of honestly
significant difference (HSD) (p<0.05 was used
to calculate significant differences using R
software (version 3.3.0/2016- 05-03).

RESULTS AND DISCUSSION

Results
Yield and chemical composition of Allium
sativum L. essential oil

The yield of Allium sativum L. essential oil
obtained in our study was 0.173 = 0.009%
(w/w). A similar result was reported by Mnayer
et al.?, Johnson et al.*°, and Haciseferogullar: et
al.3! with a rate of 1300 to 2000 g/t, 0.16%, and
0.14%, respectively. Nevertheless, Douiri et al.*?
and Lawrence et al.*® recorded a higher yield of
0.32% and 0.4% of the plant collected from
Moroccan and Indian, respectively. Likewise,
Moumene et al.**and Casella et al.**cited a

1199



higher garlic essential oil vyield of plants
collected in west Algeria and that from Italy with
a rate of 0.28 %; and 0.30 (w/w) respectively, by
using the same mean fresh weight in each
extraction procedure. Higher vyields using
Clevenger equipment, for different drying
methods and varying extraction times, have been
reported by Herrera-Calderon et al.® with 0.78%
(v/dry weight of garlic) for 2 hrs as well as Dziri
et al.> with rates 0.5% and 0.6% (w/w) for oven-
dried and freeze-dried samples, respectively for
3 hrs.

Furthermore, variable yields ranging from
0.18% to 0.22% were obtained by using various
devices: Clevenger apparatus, industrial
hydrodistillation, and steam distillation for an
extraction period respectively of 3hrs, 4hrs, and
5hrs®’. However, the lowest yields of 0.09% and
0.1% (w/w) essential oil were reported by
Khadri et al.® for Allium sativum L. bulbs
harvested in the Skikda region (Algeria) and
Dziri et al.! using Clevenger equipment for air-
dried bulbs for 3 hrs extraction, respectively.

The difference inyield can be influenced by
water temperature, distillation time and particle
sizes®*-% and drying of plant material*.

The composition of Allium sativum L.
essential oil is presented in Table 1. Forty-two
components represented 100% of the chemical
composition of Allium sativum L. essential oil.
Diallyl disulfide Mw=146 were the main
constituents (39.22%) followed by diallyl
trisulfide Mw=178 (34.85%), diallyl disulfide
isomer Mw=146 (5.45%), allyl methyl disulfide
Mw=120 (5.20%), allyl methyl trisulfide
Mw=152 (3.75) and diallyl sulfide Mw=114
(3.70%).

Several previous studies report similarities
and differences in the major compounds of
garlic essential oils. Mnayer et al.?® reported that
the main compounds of garlic essential oil were
diallyl disulfide (37.90%), diallyl trisulfide
(28.06%), allyl methyl trisulfide (7.26%), diallyl
sulfide (6.59%), diallyl tetrasulfide (4.14%) and
allyl methyl disulfide (3.69%) purchased from a
local supermarket in Avignon province (France).
Likewise, Sommano et al.*? showed that the
major compounds of essential oil of Allium
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sativum L. from Mexico are: diallyl disulfide
(42.46%), allyl methyl disulfide (15.25%),
diallyl trisulfide (12.52%), allyl methyl
trisulfide (10.36%), diallyl sulfide (6.96%),
Methyl allyl sulfide (3.15%) and diallyl
tetrasulfide (1.09%). Whereas Khadri et al.®
found that allyl methyl trisulfide (34.61%),
diallyl disulfide (31.65%), allyl methyl disulfide
(9.27%), diallyl sulfide (6.8%), diallyl trisulfide
(1.47%) and diallyl tetrasulfide (4.92%) are the
major compounds of Allium sativum L. essential
oil harvested in the region of El Harrouch in
Skikda (Algeria). Garlic essential oils from
China, Tunisia, and Egypt were characterized by
a chromatographic profile dominated by diallyl
trisulfide (35.30% to 50.92%) and diallyl
disulfide (27.47% to 29.10%)*. The same
authors reported that the major compounds of
garlic essential oil harvested from Morocco
were:  Trisulfide, di-2-propenyl (46.52%),
disulfide, di-2-propenyl (14.30%), trisulfide,
methyl 2-propenyl (10.88%) while this oil
contains little diallyl disulfide (0.46%°) and no
diallyl trisulfide*2.

Moumene et al.3* noted that allyl trisulfide
and diallyl disulfide are the main components of
red and white garlic essential oil grown at the
technical institute for market gardening and
industrial crops (ITCMI) in the wilaya of Sidi
Bel Abbes with varying percentages for each
plant.

Satyal et al¥ gave the chemical
composition of Allium sativum L. essential oil
collected from Spain and extracted by three
different methods namely Clevenger-type
hydrodistillation, industrial steam distillation,
and industrial hydrodistillation. These authors
noted that the chromatographic profile of this oil
was dominated by diallyl trisulfide, diallyl
disulfide, allyl methyl trisulfide, and allyl
methyl disulfide for the Clevenger-type
hydrodistillation and industrial hydrodistillation
technique with varying concentrations when
diallyl disulfide followed by allyl methyl
trisulfide, diallyl trisulfide, and allyl methyl
disulfide are the main compounds of this
essential oil extracted by industrial steam
distillation.



Table 1: Chemical composition of Allium sativum essential oil.

Peak | RT (min) Compounds %
1 5.49 Allyl mercaptan mw=74 0.13
2 5.95 Ethanol 0.02
3 6.12 Methyl-thiirane mw=74 0.07
4 6.55 Sulfure de methyl-allyle mw=88 0.71
5 8.04 Alpha-pinene 0.01
6 8.94 2-Methyl-4-Pentenal 0.06
7 9.37 Camphene 0.01
8 9.59 Disulfure de dimethyle mw=94 0.19
9 10.59 2-propen-1-ol 0.03
10 10.67 Composé soufré 0.10
11 10.86 Sulfure de propyl-allyle mw=116 0.03
12 1251 Sulfure de diallyle mw=114 3.70
13 14.32 Sulfure de diallyle isomere mw=114 0.05
14 14.76 Sulfure de diallyle isomere mw=114 0.05
15 15.41 1.8-Cineole 0.03
16 16.76 Disulfure de methyl-propyle mw=122 0.03
17 17.92 2.4-Dimethyl-Thiophene mw=112 0.01
18 18.55 Disulfure de methyl-allyle isomere mw=120 0.13
19 19.55 Disulfure de methyl-allyle mw=120 5.28
20 20.01 Disulfure de methyl-allyle isomere mw=120 0.44
21 25.58 Trisulfure de dimethyle mw=126 2.34
22 28.78 Tisulfure de propyl-allyle isomere mw=148 0.17
23 29.29 Tisulfure de propyl-allyle isomere mw=148 0.01
24 29.32 Isochrysanthenone 0.02
25 31.04 Disulfure de diallyle isomere mw=146 1.28
26 32.22 Disulfure de diallyle mw=146 39.22
27 32.49 Disulfure de diallyle isomere mw=146 5.45
28 34.10 Camphre 0.05
29 34.62 Composé thiourée 0.99
30 35.02 Trisulfure de methyl-propyle mw=154 0.03
31 38.93 Trisulfure de methyl-allyle mw=152 3.75
32 47.29 Composé mw=180 0.03
33 47.55 3-Vinyl-1.2-Dithiacyclohex-4-ene mw=144 0.31
34 51.02 Trisulfure de diallyle mw=178 34.85
35 53.70 3-Vinyl-1.2-Dithiacyclohex-5-ene mw=144 0.31
36 55.04 Composé mw=166 0.03
37 70.67 Composé alcool 0.01
38 73.93 Composé aromatique 0.01
39 75.29 Eugenol 0.01
40 81.27 Composé soufré 0.02
41 85.62 Composé aromatique 0.01
42 102.97 Acide palmitique 0.04
Total 100.00
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Antioxidant activity

In our study, the antioxidant activity of
garlic essential oil was evaluated by reducing
power and DPPH radical scavenging capacity.
The reducing power is based on the capacity of
antioxidants to reduce ferric ions (Fe®*) to
ferrous ions (Fe?*) despite the DPPH assay is
based on the scavenging of the stable DPPHe* by
an antioxidant. Table 2 summarized the ECsp
and the ICsp values of reducing power and DPPH
scavenging activity of Allium sativum L.
essential oil.

The ECsp and 1Cso values of Allium sativum
L. essential oil were 6.54 + 0.63mg/ml and
51.12+11.77mg/ml, respectively. These values
were very high compared to the standard (Table.
2). A very highly significant difference between
the standard molecules and the essential oil was
observed for Ferric Reducing power (P> 0.001)
while a highly significant difference was
observed between the standard molecules and
the essential oil for DPPH (P> 0.01).

Ndoye Foe et al.*® reported that the ECso of
Allium sativum L. essential oil was 5.33+0.01pug
AAE/mg this value is 1000-fold lower than that
registered in this study.

Most studies have demonstrated low 1Cso
compared to that obtained in the current study,
ranging from 0.5 mg/ml to 7.67 mg/ml?:33%,
Nevertheless, Akinyemi et al.** observed a
significant difference in DPPH free radical
scavenging capacity between garlic essential oil
(ICso = 24.8 pg/ml) and ascorbic acid (ICso =
61.5 pg/ml).

The antioxidant activity of garlic is due to
its richness in sulfur compounds that represent
the main constituents of this essential 0ils®. In
the current study, the main compound of Allium
sativum L. essential oil was diallyl disulfide
(39.22%) followed by diallyl trisulfide
(34.85%). However, diallyl disulfide isomer,
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allyl methyl disulfide, allyl methyl trisulfide,
and diallyl sulfide were present in smaller
amounts. Although the presence of diallyl
disulfide and diallyl trisulfide in garlic oil breaks
the chain of free radicals through the donation of
hydrogen atoms neutralizing DPPH radicals and
consequently increases antioxidant activity®.
Amorati et al.**’ reported that diallyl disulfide
and allyl methyl sulfide have no antioxidant
activity as inhibitors of the controlled auto-
oxidation of isopropylbenzene or styrene. These
same authors have suggested that these
compounds are oxidized with the oxidizable
substrate. Nevertheless, water-soluble garlic has
higher antioxidant activity than garlic oil
because water-soluble garlic is made up of N-
acetylcysteine, a derivative of the amino acid L-
cysteine that has the highest antioxidant activity
among organosulfur compounds. Additionally,
previous studies have shown that garlic has
stable organosulfur compounds, flavonoids, and
polyphenols and that phenolic compounds are
more effective antioxidants than non-phenolic
compounds such as allyl sulfide®.

Antibacterial activity

In the present study, all strains tested are
resistant to at least one class of antibiotic.
However, Staphylococcus epidermidis and
Staphylococcus xylosus were resistant to three
class strains. While Aerococcus viridans was
resistant to four classes of antibiotics (Table 3).

Based on the most frequent definition of
multi-drug resistance proposed by Magiorakos
et al.*® for Gram-positive and Gram-negative
bacteria are "resistant to three or more classes of
antimicrobials”, all strains used in this study
were considered multi-resistant, namely:
Aerococcus viridans; Staphylococcus
epidermidis and Staphylococcus xylosus.

Table 2: Antioxidant activity of Allium sativum essential oil in reducing power and DPPH assays.

Reducing power (ECso) mg/ml

DPPH (ICso) mg/ml

Quercetin

24.62+1.95X 1073

8.52£0.52 X 107*

Gallic acid

12.86 £3.37X 103

Ascorbic acid

53.31+0.21 X 1032

8.39+0.24 X 1032

Allium sativum essential oil

6.54+0.63°

51.12+11.77°%

Each value in the table is represented as mean £ SD (n = 3). Means not sharing the same letter are
significantly different (LSD) at P <0.05 probability level in each column.
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Table 3: Antibacterial susceptibility of tested strains.

Class Antibiotics A B C
Sulfonamides STX S R -
Aminosides GN S S -
Fluoroquinolones OFX S S -
Phenicols C S S S
Tetracyclines TE R R R
Macrolides E R R -
SR - - R

Betalactams OXA R R -
FOX - - R

Glycopeptides VAC - - R

A : Staphylococcus epidermidis ; B : Staphylococcus xylosus ; C

GN : Gentamicine ; OFX : Ofloxacin ;
SR : Streptomycine ; OXA

sulfamethoxazole ;
tetracycline ; E : erythromycine ;
VAC : Vancomycine.

Table 4 summarizes the results of the
Antibacterial activity of Allium sativum essential
oil towards strains studied. The inhibition
diameter of Allium sativum L. essential oil
against tested strains varies from 9mm to 15.66
mm.

In our study, Allium sativum L. essential oil
exhibited good in-vitro antibacterial activity
towards strains tested. Based on strain
sensitivity to essential oils classified by Ponce et
al.®  Staphylococcus  epidermidis  and
Aerococcus viridans were classified as sensitive
to the antibacterial activity of Allium sativum
essential oil. Whereas, Staphylococcus xylosus
have been classified as very sensitive to the
antibacterial activity of Allium sativum L.
essential oil (Table 4).

Tabled: Antibacterial activity of Allium sativum

essential oil.
Isolats Inhibition
Diameter (mm)*
Aerococcus viridans 9+1.63
Staphylococcus 1433+ 1.15
epidermidis
Staphylococcus 15.66 = 0.58
xylosus

* Inhibition Diameter (mm) including disk
diameter of 6.0 mm.

Several studies report a higher activity of
Allium sativum L. essential oils against
Staphylococcus aureus with a ranging inhibition
diameter from 18 to 20mm?*4°, Nevertheless, the

: Aerococcus viridans.

C: Choloramphenicol ; TE:
: Oxacilline ; Fox : Cifoxitin ; ;

study conducted by Zouari Chekki et al.*®
reports a low activity of Allium sativum L.
essential oils against Staphylococcus aureus (12
mm). Whereas, inhibition diameters of 10.2mm,
11mm, and 11.5mm were registered for
concentrations of 5%, 10%, and 15% of Allium
sativum L. essential oil respectively against
Staphylococcus aureus by Pratama and
Perangin-angin®. Evenly, Moumene et al.®
reports that Allium sativum L. essential oils
exhibited a sensitive in vitro antibacterial
activity towards  Staphylococcus aureus
(inhibition diameters vary from 9mm to 11mm).
Likewise, weak inhibition ranging from 6.3mm
to 9.3 mm was shown at various concentrations
of Allium sativum L. essential oils varying from
50ml/l to 500ml/l against Staphylococcus
aureus®2. Nonetheless, a complete inhibition (90
mm) against Staphylococcus aureus exerted by
the essential oil Allium sativum L. was noted by
Torpol et al.’

This good antibacterial activity of the
essential oil of garlic is due to its richness in
organosulfide compounds. Bhatwalkar et al.'?
reports « two main mechanisms of action of
garlic organosulfur compounds emerged from
the reported studies: (1) the reaction of garlic
compounds to the free sulfhydryl group on the
proteins and/or enzymes to inactivate them, and
(2) the disruption of composition and integrity of
bacterial cell membrane and/or cell wall.
Besides, some work also suggests that garlic
compounds could also have a global effect on
DNA, RNA, and protein synthesis ».

1203



Conclusions

This study found that diallyl groups were
the major active compounds in Allium sativum
L. essential oils. These groups include diallyl
disulfide and diallyl trisulfide. However, this
essential  oil  exhibited good in-vitro
antimicrobial activity against all tested
microorganisms and a weak to moderate in-vitro
antioxidant. Nevertheless, further and expanded
investigations will be needed to confirm and
justify the potential use of this oil as an
antibacterial agent against multi-drug strains of
bacteria isolated from buccal cavity affected by
caries
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