Université Mohamed Khider de Biskra
Faculté des sciences exactes et sciences de la nature et de la vie

Département des sciences de la nature et de la vie Filiere

ﬁ science biologiques

H )X
. I\ REFEreNCe ..veeveeeeeeeeeee e, /2024

Rdd

UNIVERSITE
DE BISKRA

MEMOIRE DE MASTER

Spécialité :Microbiologieappliquee

Présenté et soutenu par :
Debla Fatma Ezzahra

Le:

Un bain de bouche contenant un inhibiteur qui cible le
Fusobacteriumnucleatum, bactéerie de Flore orale qui favorise le
développement de cancer

Jury :

M.M. A  Université de Biskra Président

Mme. BEN HERZALALH Nawel

Mme. CHARIFI Samia M.A. B  Université de Biskra Rapporteur

M.M. A Université de Biskra Examinateur

Mme. MOKRANI Djamila

Année universitaire : 2023/2024



Remerciements

Remerciements

Tout d'abord, louange a Dieu pour ce succes et cette réussite.

Nous tenons a exprimer notre profonde gratitude envers mon encadreur "Samia
Charifi** pour sa supervision serieuse et continue de ce travail, ainsi que pour sa
contribution efficace a sa réussite. Nous remercions également Monsieur
" ZekkourNour Eddine™, directeur du laboratoire Zekkour pour les analyses
médicales, et
Monsieur " Riad Mousaoui®’, directeur du laboratoire Mousaoui pour la qualité
des analyses, pour leur soutien précieux qui a grandement contribué a la réussite

de ce projet.

Nous souhaitons également exprimer notre reconnaissance sincére au Docteur
"Kamel Debla", au Professeur "FatehDebla™, ainsi qu'au " lazharDebla", pour

leur contribution remarquable a la réussite de ce travail.

Nous appreécions votre collaboration positive et attendons avec impatience un
avenir brillant ou nous pourrons continuer a faire preuve d'engagement et

d'excellence ensemble.



Dédicace

Dédicace

Je tiens a exprimer ma profonde gratitude envers ma chére famille pour leur
soutien constant et leur encouragement a exceller. Je suis trés fiere de faire
partie de cette belle famille. Les mots ne suffisent pas pour vous rendre
hommage. Je suis tres heureuse de vous avoir a mes cOtés a chaque étape de ma
vie.

Je dédie mon succes au travail acharné de ma mere, a ses nuits blanches, a son
soutien inconditionnel, et aux priéres de ma tendre grand-mere.

Je remercie mon pere et je suis reconnaissante d'avoir les oncles les plus
merveilleux dans ma vie, ma fierté, mon soutien et mon modele : DeblalLazhar
"Mon deuxiéme pere."”, Docteur Debla Kamel, et Professeur DeblaFateh,
Salim et Abdelwahab.

Et tout mon amour a mes freres et sceurs de parcours : Hamza, Aya etRitedje,
ma petite princesse, ainsi qu'a mes petits anges, Yehya et Rahil, les enfants de
mon frere.

Un grand merci a la famille Hassani, y compris mes cousins et ma tante, pour
leur soutien continu.

Et je n'oublie pas mes chéres amies, Toureche Dounia, kessabwidjaa et
menoubilamis.

Je vous dédie mon succes et ma gratitude. Que Dieu vous garde tous pour moi,



Table des matieres

Liste des tableaux

Liste des figures

Liste des photos

Liste des abréviations

v

Introduction

0

1

Premiére partie :Syntheésebibliographique

Chapitre 01 : Generalité sur Fusobacteriumnucleatum (Revue exhaustive et scientifique)

1.1 Définition 03

1.2 Taxonomie de F.nucleatum 03

1.3 Caractéristique 03
1.3.1 Caractéristiqguesmorphologiques 03

1.3.2 Caractéristiques de croissance 04

1.3.3 Caractéristiquesbiochimiques et enzymatiques 04

1.4 structure cellulaire 05

1.5 Facteurs de virulence 05

1.6 Le métabolisme central 06

1.7 Capacités protéolytiques de F.nucleatum: Etude de ses activités 07

enzymatiques

1.8 La parodontitechronique 07

1.9 F.nucleatum est le développement de cancer 08
1.10 Détection de F.nucleatum dans cancer buccal 09
1.11 Mécanisme de défense de I'hdte 10
1.12 Interactions entre F.nucleatum et cellules de I’h6te 11
1.13 F.nucleatum et réponse immunitaire 11
1.14 Role de F.nucleatum dans le cancer de la bouche 12
1.15 Interactions entre F.nucleatum et les facteurs de risque du cancer 12
1.15.1Effet de nicotine (Tabac) sur F.nucleatum 12
1.15.2 Relation entre F.nucleatum et la consommation d'alcool 13

Chapitre 02: Les huilesessentielles

2.1 Définition 15
2.2 Composantsdes huilesessentilles 15
2.3 Activitésbiologiques 15

2.3.1 Activitéantibactériennes 15

2.3.2 Activité Anti-inflammatoire

16




2.4 Extraction 16

2.4 .1 Extraction par hydro distillation 16

2.4.2 Extraction par solvant 16

2.4.3 Extraction a vapeur 16

2.4.4 Extraction assistée par micro-ondes 16

2.5 Domainesd'application 17

DeuxiemePartie:PartieExpérimentale
Chapitre 03: Materiel et Méthodes
3. Préparation de la souche 18
3.1. Prélévement 18
3.2 Isolement et identification 18
3.3 colorations de Gram 18
3.4. test additifs 20
3.4.1Antibiogramme 20
3.4.2 Test oxydase 20
3.4.3 Test catalase 20
3.5 Acquisition des huiles essentielles pures 21
3.5.1 Analysedes huiles essentielles par chromatographie en Phase Gazeuse 22
3.5.2 Aromatogramme 22
3.6 Formulation de la bio Bain de bouche 23
3.7 Formulation d’Une pommade Thérapeutique pour I'inflammation de 23
la langue et des gencives
3.8 Analyses de contrdle de qualité 24
Chapitre 04: Résultats et Discussion

4.1dentification 25
4.1 Culture 25
4.2 Colorations de Gram 25
4.3 Antibiograme 26
4.4 Test oxydase 26
4.5 Test catalase 27




4.6 Analysedes huiles essentielles par Chromatographie en Phase Gazeuse 27
4.7 Aromatogramme 29
4.8Détermination de concentration minimale inhibitrice 30
4.9 Formulations de Bain de bouche et pommade anti-inflammatoire 30
4.10 Analyses de controle de qualité 31
4.11 Résultats du test de sensibilité aux huiles 32
4.12 Resultats d'utilisation d*un bain de bouche 32
Conclusion 34
Les réferences bibliographique 35
Annexes 45




Liste de tableaux

Liste des Tableaux

N° Titre de tableaux Page
01 Classification des caractéristiques biochimiques et enzymatiques 04
par résultats.
02 Composition de’huile de clou de grifole 15
03 Composition d’huilede lavande 16
04 Présentation des espéces végétaux 22
05 Composition d’huile de thé vert 27
06 Composition d’huile de yalangyalang 28
07 Composition d’huile de menthe 29




Liste des photos

Liste des Figures

N° Titre de Figure page

01 F. nucleatum cultivé en BHI sans antimicrobiens. Cellules de 0,4 & 03
0,5 mm de diametre, rondes et d'opacité electronique (28 000 X).

02 Schéma de I'effet de F.nucleatum sur la réponse immunitaire. 12

03 Lien entre F.nucleatum et la consommation d'alcool dans le 14
developpement de cancer de buccale.( laryngé_ cancer)

04 Courbe de susceptibilité de F.nucleatum contre les antibiotiques. 26




Liste des photos

Liste des photos

N° Titre de photo Page

01 Préparation de mileu gélose au sang et isolement de 18
f.nucleatum .(originale )

02 Préparation de coloration de Gram d'un frottis de 19
F.nucleatum (originale ).

03 Reéalisation de test oxydase. (Originale). 20

04 Equipement pour analyser l'activité de la catalase dans un 21
échantillon de F.nucleatum. (Originale)

05 Les huiles essentielles extraites par Biocare (huile de Clou 21
de Grifole,huile de rose CanangaOdorata , lavande,
Menthe , huile d'arbre de thé vert ,hydrolat de menthe)
(originale).

06 Application de test aromatogramme (originale) 22

07 Matériel et produit utilisées a la formulation de Bain de 23
bouche (originale)

08 Matériel et produit utilisées a la formulation de pommade 24
(originale).

09 F.nucleatumisolée des 3 échantillions prélevés des 3 25
patients sur gélose au sang (originale)

10 Résultat du test catalase(originale). 27

11 Les produits aprés fabrication. (Originale). 31

12 Mesure de pH et T de pommade et de bain de bouche 32
(originale).

13 Les résultats du test d'allergie aux huiles sur un groupe de 32
10 personnes. (Originale).

14 Effet de Bain de bouche aprés 9 jours 33




Liste des abréviations

Liste des abréviations

Abréviation

le sens

F.nucleatum Fusobacterium nucleatum

P. Gingivalis Porphyromonas gingivalis

ADH1B. Alcool Déshydrogene 1B

ADN Acide Désoxyribonucléique

ATCC Collection de culture de type Américain

°C Degré Celsius

CD46 Protéine de Régulation Complément 46
CmpA Protéine A expose a la surface cellulaire
CMI Concentration Minimalelnhibitrice
CRAPC Centre de Recherche et d'analyses physico-chimiques
E. coli Escherichia coli

EDTA Ethyléne Diamine Tétra-Acétique

EMT Epithilio-mésenchymateuse

EPS Substance polymeriqueextracellulaire

Fap2 Fusobacteriumadhésineprotéine

Fad D Synthease de Coa d’Acyl gras D

HNP-1 Peptide Humain Neutrophile 1

HE huileessentielle

ISO Organisation International de normalisation
LT Lymphocyte

LPS Lipopolysaccharide

LSCC CarcinomeEpidermoide du Larynx

mcg micro-grame

miR -155-5p Micro ARN-155-5p

miR-205. Micro ARN-205

mm Millimétre

MMP-2,913 Matrice Métalloprotéines 2,9,13

Mo micro_ organisms

OCsCC CarciromeEpidermoide de la cavité buccale
OScC CarcinomeEpidermoide de I’Oropharynx




PNM

Polymorphonucléaire

TIGIT

Récepteur cellulaire de Transmission Intracellulaire de Gouttelettes

Tégumentaires

TGFB2.

Facteur de Croissance Transformat Béta 2







Introduction



Introduction genérale

Le micro biome oral se référe a I'ensemble des micro-organismes présents dans la cavité
buccale humaine (Gao et al. 2018). La parodontite est une pathologie chronique complexe
résultant de multiples facteurs, se manifestant par une variété de phénotypes caractérisés
principalement par une inflammation destructrice des tissus de soutien des dents (Tonettiet al.
2018). Fusobacteriumnucleatumest crucial a la fois pour la santé parodontale en maintenant
I'¢équilibre microbien et pour la maladie parodontale en étant frequemment détecté dans les
échantillons de plaque sous-gingivale aussi bien sur les sites sains que malades (Moore WE et
Moore LV, 1994 ; Brennan CA et Garrett WS, 2019). En tant que souche anaérobie dominante
au sein du biofilm sous-gingival, présent a la fois en période de santé et de maladie,
F.nucleatum est classé parmi les pathogenes opportunistes (Dickinson et al. 2011).
Fortement associé a des résultats cliniques défavorables dans divers types de cancer (D. Slade,
2021), F.nucleatumjoue un réle crucial en tant que médiateur potentiel dans la progression du
carcinome épidermoide oral (CSCC) ( Healy CM et Moran GP, 2019 ; La Rosa GRM et al,
2020;  Whnalova T et al. 2021 ; Yang SF et al.2022 ). La virulence de F. nucleatum
découle de sa capacité a adherer et a envahir les cellules épithéliales, facilitée par I'expression
du facteur de virulence FadA a sa surface (Strauss et al.2011 ; Li DH et al. 2021). Ces
bactéries peuvent étre caractérisées par plusieurs méthodes biochimiques, y compris les tests
de sensibilité aux antibiotiques, de fermentation, entre autres (Chanzyet al. 1990). Dans cette
étude, un échantillon de Fusobacteriumnucleatum prélevé dans la cavité buccale d'un patient
atteint de cancer a été caractérisé. L'échantillon a été cultivé sur gélose au sang pendant 48
heures a 37 degrés Celsius. Pour confirmer l'identification bactérienne, des tests de coloration
de Gram, d'oxydase, de catalase ainsi que des tests de sensibilité aux antibiotiques ont éte
réalisés. Dans le but de développer un inhibiteur bioactif contre Fusobacteriumnucleatum
pour une solution de ringage buccal, des propriétés inhibitrices, anti-inflammatoires et
analgésiques ont été intégrées afin de réduire les effets nocifs de cette bactérie chez les
patients atteints de cancer, en particulier ceux souffrant de cancer de la bouche. L'objectif était
également d'atténuer les effets secondaires du traitement chimiothérapique sur la cavité
buccale et de remplacer les solutions de ringage buccal commercialisées contenant de l'alcool,
susceptibles d'aggraver la situation pour cette population. Des huiles essentielles pures ont été
extraites et leurs composants ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée
a un spectrometre de masse. Ensuite, leur effet inhibiteur sur cette bactérie a été étudié a

travers



Un test d'aromathérapie, en utilisant comme référence la concentration minimale inhibitrice
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1.1.Définition

F.nucleatum est non sporulé, non mobile, et Gram négatif, avec un contenu G+C de 27
a 28 % en molécules et une taille de génome d'environ 2,4 millions de paires de bases
(Bolstad, , 1994) F.ucleatum obtient de I'énergie par La production d'acide butyrique comme
produit principal de la fermentation du glucose et de la peptone, ainsi que les constituants
lipidiques caracteristiques, différencient les espéces de Fusobacterium des autres batonnets
anaérobies, gram-négatifs et non sporulants.( Moncla et al.1990)
1.2. Taxonomie de F.nucleatum

F.nucleatum est I'espece type du genre Fusobacterium, qui appartient a la famille des
Bacteroidaceae. Le nom Fusobacterium provient de fusus, signifiant fuseau, et de bacterion,
signifiant petite tige, faisant ainsi référence a sa morphologie en forme de tige fusiforme. Le
terme nucleatum provient de I'apparence nucléée fréquemment observée dans les images au
microscope optique et electronique en raison de la présence de granules intracellulaires
(Hofstad, et al. 1981). (figl)

Figure 01. F.nucleatum cultivé en BHI sans antimicrobiens. Cellules de 0,4

A 0,5 mm de diamétre, rondes et d'opacité électronique (28 000 X). (Braz .J. Microbial ,2002)
1.3. Caractéristique
1.3.1. Caractéristiques morphologiques

F.nucleatum est une bactérie anaérobie Gram négatif, non sporulant, non mobile, une
forme de batonnet effilé. (Caitlin et Wendy, 2019) Cependant, il a été prouvé que cette
bactérie est sujette a des changements morphologiques, comme en temoignent les variations

observées chez la souche ATCC 25586, indiquant une augmentation du nombre de granules






Intracellulaires accumulés dans la cellule de F.nucleatumssp. nucleatum. Cela reflete sa
réponse a des concentrations croissantes de (Human Neutrophil Peptide-1) (A. Musrat et al.
2016).

1.3.2. Caractéristiques de croissance

Afin de favoriser la croissance de la bactérie anaérobie stricte, F.nucleatum nécessitent
un milieu riche pour se développer et se développent géneralement bien dans un milieu
contenant de la trypticase, de la peptone ou un extrait de levure. (Bakkenet al. 1990).
Lorsqu'elle est cultivée sur gélose au sang, cette bactérie présente des petites colonies mates,
grumeleuses et irréguliéres, accompagnée d'une odeur désagréable. Elle est particulierement
sensible a I'oxygéne de l'air, ce qui nécessite des repiquages immédiats des l'ouverture des
bocaux. Pour une culture en milieu liquide optimale, l'utilisation de bouillons régénérés
adaptés aux anaerobies, tels que le thioglycolate, le Rosenow ou le Schaedler, sont

recommandeés.
1.3.3. Caractéristiques biochimiques et enzymatiques

La bactérie de f.nucleatumposséde des caractéristiques biochimiques distinctives qui favorise
leur survie ,leur repreduction et leur fonctionnement ,comme illustré dans le tableau 1.

Tableau 01. Classification des caractéristiques biochimiques et enzymatiques par résultats.
(D. Clave, 2012)

Caractéristique Résultat

Catalase -

Oxydase -

Indole spot +

Lipase + (faible)

Disquesantibiotiques Chargés spécifiqguement (a tester)
Antibiotiques a tester

Vancomycine Résistant

Kanamycine Sensible




Colistine Sensible

Bile Sensible

Vert Brillant Résistant

Autrescaractéristiques

Gazogenicité en glucose Non gazogéne

1.4. Structure cellulaire

La membrane externe de F.nucleatum est typique des bactéries a Gram négatif.
(Bakken, et al, 1989). L'enveloppe cellulaire de F.nucleatum est constituée de membranes
externe et interne (cytoplasmique), séparées par un espace périplasmique qui contient la
couche de peptidoglycane. Environ un tiers de la masse de la membrane externe des
fusobactéries est constitué de protéines, lesquelles génerent un profil protéique distinctif lors
de I'électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-
PAGE). (Bakkenet al ,1986) Les bactéries adhérent aux tissus hdtes par une interaction
spécifique médiée par des macromolécules a la surface des bactéries, qui se combinent avec

des structures complémentaires présentes a la surface des cellules hétes (London,1991)

1.5. Facteurs de virulence

Les facteurs de virulence fortement associés a la parodontite chez
Fusobacteriumnucleatum comprennent les protéines de la membrane externe telles que
RadD, CmpA, Aidl, FomA, Fap2 et FadA, ainsi que le lipopolysaccharide (LPS), les
protéases a sérine et l'acide butyrique. Ces facteurs contribuent a la progression de la
parodontite par divers mécanismes pathogénes. (Chen et al. 2022). Les autos transporteurs de
type T5aSS : Un groupe de protéines qui peuvent étre impliquées dans diverses fonctions
telles que les adhésines, les sérines protéases et d'autres fonctions inconnues (Kaplan et al.
2010. Casasantaet al. 2017). Les adhésines sont des protéines qui le processus infectieux.
RadD: Une protéine impliquée dans les interactions avec d'autres bactéries. Elle pourrait jouer
un réle dans la progression du cancer colorectal associé a F.nucleatum. CmpA est une
protéine qui se lie a Streptococcus gordonii lors de la formation de biofilms oraux,

contribuant ainsi aux infections orales. Fap2



Est quant a elle Une protéine similaire aux adhésines qui facilite I'adhésion de
F.nucleatum aux cellules de I'hdte. Dans I'ensemble, ces facteurs de virulence contribuent a la
capacité de F.nucleatum a coloniser les tissus de I'néte, a éviter les réponses immunitaires et a
participer a des maladies telles que le cancer colorectal et d'autres troubles gastro-intestinaux.
(Umanaet al. 2019).

Le LPS est un composant essentiel de la paroi cellulaire bactérienne, jouant un réle crucial
dans son interaction avec le systéme immunitaire. Il peut avoir un impact considérable sur la
maniere dont le systeme immunitaire réagit a la bactérie, ce qui peut entrainer des réponses
inflammatoires ou immunitaires puissantes. (Garcia-Vello et al. 2021) FomA est une protéine
qui contribue a la capacité de la bactérie Fusobacteriumnucleatum a adhérer aux cellules
humaines et a les pénétrer, notamment dans la muqueuse intestinale. Cette protéine joue un
réle clé dans I'interaction entre la bactérie et I'h6te, lui permettant de provoquer une infection
et de nuire aux tissus intestinaux, ce qui est associé au développement de la maladie

inflammatoire de I'intestin et d'autres conditions de santé.(Zhang et al. 2023).

1.6. Le métabolisme central
Fusobacteriumnucleatum posséde un metabolisme central adapté a son mode de vie

anaérobie, lui permettant d’obtenir du carbone et de I’énergie a partir de différentes sources.

- Sources alimentaires : La bactérie dépend des glucides et des acides aminés comme
source d'énergie, mais elle peut également utiliser différents sucres tels que le glucose,

le galactose et le fructose.

- Voies métaboliques : La bactérie transforme les sucres en glucose-6-phosphate a
travers différentes voies, notamment la voie de Leloir pour le galactose, la voie
EmbdenMeyerhof pour le glucose, et la voie de systeme de phosphotransferase

(PTS)pour le fructose.

- Production de différents produits: Le pyruvate peut étre converti en lactate ou en
acétate par l'intermédiaire de différentes enzymes, et il existe des groupes de génes qui
contrélent ces voies métaboliques.

La flexibilité de Fusobacteriumnucleatum dans l'utilisation de sources alimentaires variées et
de voies métaboliques diverses pour atteindre la croissance et produire de I'énergie.
(Kapatralet al. 2001).



1.7. Capacités protéolytiques de F.nucleatum: Etude de ses activités enzymatiques

Les enzymes deFusobacteriumnucleatum restent actives méme dans les tissus
malades, avec une plage de température optimale entre 35 et 40°C, similaire a celle du corps
humain, ce qui renforce sa pathogénicité. Il semble que les enzymes des cellules vivantes
humaines maintiennent une activité plus longue. La capacité limitée des enzymes bactériennes
a hydrolyser le substrat BANA suggere l'inefficacité du test BANA pour identifier
Fusobacteriumnucleatum dans les maladies parodontales marginales. Divers inhibiteurs, tels
que I'EDTA et I'nydroxyde de calcium, suppriment efficacement I'activité enzymatique de
Fusobacteriumnucleatum, offrant ainsi des applications pharmacologiques potentielles pour
contréler le métabolisme microbien et combattre plus efficacement les agents pathogeénes.
Plusieurs études ont démontré que les protéases sécrétées par Fusobacteriumnucleatum
peuvent dégrader des composants clés des tissus parodontaux, tels que le collagéne, la
fibronectine et la laminine. Cependant, I'hdte posséde des défenses naturelles, comme des
inhibiteurs, qui entravent l'activité de ces protéases et atténuent ainsi les dommages

tissulaires. (Ogawa et al. 2006).

1.8. La parodontite chronique

Fusobacteriumnucleatum joue un role significatif dans la parodontite chronique a

travers divers mécanismes :

- Coaggrégation et colonisation :F.nucleatumcoagrégeavec d'autres pathogénes
parodontaux comme Porphyromonasgingivalis, facilitant leur survie et leur

colonisation reussie dans les poches parodontales.

- Induction de I’inflammation : La présence de F.nucleatum entraine la libération de
radicaux  oxygenés toxiques et denzymes lysosomales des cellules
polymorphonucléaires (PMN), causant des dommages aux tissus parodontaux et

exacerbant I'inflammation.

- Production de sous-produits métaboliques : F.nucleatum produisent des
sousproduits métaboliques comme le butyrate et des composés sulfurés volatils, qui
peuvent causer des dommages supplémentaires a I'épithélium gingival et inhiber la

prolifération des fibroblastes.



Attachement et pénétration :F.nucleatum améliore I'attachement des PMN,
facilitant sa pénétration dans I'épithélium gingival et augmentant les dommages

inflammatoires.

Expression de facteurs de virulence : Des composants comme les
lipopolysaccharides (LPS) et les protéines porines de la membrane externe de
F.nucleatum contribuent a la pathogenese de la maladie parodontale en induisant une
activité endotoxique, en favorisant l'inflammation et en agissant de maniére

synergique avec d'autres facteurs bactériens.

Réle dans la dysbiose : La capacit¢ de Fnucleatum a former des polymeres
intracellulaires a partir de sucres dans des conditions variables d'acides aminés permet
sa survie et sa prolifération, contribuant & la dysbiose dans le microbiome oral
associee a la parodontite. la contribution polyvalente de Fusobacteriumnucleatum a
la coaggrégation I'induction de lI'inflammation, I'activité métabolique et I'expression de
facteurs de virulence souligne son réle crucial dans le développement et la progression

de la parodontite chronique. (Saputri et al. 2021)

1.9.F.nucleatum est le développement de cancer

2023)

signif

F.nucleatum est également associé a la promotion du cancer buccal. (Yamamoto et al.

Il est important de noter que F.nucleatum n'est pas une bactérie carcinogene, ce qui

ie qu'elle ne provoque pas directement le cancer, mais qu'elle joue un rdle dans la

progression de la maladie. (Guret al,2015).

2023)

F.nucleatum est également associé a la promotion du cancer buccal.(Yamamoto et al.
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1.10. Détection de F.nucleatum dans cancer buccal

Fusobacterium est plus abondant dans les échantillons de cancer de la téte et du cou/
oral que dans les échantillons ne présentant pas de cancer, ce qui suggere que
Fusobacteriumpourrait jouer un réle dans le développement du cancer de la téte et du cou/
oral. ( Bronzato et al. 2020).

Dans une étude récente, ont investigué la présence de Fusobacteriumnucleatum dans
des échantillons de tissus prélevés sur des patients atteints de cancer de la bouche. Les
résultats ont révélé des concentrations significativement élevées de F.nucleatum dans les
tissus des patients affectes, particulierement chez les individus plus agés et ceux ayant une
faible consommation d'alcool. De maniére intéressante, une corrélation a été observée entre la
présence de F.nucleatum et des bénéfices cliniques tangibles, tels qu'une réduction du risque

de récidive et une amélioration de la survie. (Neuzilletet al. 2021)

Cette etude a impliqué la collecte minutieuse d'échantillons de tissus, leur analyse par
PCR quantitative en temps réel pour la détection précise de F.nucleatum, ainsi que
I'évaluation approfondie des associations entre la présence de cette bactérie, les parameétres
cliniques des patients et leurs résultats thérapeutiques. Ces découvertes soulignent
I'importance croissante de comprendre le micro biome oral dans le contexte du cancer de la
bouche, ouvrant la voie a de nouvelles stratégies diagnostiques et thérapeutiques ciblées
(Neuzillet et al. 2021)
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1.11. Mécanisme de défense de I'hote

La bactérie F.nucleatum interagit avec le systeme immunitaire de plusieurs fagons:

Interaction avec les lymphocytes : interaction entre F.nucleatum et les lymphocytes,

entraine une augmentation de I'inflammation chronique des gencives.

Effet sur la réponse immunitaire :F.nucleatum contient des protéines qui inhibent la
réponse immunitaire, ce qui affecte la capacité du systeme immunitaire a lutter contre

les infections.

Stimulation des cellules B et de I'immunoglobuline :Fnucleatum stimule la
sécretion des cellules B et augmente I'immunoglobuline, ce qui aggrave l'inflammation

et la maladie.

Ces interactions contribuent a créer un environnement favorable a la survie de Fnucleatum

dans la cavité buccale, aggravant ainsi I'inflammation chronique des gencives et la maladie

associée.

D'autres interactions entre F.nucleatum et le systeme immunitaire comprennent:

1.

Interaction avec LPS :F.nucleatum contient des pyrogénes qui stimulent les cellules
B et activent les plasmocytes, agissant en coordination avec LPS. Il existe une
similitude entre le LPS de F.nucleatum et certaines souches d'Escherichia coli, ce qui
entraine des interactions telles que la modulation des cellules B, l'activation des
cellules B pluri-nucléées et la stimulation de la production d'interleukine-1 par les
plasmocytes. Cette stimulation excessive peut augmenter la réponse du systeme

immunitaire de I'n6te et I'inflammation dans les zones touchées.

Interaction avec les PMN : L'interaction entre F.nucleatum et les neutrophiles peut
entrainer la libération de radicaux oxygénés toxiques et denzymes lysosomales,

pouvant causer des dommages aux gencives.

Production de sulfates : La production de sulfates par F.nucleatum peut permettre a
la bactérie d'échapper au systeme immunitaire en interférant avec le mecanisme

d'opsonisation des bacteries hotes. (Gravel ,1999)
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1.12. Interactions entre F.nucleatum et cellules de I’héte

Les recherches sur les interactions de Fusobacteriumnucleatum(F.nucleatum) avec les
cellules de I'hdte dans la bouche ont révélé une dynamique complexe, montrant une bactérie
commensale qui renforce la réponse immunitaire innée, notamment en stimulant la production
de béta-défensine humaine (Cody et al. 2021), ce qui soutient la surveillance immunitaire
appropriée des surfaces muqueuses liées a des agents pathogénes potentiels. De plus, les
extraits de paroi cellulaire de F. nucleatum augmentent considérablement les inhibiteurs de
protéase de I'h6te, ce qui atténue les dommages causés par la libération de protéases
neutrophiles pendant les infections orales, et peut également interférer avec les activités de
protéases associées a la virulence de divers pathogénes buccaux tels que
Porphyromonasgingivalis, Treponema denticola et Tannerellaforsythensis. En revanche, F.
nucleatum favorise l'adhérence et l'invasion de P. gingivalis dans les cellules orales
humaines. Il est également connu que F. nucleatum stimule la sécrétion d'interleukine-8 et
plusieurs autres cytokines pro-inflammatoires, ainsi que la mort cellulaire chez les
lymphocytes humains, et favorise également la libération de métalloprotéinases MMP-2,
MMP-9 et MMP13. La stimulation de la libération de MMP-9 a été associée a la liaison des
bactéries a la protéine de régulation du complément CD46, qui sert de récepteur important
pour plusieurs pathogénes notoires, tels que Streptococcus pyogenes et les especes
pathogenes de Neisseria. Compte tenu de ces rdles multiples et contradictoires, I'impact de la

colonisation de

F. nucleatum sur le développement des maladies parodontales reste encore peu clair, ce qui
mérite une recherche scientifique plus approfondie pour déterminer ses effets précis. (Emma
Allen-Vercoe 2011)

1.13.F.nucleatum et réponse immunitaire

Fusobacteriumnucleatum est une bactérie du microbiote qui modifie la réponse
immunitaire contre les tumeurs. (Zitvogelet al.2016). Elle agit sur les cellules T et NK en se
liant & des récepteurs spécifiqgues comme TIGIT (Chauvin. et al ,2015), ce qui inhibe leur
capacité a attaquer les cellules tumorales. (Mima et al.2015. Gur. et al.2015). Cela génere un

environnement tumoral immunosuppresseur, contribuant a I'avancement des cancers. (fig 02)
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Figure 02. Schéma de I'effet de F.nucleatum sur la réponse immunitaire . (Pignatelli et al
2023)

1.14. Role de F.nucleatumdans le cancer de la bouche
Fusobacteriumnucleatum joue un réle crucial dans la pathogenése du cancer oral en

favorisant des infections chroniques qui accroissent le risque de carcinogenése (Brennan et
Garrett , 2019; Groeger et Meyle , 2019).

Ce pathogéne oral stimule la production de cytokines pro-inflammatoires et d’especes
réactives de I’oxygéne (ROS), entrainant des altérations cellulaires propices a la formation des
tumeurs (Han, 2015 ; Atanasova et Yilmaz , 2015).

De plus, Fnucleatum est fréquemment observé chez les patients atteints de cancers de la
cavité buccale, cervicaux et de la téte, en particulier dans les zones tumorales, ou il favorise la
migration cellulaire et perturbe la fonction de I'E-cadhérine. Ceci facilite la transition
épithéliomésenchymateuse (EMT) et augmente la capacité proliférative des cellules
cancéreuses (Zhang et al. 2020). En outre, il endommage I'ADN via la voie Ku70/p53, ce qui

contribue a la progression tumorale (Geng et al. 2020).
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1.15. Interactions entre F.nucleatum et les facteurs de risque du cancer buccal
1.15.1. Effet de nicotine (Tabac) sur F.nucleatum

Extra cellular polymeric substances EPS les "extra cellular polymeric substances™, ou
substances polymeériques extracellulaires, sont des matériaux complexes sécretés par les

microorganismes, notamment les bactéries. La nicotine, surtout lorsqu'elle est utilisée en
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Combinaison avec du sucre, augmente significativement la production d'EPS dans les
biofilms contenant F.nucleatum, ce qui suggére son rdle dans l'accélération du
développement de ces biofilms et donc le risque accru de problémes de santé bucco-dentaire.
De plus, il apparait que la nicotine stimule également la croissance de F.nucleatum,
renforcant ainsi son impact néfaste sur la santé bucco-dentaire et augmentant le risque de

probléemes tels que la gingivite et le cancer de la bouche. (Adaias et al. 2023)
1.15.2. Relation entre F.nucleatum et la consommation d'alcool

La recherche pionniére de Hsuehet al, 2022, révele un lien remarquable entre une
consommation excessive d'alcool et I'abondance de F.nucleatum chez les patients atteints de
LSCC. Elle met en lumiere une disparité significative dans les niveaux de F.nucleatum entre
les tissus de LSCC et les tissus épithéliaux normaux, particulierement prononcée chez les
individus ayant une consommation excessive d'alcool. De maniére remarquable, I'ampleur de
la consommation d'alcool est directement corrélée a la concentration de F.nucleatum dans les
tissus de LSCC, comme le démontre une association positive avec l'indice de consommation
d'alcool. Cela souligne non seulement les effets néfastes de l'alcool sur la santé bucco-
dentaire, mais éclaire également les ramifications biologiques potentielles de cette corrélation
bactérienne dans la progression du LSCC.

Les interactions et les effets mutuels entre la consommation d'alcool et la bactérie
F.nucleatum sont détaillés dans le schéma suivant(fig 03) :

H
H fo)

A
L

o > F. nucleatum
- EMT

7
Ethanol accumulation TLR4
A

MYD88

T miR-155-5p
miR-205-5p

_, TGF-B /PI3KIAKT
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Ethanol B Y

metabolism | ADHIB  TGFBR2

TGF-B (Smad
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Laryngeal Squamous Cell Carcinoma

Figure 03. Le lien entre F.nucleatum et consommation d'alcool dans le cancer de laryngé_
cancer buccale (Hsueh et al.2022)
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L'augmentation de l'expression de miR-155-5p et miR-205-5p par F.nucleatum
supprime I'expression d'’ADH1B et de TGFBR2 en activant les signaux immunitaires innés, ce
qui entraine une reprogrammation du métabolisme de I'alcool pour permettre I'accumulation
de

F.nucleatum et [lactivation de la voie PI3K/AKT pour favoriser la transition
épithélialemésenchymateuse. Cela conduit a une progression et une propagation incontrélées
du cancer des cellules squameuses du larynx. En conséquence, le cercle vertueux entre
F.nucleatum et la reprogrammation du métabolisme de l'alcool favorise la prolifération
cellulaire et son impact sur les résultats des patients atteints de cancer des cellules squameuses
du larynx. La quantité de F.nucleatum pourrait étre un marqueur pronostique potentiel,
offrant ainsi un apercu précieux dans la gestion clinique pour améliorer les résultats

oncologiques des patients atteints de cancer des cellules squameuses du larynx.
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2.1. Définition

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux obtenus a partir de plantes
aromatiques. Ces plantes, présentes dans leurs feuilles, fruits, graines, écorces ou racines,
renferment un large éventail de molécules aromatiques qui constituent les élements actifs
fondamentaux. (ZIABET ,2016) lls présentent une solubilité dans des substances telles que
I'alcool, I'éther et les huiles fixes, tout en restant insolubles dans I'eau en raison de leur nature
hydrophobe. Ces composés volatils se manifestent genéralement sous forme de liquides
incolores a température ambiante, mettant en valeur leurs propriétés biochimiques. ( Dhifi, et
al.2016).

2.2.Composants des huilles essentielles

Les huiles essentielles, constituées des éléments vitaux du carbone, de I'nydrogéne et de
I'oxygéne, réagissent de maniére complexe pour former une multitude de composés tels que
les hydrocarbures, les alcools et les acides. Le terme "terpene” désigne spécifiquement les
composés carbonés et hydrogénés, tandis que "terpénoide” englobe ceux qui incorporent
également de lI'oxygéne (Price et Price, 2007). Ces substances sont un assemblage riche de
terpénes et de composes aromatiques tels que les phénols et les phénylpropanes (Hoffmann,
2020). Comme exemples ,les composition de huille de clou de grifole et de lavande : (tableau
02et03)

Tableau 02. Compositions de clou de girofle

Composant Pourcentage
Eugénol 74,28%
B coryphyllene 24,8%
o Humelene
Euzenel acetate 2,7%
aCopaene 0,17%
Chavicol 0,08%
Methyl salicylate 0,20%

(El Asbahaniet al. 2015 ;A.M.Bakryet al. 2016 ;Frolichet al. 2019 ;Ameur et al. 2021)

Tableau 03. Compositions de lavande
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a-Thujene

a-Pinene

Camphene

Composant Sabinene

1-Octene-3-ol

3-Octtanone

B-Pinene

Butyl butyrate

3-Carene

1-Isopropyl-3-methylbenzene

a-Phellandrene

( Xiaotionet al. 2019)

2.3. Activités biologiques
2.3.1.Activité antibactériennes

Selon Osei-Safo et al. (2010), Cavaret al. (2012), et Teixeira et al. (2013), certaines
huiles essentielles provenant de diverses sources végetales présentent des propriétés
puissantes contre les bactéries, ce qui les rend tres utiles dans les industries alimentaires et

pharmaceutique.
2.3.2. Activité Anti-inflammatoire

De Lavoret al. (2018), ainsi que Zuoet al. (2020), ont démontré les applications
biologiques des huiles essentielles dans la modulation de la réponse inflammatoire, en
s'inspirant de leurs utilisations médicinales traditionnelles. Dans des études menées par
Sienkiewiczet al. (2013), Orchard et van Vuuren (2017) , I'efficacité de I'huile essentielle de
géranium a été examinée. Traditionnellement utilisée en médecine pour traiter les affections
cutanées inflammatoires, elle est appréciée pour ses propriétés anti-inflammatoires,

antiseptiques, antifongiques et antibactériennes.
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2.4. Extraction

Les huiles essentielles peuvent étre extraites de différentes parties de diverses plantes a
travers une variété de méthodes d'extraction. Le choix de la méthode d'extraction revét une
importance capitale car elle influe significativement sur la qualité de I'huile essentielle. Une
méthode d'extraction inappropriée peut causer des dommages ou altérer la composition

chimique distinctive de I'nuile essentielle. (Tongnuanchan et Benjakul, 2014).
2.4 1. Extraction par hydro distillation

L'hydro distillation est réalisée a l'aide d'un appareil de type Clevenger. (CLEVENGER
., 1928).Elle est effectuée selon le systeme de cohobage, c'est-a-dire un systeme de recyclage,

conforme « Pharmacopée européenne ».
2.4.2. Extraction par solvant

Ce procédé repose sur l'utilisation de divers solvants tels que I'acétone, I'hexane, I'éther
de pétrole, le méthanol et I'éthanol pour extraire les huiles essentielles a partir de matériaux
végétaux fragiles qui ne supportent pas la chaleur. (Areias et al.(2000), Pizzale et al. (2002),
Kosar et al. (2005).

2.4.3. Extraction a vapeur

Dans cette méthode, I'extraction par vapeur est appliquée sans nécessité de macération
préalable, ce qui signifie que les matiéres végétales ne sont pas immergées dans de I'eau ou un

solvant avant d'étre exposees a la vapeur chaude. (Campoloet al.2018;Nadjib et Amine, 2019).
2.4.4. Extraction assistée par micro-ondes

La technique d'extraction assistée par micro-ondes” vise a améliorer la vitesse,
I'efficacité et la sélectivité de I'extraction des composés chimiques a partir de matiéres
végétales. Cette méthode utilise I'énergie micro-ondes pour accélérer le processus
d'extraction, réduisant ainsi les temps traditionnellement longs d'extraction sans compromettre

son efficacité ni sa sélectivite. (J. Soc. Ouest-Afr. Chim.).

2.5. Domaines dapplication

Les huiles essentielles sont utilisées en médecine alternative. Freirset al. (2015) ont mis

en lumiere l'activité des huiles essentielles contre les bactéries cancérigénes et leur efficacité
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potentielle dans la prévention de la carie dentaire. Quant a Roller et Sheedhar (2002), ils ont
étudié I'effet des composants des huiles essentielles et leurs activités dans la lutte contre le

pourrissement microbien des aliments.

17



Chapitre02 : Partiebibliographique

18



Deuxieme Partie :

Partie Experimentale



Chapitre03: PartieExpérimentale

Chapitre 111 : Matériel et
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3. Préparation de la souche
3.1. Prélévement
Un prélévement de salive a été effectué sur trois patients atteint de cancer a l'aide des
écouvillons stériles dans le service d’oncologie au niveau d’hopitale EL Hakim Saadan. Les
échantillons ont été transportés dans des conditions anaérobies, envloppés avec parafilm et ont
été placés dans un sac stérile a I'intérieur d'une boite de transport maintenue & une température
de 4 degrés Celsius, avant d'étre acheminé vers le laboratoire d’analyses de contréle de qualité

Moussaoui.
3.2. Isolement et identification

L'isolement de Fusobacteriumnucleatum est effectué conformément a la technique
classique d'isolement des anaérobies, telle que décrite par Sutter et al. (1985) .les trois
échantillons ont été isoler a raison de trois répititions pour chaque échantillon ,en utilisant un
milieu gélosé au sang enrichi en vitamine K1 en raison des difficultés rencontrées pour
obtenir un milieu spécifique pour F.nucleatum. (La gélose au sang permet de Vvérifier la

pureté et le caractere anaérobie d'une bactérie. (A.Sedallian, 1990)).(photo01)

Photo 01. Préparation de mileu gélose au sang et isolement de f.nucleatum .(originale )

3.3. Colorations de Gram

Aprés avoir obtenu des cultures positives ,un préléevement de cutlture positif a été réalisé a
I’aide dun frottis préparé pour effectuer le test de coloration de Gram. Le protocole de

coloration de Gram, tel que décrit par Delarras (2007), se déroule comme suit:

- un frottis est preparé a partir d’une culture bactérienne pure.
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-le violet de gentiane est appliqué sur le frottis pendant 1 minute puis rincé a I’eau distillée.
Du

-lugol est ajouté et laissé agir pendant 1 minute avant d’étre rincé a nouveau a I’eau distillée.
-La décoloration est réalisée avec de I’alcool a 95%, suivie d’un ringage a I’eau distillée.

-Enfin, une recoloration est effectuée avec de la fuchsine pendant 10 a 30 secondes, suivie

d’un rincage a I’eau distillée.

- Le frottis est ensuite séché au-dessus de la flamme du bec bunsen. (Photo02)

Photo 02. Préparation de coloration de Gram d'un frottis de F.nucleatum(originale ).

3.4. Tests additifs

3.4.1. Antibiogramme

Pour effectuer ce test, un inoculum de 1UFC /ml. Un équipement spécifique est
essentiel pour une culture réussie, incluant des milieux (Muller Hinton) enrichis en facteurs de
croissance comme la vitamine K et I'némine pour favoriser la croissance d'espéces anaérobies,
ainsi que des systemes d'incubation sans oxygeéne tels que des jarres ou des chambres
anaérobies. (Regnault, Loic. (2015) Aprés l'ensemencement de bactérie a tester sur les
pastilles de papier buvard contenant des antibiotiques (amoxiciline 25 mcg, amoxicilline 30

mcg, vancomycine 5mcg, metronidazole 5 mcg, Azithromycine 30 mcg) sont déposées sur la
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gélose et incubées pendant 48h a 37. (F.jehlet al. ,2015). Les résultats sont analysés en
évaluant les zones d'inhibition, identifiables par des auréoles depourvues de croissance autour

de chaque disque, conformément aux directives de Morad (2011).
3.4.2. Test oxydase

un disque imprégné d'une substance sensible a I'enzyme oxydase, placé sur une lame
propre. Aprés humidification du disque avec de I'eau stérile, une colonie bactérienne est
écrasée dessus. Tout changement de couleur du disque est observé, et un changement en violet
indique une réaction positive, confirmant la présence de I'enzyme oxydase dans la bactérie
testée (Carbonnelleet al. 1988). (Photo03)

Photo03. Réalisation de test oxydase. (Originale).

3.4.3. Tests catalase

Notre echantillonposittive choisi a été soumis au test catalase, en commencant par
ajouter 4 a 5 gouttes de H,O, a 3% dans un tube a essai. Ensuite, utilisez un batonnet en bois
pour transférer un échantillon d'organisme d'une colonie bien isolée dans le tube, en évitant
I'agar. Enfin, observez immédiatement la formation de bulles sur un fond sombre. (K.Reiner,
2010). (photo04)
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Photo 04. Equipement pour analyser I'activité de la catalase dans un échantillon de
F.nucleatum. (Originale)

3.5. Acquisition des huiles essentielles pures

Les huiles essentielles pures a 100 % sont spécialement extraites par -
la société Biocare, société libelé et spécialisée dans la production de ID's
matiéres premiéres et d'extraits naturels thérapeutiques et cosmétiques, '%i()(‘;ll'f
selon un montage de type Clevenger par l'entrainement a la vapeur.
(Photo05)

Photo 05. Les huiles essentielles extraites par Biocare (huile de Clou de Grifole,huile de rose
CanangaOdorata , lavande, Menthe , huile d'arbre de thé vert ,hydrolat de menthe)

(originale).
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Tableau 04. Presentationdes especes végétales

Plante Espéece

Thé vert Melaleucaalternifolia
Yalangyalang (rose) Canangaodorata

Clou de grifole Syzygium aromatium
Menthe Menthaspicata
Lavande Lavandulaangustifolia

3.5.1. Analyse des huiles essetielles par Chromatographie en Phase Gazeuse

Les compositions chimiques des huiles esssentielles étudiées sont analysées en utilisants
la chromatographie en phase gazeuse couplé a un spectromeétre de massse, comme d’écrit dans
I’étude d’Adams (1993). Nos huilles, notamment celles de thé vert ,yalangyalanget menthe

ont été analysées au centre de recherche CRAPSY.

Le chromatographe est essentiel pour la séparation des constituants d'un mélange. La
chromatographie en phase gazeuse, adaptée a I'analyse de composés volatils et thermiquement
stables, comprend généralement trois modules : un injecteur, une colonne capillaire dans un

four, et un détecteur, tel qu'un spectrometre. (Bouchonnet et Libong ,2004)
3.5.2. Aromatogramme

Dans cette approche modifiée de la méthode de Kirby-Bauer, traditionnellement utilisée pour
les antibiogrammes, les antibiotiques sont remplaceés par des huiles essentielles spécifiques.
Ces huiles sont choisies en fonction de leurs propriétés antimicrobiennes et sont utilisees pour
évaluer la sensibilité des bactéries étudiées a leur égard. L'essai s’est déroulé en plagant des
disques imbibés d'huiles essentielles sur une gélose positive La sensibilité est évaluée en
mesurant le diametre de la zone d'inhibition de la croissance bactérienne autour de chaque
disque, ce qui nous permet de déterminer I'efficacité des huiles essentielles contre les bactéries
testées. Ce type d'approche offre une alternative intéressante dans la recherche sur les agents
antimicrobiens Dans notre cas, chaque test a été realise a raison de deux répétitions pour

garantir la précision et la reproductibilité des résultats.. (Photo06)
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Photo06. Application de test aromatogramme (originale)

3.6.préparation de Bio Bain de bouche

Les ingrédients utilises dans la fabrication de ce produit sont des substances naturelles

thérapeutiques, fabriquées a partir d'un mélange d'huiles essentielles pures.

Les matériaux et I'équipement sont les suivants :
- Huile d’arbre a thé vert
- Huile de menthe

- Huile de clou de grifole

- Huile de menthe

- Huile de cananga odorata

- Huile de lavande

- Hydrolat de menthe

- Hydrolat de clou de girofle
- Vitamine E

- eau distillée

L'homogéneisation a éte réalisée a l'aide d'un agitateur magnétique dans un flacon bleu fonce.
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Photo 07. Matériel et produit utilisées a la formulation de Bain de bouche (originale)

3.7.préparation d’Une pommadeThérapeutique pour I'inflammation de la langue et des

gencives
- Huiled’arbre a thé vert
- Huile de clou de grifole
- Huile de lavande

- Huile de coco (base de creme)
- VitE

cire d’abeille(pour la cohésion et I’omogénéité )(photo08)

Photo 08. Etape del’agitation lors de la préparation pommade (originale).

3.8 Analyses de controle de qualiteé

Les analyses microbiologiques et physico-chimiques des produits sont réalisées par le
laboratoire de controle de qualité Moussaoui Selon le protocole d’ISO, par les étapes
suivantes. Détection d'E. Coli (NI /ISO ,21150). Détection de staphylococcus aureus (NI/ISO
,22718). Détection des MO spécifiees et non spécifiées (NI /ISO ,18415). Détection de
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candida albicans (NI/1ISO, 18416). Détection de pseudomonas aeroginosa (NI/1SO, 22717).
Dénombrement des levures et moisissures (NI/ISO 16212) Dénombrement des bactéries
aerobies mésophiles (NI/1SO, 21149). Annexe 03).
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4. Identification
4.1. Culture

Apres incubation et examen des boites de Pétride échantillons ont révélés la présence
des colonies (colonies dispersées échantillon 1,coloniées non dispersées échantillon 2)
présentant une forme irréguliere et une transparence ,la troisieme échantillon a présenté juste
une contamination . Le diameétre de ces colonies varie entre 1,2 et 1,7 mm sur le milieu de
culture sanguine, comme le montre la figure 6. En comparant ces observations a la description
morphologique de Fusobacteriumnucleatum dans I'Atlas de biologie buccale (2015), nous
constatons une concordance remarquable entre les résultats (photo09) obtenus et la

description reférenceée.

Photo 09.F.nucleatumisolée des 3 échantillions prélevés des 3 patients sur gélose au sang
(originale)

4.2. Coloration de Gram
La coloration de Gram, basée sur l'affinité des bactéries pour les colorants, révéle leur

morphologie, distinguant les bacilles allongés des cocci arrondis en fonction de leur paroi

cellulaire. (Astiver, Hélene et al. "Théfense." 2014.)

Les résultats de I'observation microscopique révelent la présence de bacilles de couleur rose
dans les 2 échantillons positives examinés. Ces résultats sont interprétés en reférence a M.
Spangleret al. (1978), qui ont démontré que la coloration de Gram permet de différencie les
bactéries Grampositives, qui retiennent le cristal violet aprés décoloration, des bactéries
Gram-négatives, qui tendent a perdre ce pigment primaire lors du processus de décoloration.
Ainsi, le résultat indique la présence de bactéries Gram-négatives, notamment

Fusobacteriumdans cette étude.
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4.3. Antibiogramme

Les résultats de I'analyse des antibiotiques ont montré que la bactérie F.nucleatum isolé
d’une seul échantillon prelvé aprés la culture présente une sensibilité variable a plusieurs
antibiotiques. Des niveaux de sensibilité différents ont été enregistrés, avec un diametre de
sensibilite de 17 mm pour le métronidazole, 1,2 mm pour I'amoxicilline (25 microgrammes)
et 1,7 mm pour I'amoxicilline (30 microgrammes), ainsi qu'un diameétre de sensibilité de 13
mm pour l'azithromycine. Il convient de noter que la bactérie F.nucleatum a montré une

résistance a la vancomycine. Ces résultats sont clairement visibles sur le graphique ci-joint.
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Figure 04. Courbe de susceptibilité de F.nucleatum contre les antibiotiques

Dans le cadre des études et des tests de sensibilité de F.nucleatum aux antibiotiques,
une étude menée par M. Marita et al. (2015) a démontré la sensibilité de cette bactérie a
I'amoxicilline, avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 32 pg. De plus, les
résultats de I'étude ont montré une sensibilité a I'azithromycine selon des valeurs de CMI
variant entre 0,5 et 8 pg. Dans une autre étude menee par A. Dublanchet et al. (1977), la
sensibilité de F.nucleatum au métronidazole a été établie avec une CMI de 0,5 ug. Ces études
mettent en lumiére la réponse de F.nucleatum au traitement antibiotique et enrichissent notre

compréhension de sa sensibilité variable a ces medicaments.

4.4. Test oxydase

La bactérie ne montre pas de réaction positive au disque révélateur d'oxydase (Kovacs).

En référencant de p.Shields et Cathcart (2010), la bactérie qui ne présente pas de changement
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de couleur ou pernnent plus de 2 minutes est considéré comme négatif a I'oxydase. Ca veut

dire que F.nucleatum est negatif a I'oxydase.

4.5. Test catalase

Apres une période de 40 secondes, aucune réaction n'a été détectée entre I'échantillon de
F. nucleatum et le peroxyde d'hydrogéne (H202).
Selon H. Khatoonet al. (2022), Un test est considéré positif lorsque des bulles se formen

t immédiatement, témoignant d'une réaction vigoureuse. A l'inverse, une réaction plus faible
est notée par la présence de quelques bulles. Un test négatif se manifeste par I'absence de
bulles ou par I'apparition de seulement quelques-unes apres 20 secondes comme il présente

sur le photo.

lé'[‘ |

Photol10.Résultat du test catalase.

v
J

4.6. Analyse des huiles essentielles par Chromatographie en Phase Gazeuse

Les résultats des analyses chimiques des huiles essentielles diviées au centre
d’analysCRAPC sont comme sulit :

Tableau 03. Composition d’huile de the vert

Huile Composants Composant principale

Thé vert 48 Composants (Cymene, Terpineol
Pinene, Beta terpinoel,
Alpha terpineol, Limonene,

Cadinene)
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Le principe actif d’huile de thé est terpinen-4-ol, en seréférant a Chia-Jung Lee et al. 2013.
Cette étude confirme les résultats obtenus.

L'analyse chromatographique du thé vert a révelé la présence de 48 composants distincts,
parmi lesquels le Terpineol se distingue comme le composant principal. Le Terpineol, un
alcool monoterpénique, est reconnu pour ses propriétés aromatiques et ses effets potentiels
bénéfiques pour la santé, tels que ses activités antibactériennes et antioxydantes (Jang et al
2011). Les autres composants identifiés, tels que le Cymene, le Pinéne, le Beta terpinéol,
I'Alpha terpinéol et le Limonene, contribuent également a I'arbme caractéristique du thé vert
et peuvent posséder divers effets physiologiques et applications potentielles. Cette diversite
chimique souligne la complexité du the vert en tant que source de composés bioactifs, ouvrant
ainsi des perspectives intéressantes pour la recherche en alimentation, en médecine

traditionnelle et en cosmétique (Zhang et al 2012).

Tableau 05. Composition d’huile de yalangyalang

Huile Composants Composant principale

Yalangyalang 14 Benzyl benzoate
composants(benzylbenzoate,
Geranyl alpha terpinene,
cinnamyl acetate E.)

Selon recherche de Vittoria et al(2022) ,les composants de huile de yalangyalang sont
,germacrene D, | inlool , cinnamylacetate , benzylacetate , qui concordent avec ceux de
cette analyse.

L'huile essentielle d'Ylang Ylang est composée de 14 composants, parmi lesquels le Benzyl
Benzoate se distingue comme le composant principal. Le Benzyl Benzoate est un ester
aromatique utilisé couramment en parfumerie et en cosmétique, connu pour ses propriétés
apaisantes et son agréable odeur sucrée-ameére (Smith et al 2005) , tandis que les autres
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composants notables incluent le Geranyl alpha terpinéne et l'acétate de cinnamyle, qui
contribuent a I'aréme caractéristique et aux potentiels effets thérapeutiques de I'huile d"Ylang
Ylang. Cette composition diversifiée offre des perspectives intéressantes pour son utilisation
en aromatheérapie et dans d'autres applications cosmétiques et médicinales (smith et al 2005).

Tableau 06. Composition d’huile de menthe

Huile Composants Composant principale

Menthe 42 composants (Carvone Carvone

Camphene, Linalol, Alpha
trepineol, Germacrene D.)

Les pricipaux composants de cette huile (Menthaspicata) sont carvone ,linalol ,alpha trepinol
et autres ,il sont en concordance avec les résultats corroborés avec la recherche de Reddy et
al (2019) et Mekhelfiet al (2023).

L'huile essentielle de menthe est composée de 42 composants, parmi lesquels la Carvone se
distingue comme le composant principal. La Carvone est un monoterpéne présentant des
propriétés aromatiques caracteristiques, notamment dans la menthe, ou elle contribue & son
arébme rafraichissant et mentholé ( Baser etBuchbauer 2010). Les autres composants presents
en plus petites quantités, tels que l'acétate d'eugényle, le méthyl salicylate, et le chavicol,
contribuent également aux propriétés pharmacologiques variées du clou de girofle,
notamment en matiere de santé buccale, de soulagement de la douleur et de lutte contre les
infections.

(Annexe 3)

4.7. Aromatogramme

L’aromatogramme, représentant l'efficacité des huiles essentielles contre les bactéries
F.nucleatum, a montré des résultats encourageants. La plus grande sensibilité a été
enregistrée avec I'huile d'arbre a thé avec un diametre de 22 mm, suivie par I'huile de menthe
avec un diametre de 18 mm, puis I'huile de lavande avec un diamétre de 17 mm Aucune
sensibilité n'a été enregistrée envers I'huile de clou de girofle et I'huile de Canangaodorata.
Plusieurs études antérieures soutiennent fermement les resultats de cette expérience. Une

étude menée par Thosaret al. (2013) a demontre I'efficacité de I'huile d'arbre a thé contre les
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bactéries buccales. De plus, l'efficacité de I'nuile d'arbre a thé et de I'huile de lavande a été
confirmée par une étude menée par Takaradaet al. (2004), avec la détermination de la valeur
CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) pour chacune (CMI pour I'huile d'arbre a thé =
0,12, CMI pour I'huile de lavande = 0,5). Une autre étude menéee par A. Ben Laghaet al.
(2020) a egalement confirmé l'efficacit¢ de la menthe poivrée contre les bactéries

Fnucleatum.
4.8. Détermination de concentration minimale inhibitrice

Sur la base de la constatation que I'huile d'arbre a thé est I'ingrédient principal inhibiteur
dans le produit souhaité, la valeur minimale de concentration inhibitrice requise est
déterminée pour cette seule huile. Selon les résultats de I'étude menée par Takaradaet al.
(2004), I'huile essentielle de thé présente une activité inhibitrice vis-a-vis des bacteries
appartenant au genre Fusobacterium, dans une plage de concentrations comprise entre
0,527mg/ml. Alors il est conclu que la concentration minimale inhibitrice de la croissance des

bactéries du genre Fusobacterium est de 0,527mg/ml.

4.9.Préparation de Bain de bouche et pommade anti-inflammatoire

Tous les ingrédients utilisés dans la fabrication du bain buccal et de la créeme anti-
inflammatoire ont été étudiés avec précision conformément aux recherches scientifiques
établies. Chaque ingrédient posséde des propriétes thérapeutiques liées au nettoyage de la
cavité buccale, comme indiqué dans les résultats de lI'analyse de I'aromatogramme des études
antérieures menées par Ben Laghaet al. (2020), Takaradaet al. (2004), ainsi que d'autres
chercheurs ayant démontreé I'efficacité des huiles essentielles de I'arbre a the, de la lavande et
de la menthe. L'huile de clou de girofle posséde une propriété anti-inflammatoire. (.Ateroet al.
2024) Selon une étude menée parTaher et al. (2015), une expérience a été réalisée sur la patte
des souris enflammée et enflée, et les résultats de I'étude ont montré I'efficacité et la rapidite
de I'nuile de clou de girofle dans I'inhibition de I'inflammation. Ylang ylang démontre des
propriétés antibactériennes puissantes et possede des capacités antiinflammatoires, ce qui le
rend efficace pour inhiber la formation de biofilm. (Stashenkoet al. 1993). Dans une étude,
Nevin et Rajmohan a démontré les propriétés hydratantes de I'huile de noix de coco. Pour la
vitamine E est un puissant antioxydant., selon G.W.Burtonet al. (1983), la vitamine E

empéche la formation de particules nocives d'oxygéne réactif pendant la dégradation des
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graisses et les réactions de chaine des radicaux libres. L’alpha, gamma et delta-tocophérols,

principaux composants de la vitamine E, jouent un réle crucial dans la lutte contre le cancer.
Par exemple, on pense que l'alpha-tocophérol limite la production de certaines protéines,

démontrant ainsi son efficacité contre le cancer. (Gysinet al. 2002). (Photol1)

Photo 11. Les produits aprés fabrication. (Originale).

4.10. Analyse de controle de qualité des produits

Le rapport d'analyse provenant du laboratoire Moussaoui confirme la conformité des
résultats des tests microbiologiques pour les deux produits, en accord avec les normes
internationales de I'ISO. Notamment, le bain de bouche démontre une absence de germes,
at>tribuable aux conditions de stérilité rigoureuses de I'environnement de travail ainsi qu'a la
procédure de stérilisation des flacons d'emballage effectuée dans l'autoclave. En revanche, la
pommade révele la présence de germes aérobies, néanmoins dans des limites acceptables
selon les criteres établis. Pour le bain de bouche, le pH est de 7.38 a une température de 20°C.

Tandis que pour la pommade, le pH est de 7.15 a une température de 19°C.(photol12)
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Photol12. Mesure de ph et T de pommade et de bain de bouche (originale).

4.11. Résultats du test de sensibilité aux huiles

Les résultats sont bons, aucune réaction allergique, irritation ou sensibilité n'a été
observée chez les personnes testées apres I'application de gouttes d'huiles Iégerement diluées

sur leurs mains. (Photo13)

Photo 13. Les résultats du test d'allergie aux huiles sur un groupe de 10 personnes.
(Originale).
4.12. Résultat de I'utilisation d'un bain de bouche

Aprés 9 jours d’utilisation de bain bouche parun malade atteint de gingivite, les résultats

sont était montré dans la photo14.
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Photo 14. Effet de Bain de bouche apres 9 jours

Nous bavonsnoté que La couleur des gencives devient claire et saignement des gencives
s’arrete lorsque le patient se brosse les dents.
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Conclusion
L'étude sur Fusobacteriumnucleatum met en lumiére son réle significatif dans la
pathogenese des maladies buccales et son lien avec le développement de cancers, notamment
le cancer buccal. L'identification précise de F.nucleatum a partir trois d'échantillons des
patients atteints de cancer buccal, ainsi que les méthodes dediagnostique microbiologique, ont
été rigoureusement détaillées. Les effets de la chimiothérapie ont éte observé a travers des
entretiens avec des patients, mettant en évidence les défis liés a l'inflammation des tissus

buccaux, exacerbés par certains traitements comme les rince-bouches a base d'alcool.

Pour répondre a ces défis, une approche a été entreprise avec la préparation d'un bain de
bouche thérapeutique a base d'huiles essentielles naturelles, spécifiquement formulé pour les
patients atteints de cancer. Les tests de sensibilité et I'analyse des composés chimiques des
huiles essentielles ont validé leur efficacité contre F.nucleatum. La production et I'évaluation
du rince-bouche ont été réalisées sous des normes strictes de stérilité et de qualité, démontrant

une amélioration notable de I'état des gencives chezle patients traité.

En conclusion, cette étude ouvre la voie a des approches thérapeutiques innovantes pour
atténuer les complications buccales chez les patients atteints de cancer, en mettant l'accent sur

des solutions naturelles efficaces et bien tolérées.
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Annexe 01
Entretienavec un chirurgien maxillo-facial
1. Avez-vous des patients actuels ou passes diagnostiqués avec un cancer de la bouche ?

-Oui, certains de mes patients ont été diagnostiqués avec un cancer de la bouche, tant dans

le passé que récemment. J'ai diagnostiqué 5 cas jusqu'a présent.

2. Y a-t-il des patients se plaignant de symptémes suspects indiquant un cancer de la

bouche ?

- Oui, je suis actuellement en charge de patients qui présentent des symptdmes tels que
des ulcérations buccales et des gonflements inhabituels, nécessitant un examen

clinique minutieux et d'autres tests pour exclure la possibilité de cancer de la bouche.

3. Des opérations chirurgicales ont-elles été effectuées sur des patients atteints de cancer

de la bouche récemment ?

-J'ai réalise des interventions chirurgicales sur plusieurs patients, impliquant I'ablation
de la tumeur et la restauration des fonctions de la bouche et du visage. Cependant, la
plupart des cas sont diagnostiqués a un stade avancé, ce qui retarde parfois

I'intervention chirurgicale en raison d'un dépistage tardif des premiers symptomes.

4. Des patients ont-ils éte référés a des centres spécialisés dans le traitement du cancer de

la bouche ?

-Oui, j'ai déja référé des patients a des centres spécialisés pour un traitement avancé, y

compris la chimiothérapie.

5. Y a-t-il des stratégies ou des programmes spécifiques de prévention du cancer de la

bouche appliqués dans votre clinique ?

-Les programmes de prévention que nous appliquons dans ma clinique mettent l'accent
sur les examens réguliers de la cavité buccale et la sensibilisation aux modes de vie

sains.
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6. Croyez-vous qu'il y ait une relation entre I'activité bactérienne dans la bouche et les

chances de developper un cancer de la bouche ?

-La relation entre I'activité bactérienne et le risque de cancer de la bouche est illustrée par

I'importance de maintenir une bonne hygiéne buccale comme mesure préventive.

Annexe 02
Entretien

Pendant mon stage au laboratoire d'analyses medicales du service d'oncologie du Centre
Hospitalier Hakim Saadane, j'ai observé que la majorité des patients souffraient de problémes
buccaux tels que des ulcérations, des inflammations et des gonflements. Ces problémes sont
attribués dans certains cas a une exposition a un traitement chimiothérapique, tandis que dans

d'autres cas, ils sont liés a une négligence en matiére d'hygiéne buccale.
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Annexe 03

Laboratoire Moussaoui de contrble de qualité et de conformité
Agréé par le ministére du commerce (Autorisation : N°015/2020)
R.C.: 07/00-1252801 A 16

NIF: 182070105414193

LABORAT N°ART : 07016703407

MOUSSAOUI

BULLETIN D'ANALYSE MICROBIOLOGIQUE -N°444

Date de prélévement : —-/05/2024 Demandeur : Dabla Fatima
Date de réception : 28/05/2024 Adresse : Biskra.
Nature: Bain de boche bio Mobile : 0668196229

ANALYSE MICROBIOLOGIQUE

Tableau d'analyse :

Résultats
Détermination Ech01 Ech02 Ech03 Ech04 Ech05 Spécification Méthode
01 Escherichia coli Abs Abs Abs Abs Abs Absence dans 1SO 21150
1mloulg
02 Micro-organismes aérobies Abs Abs Abs Abs Abs  <10%a <2x10° 1SO 21149
mésophiles
03 Levures et Moisissures Abs Abs Abs Abs Abs <10 I1SO 16212
(20-25°C)
04 Staphylococcus aurures 3 Abs Abs Abs Abs Abs Absence dans 15022718
(37°) 1mloulg
(05 Pseudomonas Aéroginosa Abs Abs Abs Abs Abs Absence dans 1SO 22717
a(37r) 1mlou ig
06 Candida albicans Abs Abs Abs Abs Abs  Absence dans 1SO 18416
1mloulg

CONCLUSION :

En application des dispositions de 1’arrété interministériel (21/10/2019) relatif aux
spécifications microbiologiques des produits cosmétiques et d’hygiéne corporelle publiées au
journal officiel N° 16 - 24/03/2020, ce produit est d"une qualité microbiologique satisfaisante..

Fait a Biskra le : 04.06.2024 lCaCheLef“svignatﬁ’r&\

o

AL

il

n pl
(2 07.70.27.16.18 98 ‘ 033.50.37.05 @ moussaouilabo.07@outlook.com
28]

o 05.60.17.09.14

(6) 177 logements individuels
\ Biskra

o)
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Laboratoire Moussaoui de contréle de qualité et de conformité
Agréé par le ministére du commerce (Autorisation : N°015/2020)
R.C.: 07/00-1252801 A 16

NIF: 189070105414193

LABORATOI! N°ART : 07016703407

MOUSSAOUI

BULLETIN D'ANALYSEPHYSICO-CHIMIQUE -N°443

Date de prélévement : --/05/2024 Demandeur : Dabla Fatima
Date de réception : 28/05/2024 Adresse : Biskra.
Nature: Bain de boche bio Mobile : 0668196229

Analyse physico-chimique

Tableau d'analyse :

Détermination Résultats Méthode
01 pHa20°C 7.38 pH Métre

Fait a Biskra le : 01.06.2024

~=  07.70.27.16.18 I ‘% 3 177 legements individuels
[\:_‘c‘ 05.60.17.09 14 l§§§J 033.50.37.05 @ moussgouilabo.07@outlook.com @ Bigksa
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Laboratoire Moussaoui de contréle de qualité et de conformité
Agreé par le ministére du commerce (Autorisation : N°015/2020)
R.C.: 07/00-1252801 A 16

NIF: 189 5414193
LABORAT NART : 07016703407
MOUSSAOUI

BULLETIN D'ANALYSE MICROBIOLOGIQUE -N°446

Date de prélévement : —/05/2024 Demandeur : Dabla Fatima
Date de réception : 28/05/2024 Adresse : Biskra.
Nature: Pommade anti-inflammatoire (pour la bouche et les gencives) Mobile : 0668196229

ANALYSE MICROBIOLOGIQUE

Tableau d'analyse :

Résultats
Détermination Ech0l Ech02 Ech03 Ech04 Ech05  Spécification Méthode
01 Escherichia coli Abs Abs Abs Abs Abs Absence dans 1SO 21150
1mloulg
02 Micro-organismes aérobies  3.5x10° 3.5x10° 3.8x10° 3.1x10*° 3.6x10° <10°a<2x10° IS0 21149
meésophiles
03 Levures et Moisissures Abs Abs Abs Abs Abs <10 I1SO 16212
(20-25°C)
04 Staphylococcus aurures 3 Abs Abs Abs Abs Abs Absence dans 150 22718
(37°) 1mlouilg
(05 Pseudomonas Aéroginosa Abs Abs Abs Abs Abs Absence dans 1SO 22717
a(37r) 1mloulg
06 Candida albicans Abs Abs Abs Abs Abs Absence dans 1SO 18416
1mloulg

CONCLUSION :

En application des dispositions de I’arrété interministériel (21/10/2019) relatif aux
spécifications microbiologiques des produits cosmeétiques et d’hygiéne corporelle publiées au
journal officiel N° 16 -24/03/2020, ce produit est d’une qualité microbiologique satisfaisante..

Fait a Biskra le : 04.06.2024

S 07.70.27.16.18 "“:\' e . ey _ © 177 logements individuels
(8 05.60.17.09.14 §§§! 033.50.37.05 @ moussaouilabo.07@outlook.com \é) Biskra
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Laboratoire Moussaoui de contréle de qualité et de conformité
Agréé par le ministére du commerce (Autorisation : N°015/2020)
R.C.: 07/00-1252801 A 16

NIF: 189070105414193

LABORATOI! N°ART : 07016703407

MOUSSAOUI

BULLETIN D'ANALYSEPHYSICO-CHIMIQUE -N°445

Date de prélévement : --/05/2024 Demandeur : Dabla Fatima
Date de réception : 28/05/2024 Adresse : Biskra.
Nature: Pommade anti-inflammatoire (pour la bouche et les gencives) Mobile : 0668196229

Analyse physico-chimique

Tableau d'analyse :

Détermination Résultats Méthode
01 pHa20°C 7.15 pH Métre

Fait a Biskra le : 01.06.2024

~=  07.70.27.16.18 I ‘% 3 177 legements individuels
[\:_‘c‘ 05.60.17.09 14 l§§§J 033.50.37.05 @ moussgouilabo.07@outlook.com @ Bigksa
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PTAPC BISKRA
Rapport d'analyse GC-MS

Sample Information

CRAPC
Analyzed by AIMI
Analyzed 24/06/2024 17:00:52
Sample Name 1
Vial # 4
Injection Volume 030
Data File C:\GCMSsohition'Data' Test Echantillon'1.qgd
Org Data File C:\GCMSsolution'Data' Test Echantillon'1.qgd
Method File C:'\GCMSsolution' Data' Test Echantillon'huille essentielle.ggm
Org Method File C:\GCMSsolution'Data' Test Echantillon'huille essentielle ggm
Tuning File C:\GCMSsohition\System'Tunel 'Tuning 05032023 .qgt
Modified by Admin
Modified 25/06/2024 10:52:05
Method
[Comment]
=====Andlytical Line | ===
[AOC-20i+5]
# of Rinses with Presolvent 5
# of Rinses with Solvent(post) 5
# of Rinses with Sample 1
Plunger Speed(Suction) Low
Viscosity Comp. Time 0.2 sec
Plunger Speed(Injection) Low
Syringe Insertion Speed Low
Injection Mode Nommal
Pumping Times 5
Inj. Port Dwell Time 0.3 sec
Terminal Air Gap No
Plunger Washing Speed High
“Washing Volume SulL
Syringe Suction Position 0.0 mm
Syringe Injection Position 0.0 mm
Solvent Selection only B
Column Oven Temp. 600 °C
Injection Tenm. :250.00 °C
Injection Mode Split
Flow Control Mode Column Flow
Pressure (109 kPa
Total Flow 435 mL/min
Column Flow :0.50 mL/min
Linear Velocity 258 em/sec
Purge Flow :3.0 mL/min
Split Ratio 800
High Pressure Injection :OFF
Carrier Gas Saver :OFF
Splitter Hold OFF
Oven Temp. Program
Rate Temperature(°C) Hold Time(min)
- 60.0 800
5.00 280.0 10.00

Oven Cooling Rate ‘Middle
< Ready Check Heat Unit >

Column Oven TYes

SPL1 Yes

Ms : Yes

< Ready Check Detector(FTD/BID) >

< Ready Check Baseline Drift >

< Ready Check Injection Flow >
SPLI Carrier TYes
SPLI Purge Yes

< Ready Check APC Flow>

< Ready Check Detector APC Flow >

External Wait No
Equilibrium Time 3.0 min
Auto-flame On :OFF
Auto-flame Off OoN
Reignite :OFF
Auto-zero after Ready OoN
PrepRun Start -Auto
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PTAPC BISKRA
Rapport d'analyse GC-MS

Sample Information

CRAPC
Analyzed by AIMI
Analyzed 24/06/2024 19:01:09
Sample Name 2
Vial # 5
Injection Volume 030
Data File C:\GCMSsohition'Data' Test Echantillon'2.qgd
Org Data File C:\GCMSsohution'Data' Test Echantillon'2.qgd
Method File C:'\GCMSsolution' Data' Test Echantillon'huille essentielle.ggm
Org Method File C:\GCMSsolution'Data' Test Echantillon'huille essentielle ggm
Tuning File C:\GCMSsohition\System'Tunel 'Tuning 05032023 .qgt
Modified by Admin
Modified 25/06/2024 10:47:49
Method
[Comment]
=====Andlytical Line | ===
[AOC-20i+5]
# of Rinses with Presolvent 5
# of Rinses with Solvent(post) 5
# of Rinses with Sample 1
Plunger Speed(Suction) Low
Viscosity Comp. Time 0.2 sec
Plunger Speed(Injection) Low
Syringe Insertion Speed Low
Injection Mode Nommal
Pumping Times 5
Inj. Port Dwell Time 0.3 sec
Terminal Air Gap No
Plunger Washing Speed High
“Washing Volume SulL
Syringe Suction Position 0.0 mm
Syringe Injection Position 0.0 mm
Solvent Selection only B
Column Oven Temp. 600 °C
Injection Tenm. :250.00 °C
Injection Mode Split
Flow Control Mode Column Flow
Pressure (109 kPa
Total Flow 435 mL/min
Column Flow :0.50 mL/min
Linear Velocity 258 em/sec
Purge Flow :3.0 mL/min
Split Ratio 800
High Pressure Injection :OFF
Carrier Gas Saver :OFF
Splitter Hold OFF
Oven Temp. Program
Rate Temperature(°C) Hold Time(min)
- 60.0 800
5.00 280.0 10.00

Oven Cooling Rate ‘Middle
< Ready Check Heat Unit >

Column Oven TYes

SPL1 Yes

Ms : Yes

< Ready Check Detector(FTD/BID) >

< Ready Check Baseline Drift >

< Ready Check Injection Flow >
SPLI Carrier TYes
SPLI Purge Yes

< Ready Check APC Flow>

< Ready Check Detector APC Flow >

External Wait No
Equilibrium Time 3.0 min
Auto-flame On :OFF
Auto-flame Off OoN
Reignite :OFF
Auto-zero after Ready OoN
PrepRun Start -Auto
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PTAPC BISKRA
Rapport d'analyse GC-MS

Sample Information

CRAPC
Analyzed by AIMI
Analyzed 24/06/2024 21:01:32
Sample Name 3
Vial # [
Injection Volume 030
Data File C:\GCMSsohition'Data' Test Echantillon'3.qgd
Org Data File C:\GCMSsohution'Data' Test Echantillon'3.qgd
Method File C:'\GCMSsolution' Data' Test Echantillon'huille essentielle.ggm
Org Method File C:\GCMSsolution'Data' Test Echantillon'huille essentielle ggm
Tuning File C:\GCMSsohition\System'Tunel 'Tuning 05032023 .qgt
Modified by Admin
Modified 25/06/2024 10:57:09
Method
[Comment]
=====Andlytical Line | ===
[AOC-20i+5]
# of Rinses with Presolvent 5
# of Rinses with Solvent(post) 5
# of Rinses with Sample 1
Plunger Speed(Suction) Low
Viscosity Comp. Time 0.2 sec
Plunger Speed(Injection) Low
Syringe Insertion Speed Low
Injection Mode Nommal
Pumping Times 5
Inj. Port Dwell Time 0.3 sec
Terminal Air Gap No
Plunger Washing Speed High
“Washing Volume SulL
Syringe Suction Position 0.0 mm
Syringe Injection Position 0.0 mm
Solvent Selection only B
Column Oven Temp. 600 °C
Injection Tenm. :250.00 °C
Injection Mode Split
Flow Control Mode Column Flow
Pressure (109 kPa
Total Flow 435 mL/min
Column Flow :0.50 mL/min
Linear Velocity 258 em/sec
Purge Flow :3.0 mL/min
Split Ratio 800
High Pressure Injection :OFF
Carrier Gas Saver :OFF
Splitter Hold OFF
Oven Temp. Program
Rate Temperature(°C) Hold Time(min)
- 60.0 800
5.00 280.0 10.00

Oven Cooling Rate ‘Middle
< Ready Check Heat Unit >

Column Oven TYes

SPL1 Yes

Ms : Yes

< Ready Check Detector(FTD/BID) >

< Ready Check Baseline Drift >

< Ready Check Injection Flow >
SPLI Carrier TYes
SPLI Purge Yes

< Ready Check APC Flow>

< Ready Check Detector APC Flow >

External Wait No
Equilibrium Time 3.0 min
Auto-flame On :OFF
Auto-flame Off OoN
Reignite :OFF
Auto-zero after Ready OoN
PrepRun Start -Auto
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Les composés chimiques des huiles essentielles utilisées ont été analysés, leur sensibilité

aF.nucleatum a été testée, et la concentration minimale inhibitrice mesurée, ainsi qu'un test

de sensibilité aupres d'un groupe de personnes aux huiles utilisées.

Le rince-bouche a été fabriqué dans des conditions trés stériles, sa qualité et sa propreté ont
été vérifiées par un laboratoire d'analyse de qualité. Les résultats et I'efficacité du produit sur
les gencives sont apparus en quelques jours seulement, démontrant ainsi le succes du produit
dans l'atteinte de I'objectif souhaité.




The chemical compounds of the essential oils used were analyzed, their sensitivity
to F.nucleatum was tested, and the minimum inhibitory concentration was measured,

along with sensitivity tests on a group of individuals to the oils used.

The mouthwash was manufactured under highly sterile conditions, and its quality
and cleanliness were verified by a quality analysis laboratory. The results and
effectiveness of the product on the gums appeared within a few days, demonstrating the

success of the product in achieving the desired goal.
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