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Figure 59 : Les milieux de culture utilisée (Photo personnelle).
Figure 60 : Préparation de milieu de culture (Photo personnelle).
Figure 61 : Balences (Photo personnelle).

Figure 62 : Ecouvillon stérille (Photo personnelle).

Figure 63 : Flacons (Photo personnelle).

Figure 64 : Propolis (Photo personnelle).

Figure 65 : Microscope optique (Photo personnelle).
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Schéma 02 : Les principales étapes des maladies parodontales.
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Résumé :

Etudier la microbiologie buccale s’aveére donc extrémement complexe. Rappelons en
effet que la flore bucco-dentaire renferme plus de 50 milliards de bactéries, réparties sur plus
de 500 especes differentes, soit plus de 20 genres distincts, qui cohabitent au sein de
I’écosystéme buccale. Il faut donc distinguer dans la flore buccale les bactéries adhérentes
fixées sur les différentes surfaces de la cavité buccale (surfaces dentaires). Le but de cette
étude est de déterminer le profil microbiologique de la cavité buccale chez les individus dont
I’intervalle d’age est compris entre 10 et 58 ans et d’étudier le pouvoir de formation de
biofilms bacteriens par ces germes isolés. Cette identification est basee sur les caracteres
morphologiques, culturaux, biochimiques et lestests de sensibilité aux antibiotiques. Cela
nous a permis d’identifier 11 souches bactériennes de la cavité buccale qui peuvent devenir
pathogénes en causant des infections buccales. Les résultats obtenus ont montré que
Streptococcus, Staphylococcus, levure, Lactobacillus et Enterococcus sont les souches les
plus dominantes dans la cavité buccale. Les tests de sensibilité aux antibiotiques appliqués a
ces microorganismes ont montré que la plus part des souches sont sensibles aux antibiotiques
utilisées sauf Streptococcus, Staphylococcus sont résistants a certains antibiotiques. Les
résultats de 1’étude de la formation de biofilm par la méthode RCA ont montré que
Staphylococcus aureus et Streptococcus sont les seules souches productrices de slime et de
biofilm. Cette étude confirme que certaines bactéries sont résistantes aux antibiotiques donc il
n’a aucune traitement n’est totalement efficace contre les maladies buccales et la prévention

reste en effet le seul moyenne de lutte pour éviter la formation des plaques dentaires.

Mots clé : infection buccale, biofilm, Streptococcus, Staphylococcus, antibiotiques.



Abstract:

Studying oral microbiology is therefore extremely complex. Let us remember that the
oral flora contains more than the 50 billion bacteria, distributed over more than 500 different
species, that is to say more than 20 distinct genera, which cohabit within the oral ecosystem. It
is therefore necessary to distinguish in the oral flora the adherent bacteria fixed on the
different surfaces of the oral cavity (dental surfaces). The aim of this study is to determine the
microbiological profile of the oral cavity in individuals whose age interval is between 10 and
58 years and to study the power of formation of bacterial biofilms by these isolated germs.
This identification is based on morphological, cultural, biochemical, characters and antibiotic
sensitivity tests. This allowed us to identify 11 bacterial strains of the oral cavity that can
become pathogenic by causing oral infections. The results obtained showed that the
Streptococcus, Staphylococcus, yeast, Lactobacillus and Enterococcus are the most dominant
strains in the oral cavity. Antibiotic sensitivity tests applied to these microorganisms have
shown that the most of the strains are sensitive to antibiotics used except Streptococcus,
Staphylococcus are resistant to certain antibiotics. The results of the study of biofilm
formation by the RCA method showed that Staphylococcus aureus and Streptococcus are the
only strains producing slime and biofilm. This study confirms that some bacteria are resistant
to antibiotics so there is no treatment that is totally effective against oral diseases and
prevention remains the only way to fight against the formation of dental plaque.

Key words: Oral infection, biofilm, Streptococcus, Staphylococcus, antibiotics.
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Introduction

Introduction :

La cavité buccale est un écosystéme riche avec une myriade de micro-organismes multi-
especes dotés de relations complexes avec 1’hote humain. La plupart des organismes ne
peuvent se maintenir dans la cavité buccale que lorsqu'ils adhérent aux tissus durs ou mous ou
se forme un biofilm (Zawadzki et al., 2016 ; Takane et al., 2018).

Les biofilms sont des consortiums de micro-organismes qui peuvent se former sur
diverses surfaces, notamment les dents et les dispositifs medicaux oraux.Le biofilm le plus
accessible se trouve dans la cavité buccale et il est appelé plaque dentaire (Zijnge et al., 2012;
Petersilka, 2000).

La plaque dentaire est un dép6t situé a la surface de la dent, constitué d’¢léments
bactériens, cellulaires et salivaires et de résidus alimentaires (Garnier et Delamare, 2017).
C’est un biofilm c’est-a-dire un agrégat de bactéries et de leurs sécrétions adhérant a la

surface de la dent ou de restaurations dans la cavité buccale.

La formation d'un biofilm est un processus réalisé en plusieurs étapes dans lequel les
cellules microbiennes adherent de maniére réversible a la surface, suivi de la production d'une
matrice d'exopolysaccharide qui se traduit par un attachement irréversible (Coenye et al.,
2008). Il a déja été confirmé qu'il existe des différences substantielles entre les bactéries
planctoniques et celles vivants en biofilm qui joue un réle important dans la santé bucco-

dentaire.

En temps actuel, les infections bucco-dentaires présentent un probléme majeur de santé
publique et sont les maladies non transmissibles les plus courantes. Ce sont des maladies
souvent invisibles et cachées, qui affectent les différentes catégories d’age a travers le monde
entier pouvant engendrer des douleurs de diverses intensités, des déformations et parfois
méme la mort (OMS, 2018).Un traitement endodontique est alors proposé par le dentiste
(Virtanen et al., 2014). Certaines espéces bactériennes ont été alors impliquées en tant
qu'agents pathogénes dans les affections humaines telles que les caries dentaires et les

parodontites.

La carie dentaire est une maladie infectieuse microbienne, transmissible post-éruptives
des tissus durs de la dent (émail, dentine, cément) (Galmiche Fanny, 2011). C’est une
infection complexe, d'origine multifactorielle dans laquelle le régime alimentaire, 1’hote et la

flore microbienne interagit sur une période de temps de maniere dynamique de facon a

-
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encourager la déminéralisation de I'émail des dents avec la formation des caries qui en
résultent, allant d’une simple perte de minéraux non détectable a I’oeil nu, a une destruction
compléte de la dent. La carie dentaire, le produit de progrés de I'homme vers la civilisation, a

un potentiel de morbidité trés élevée (Ingle et al., 2014).

Comme la gingivite, la parodontite résulte souvent d’une hygiéne bucco-dentaire
médiocre favorisant le développement de plaque dentaire et de tartre. Cette affection va
atteindre le parodonte profond et est caractérisée par une perte osseuse avec 1’apparition d’une
poche parodontale entre la gencive et la dent. Ces deux phénomeénes vont concourir a

I’apparition d’une mobilité dentaire (Bercy P, Tenenbaum H. 2017).

La propolis ou encore colle d’abeille, en effet, est une substance d’origine résineuse
collectée par les abeilles sur les bourgeons et les écorces des arbres. Elle est trés complexe en
matiere de composition chimique dont on trouve plus de 400 substances constituantes, mais
globalement elle est composée de la résine, la cire, le pollen et les huiles essentielles

(Sambou et al., 2020).

Le propos de ce travail est donc d’évaluer la diffusionles bactéries dans la cavité
buccale et la carie dentaire et d’étudier leurs sensibilités vis-a-vis aux antibiotiques.
L’objectif de notre theme de recherche est I’isolement et I’identification des bactéries de la

cavité buccale en relations avec I’age et le sexe de patient.

Ce travail est divisé en deux parties interdépendantes ; une bibliographie et une autre

pratique.

La partie bibliographique est composée de trois chapitres. Le premier relate des
généralités sur la cavité buccale et le deuxiéme est dédié aux biofilms buccale, le troisieme est
parlé sur les infections bucco-dentaires et utilisation de la propolis pour favoriser la santé

bucco-dentaire.

-
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La deuxieme partie decrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail qui porte
sur : échantillonnage, enrichissement, isolement des microorganismes, identification et étude

de la sensibilité aux antibiotiques. Les résultats obtenus sont exposés avec leurs discussions.

Une conclusion et des perspectives cléturent ce travail.

]
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Chapitre 01 : Généralités sur la cavité buccale

Chapitre 01 : Généralités sur la cavité buccale.

1. La cavité buccale :
1.1. Définition de la cavité buccale

La cavité buccale est 1’entrée du tube digestif. Le tube digestif est anatomiquement

continu et abrite environ 1x10%* micro-organisme. Ce qui est plus que les quelque 6x10%?

cellules qui constituent le corps humain tout entier. Sur les différents sites du corps, la cavité
orale est I’une des plus densément peuplés et plus de 500 espéces de micro-organismes ont été
isolés a partir de la cavité buccale en utilisent des méthodes de biologie moléculaire
récemment développés. Ces micro-organisme colonisent les surfaces orales ou ils forment un

consortium microbien appelé plaque dentaire ou biofilm oral (Takahashi, 2005) (Figure 01).
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Figure 01 : Anatomie de la cavité buccale (Nguyen H et al., 1994).
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1.2. Le role de la cavité buccale :

La cavité buccale forme la premiere cavité du tube digestif en détient plusieurs
fonctions qui sont : la phonation, la mastication, la déglutition, la respiration et 1’esthétique.
Toutes ces fonctions sont déterminantes pour la santé générale. 1l est donc primordial de

préserver la santé buccale afin de maintenir la qualité de vie de I’individu (Secci, 2006).

1.3. Anatomie de la cavité buccale :
1.3.1. Lalangue:

La langue joue un role majeur dans les différentes fonctions buccales. Elle est
directement impliquée dans la perception des godts et aussi dans le processus de phonation, de

déglutition et de mastication.

Ce muscle est composé de deux parties principales :

- La partie postérieure : c’est la racine de la langue qui est fixée en arriére du plancher
buccal ;

- La partie mobile : ¢’est le corps qui est formé d’une face inférieure qui est recouverte
d’une fine muqueuse permettant 1’apparition des veines sublinguales, de bords latéraux
et une pointe (apex) et d’une face supérieure dorsale qui est traversée par un sillon
median.

La langue est aussi bien distinguée par quatre types de papilles localisées sur la

mugqueuse de la face dorsale (Figure 2):

Amyadale palatine

La racine
Papilles caliciformes "V” lingual

Sillon median
Le corps Papilles foliées
Papilles filiformes

Papilles fongiformes

Apex

Figure 02 : Photo de la face dorsale d’une langue (Jung C. 2018).
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Les papilles filiformes : elles sont reparties sur toute la surface dorsale. Elles présentent
une petite taille mais elles sont les plus nombreuses. Leur aspect est légerement
kératinisé conférant 1’aspect rapeux a la langue. Cependant, elles ne possédent aucun
bourgeon du go(t ;

Les papilles fongiformes : impliquées dans la fonction de digestion. Elles sont peu
nombreuses et réparties entre les papilles filiformes ;

Les papilles caliciformes : participent a la fonction de gustation. Ce sont les papilles les
plus volumineuses qui sont exclusivement réparties sur le << VV>> lingual ;

Les papilles foliées : peu nombreuses et situées sur les bords de la langue. Elles sont
responsables de la perception de quatre golts : le sucré, le salé, I’acide et I’amer. (Jung
C. 2018).

1.3.2. Glandes salivaires et la salive :

La salivation est une fonction indispensable au bon fonctionnement de la cavité buccale.

C’est un processus physiologique qui est assuré par deux grands types de glandes salivaires

(Lautrou A, 1998) (Vidailhet B. et al., 2008) :

Les glandes salivaires majeures : qui secretent plus de 90% de la sécrétion salivaire.
Elles sont symétriques et présentes par paire. Chacune présentent un canal qui conduit la
sécretion vers la cavité buccale. On en distingue : les glandes parotides, les glandes
submandibulaires ou sous-maxillaires et les glandes sublinguales (Figure 3) (Vidailhet
B. et al., 2008).

Les glandes salivaires mineures : qui favorisent les 10% restants de la sécrétion. Elles
sont présentes sur toute la surface de la muqueuse buccale (glandes linguales, labiales,
jugales, palatines...) et sont impliquées dans la sécrétion permanente de la salive.

1. Glande submandibulaire.
2. Conduit submandibulaire.
3. Caroncule sublinguale.

4, Glande sublinguale.

5. Conduits sublinguaux.

7. Glande parotide.

Figure 03 : Distribution buccale des glandes salivaires majeurs et leur respectifs canaux

excréteur (Vidailhet B, Robin et al., 2008.)

6. Orifice de sortie du conduit parotidien.
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La salive présente donc a un mélange salivaire résultant des fonctions de tous les types
des glandes salivaires. Toutefois, d’autres composés s’ajoutent a la salive totale, tels que le
fluide gingival, des résidus alimentaires, des micro-organismes et aussi des cellules
épithéliales. La salive est faite de 99% d’eau et de seulement 1% de composés organiques
(protéines intrinseéques et protéines extrinséques) et d’autres inorganiques. La pH de la salive
se situe entre 6.5 et 7.4 mais peut prendre la valeur de 8.5 au moment de simulations
salivaires. En moyenne, la sécrétion de salive est comprise entre 500 et 1200 ml/j selon les

stimuli.

Ainsi, les sécrétions salivaires sont des réponses hormonales et nerveuses qui résultent
de mécanismes biologiques bien compliqués et assurent deux principales fonctions : digestive
et protectrice mais elles jouent également un role protecteur antibactérien (Lautrou A, 1998)
(Laison F, Gaudy J.-F. 1993).

1.3.3. Muscles de déplacement et de contrdle de la mandibule :

Différents muscles interviennent dans le déplacement de la mandibule (Figures 4 et
5). En effet, son processus de 1’élévation est assuré par la contraction bilatérale de trois paires
de muscles et il conduit, a 1’aide de la force appliquée par les masséters droit et gauche et les
muscles ptérygoidiens médicaux droit et gauche, a la fermeture de a cavité buccale. Pour le
broyage des aliments et le positionnement de la mandibule, les muscles temporaux droit et
gauche permettent de remonter le maxillaire inferieur alors que son abaissement est assuré par
deux muscles ptérygoidiens latéraux sous 1’aide de muscles supra et infra-hyoidiens ce qui
permet I’ouverture de la cavité buccale. Quant a la rétrusion mandibulaire, elle est réalisée par
des fibres postérieures des muscles temporaux alors que la Protrusion est assurée par des
muscles ptérygoidiens latéraux droit et gauche. Ainsi, la latéralité de la mandibule dépend de

la contraction de 1’un des muscles ptérygoidiens latéraux (Nguyen H. et al., 1994).

-
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Figure 04 : Muscles de déplacement et de contrdle de la mandibule (1)(Nguyen H et al.,
1994).
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Figure 05 : Muscles de déplacement et de contrdle de la mandibule (2)(Nguyen H et
al.,1994).
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1.3.4. Dents :

Les dents ou odontes, représentent les principaux organes spécialisés dans la
mastication. Elles ont la particularité anatomique qui permet leur connaissance et la
différenciation de leurs caractéristiques (Courson F. et al., 1998) (Nguyen H. et al., 1994).
Avec différents ¢léments constitutifs de la cavité buccale (Gencives, muqueuses...) et avec les
organes qui I’entourent (Lévres, joues...), les dents entretiennent différentes anatomies et de

multiples pathologies (Courson F. et al., 1998). (Figure 06).

La totalité des dents d’une personne est nommé denture et dépend de 1’age et du stade

de développement des dents (Organisation mondiale de la santé (OMS). 2012).

La dent dentine _ couronne
(odonte)
pulpe
N collet
cement '. \I
Le parodonte o oy vl
ligament .__‘ ! J
/' ), Racine
/
muqu/mw
L Apex

Figure 06 : Coupe schématique d’une dent (Woelfel JB, Scheid RC. 2007).
1.4. Anatomie dentaire :
L’anatomie dentaire définit deux parties majeures :
1.4.1. Partie coronaire :

C’est la partie visible dans la cavité buccale. La couronne se compose de :

» L’émail : c’est le tissu externe de la dent, il est acellulaire, avasculaire, dur et
principalement formé de la matiére minérale (cristaux d’hydroxyapatite : complexe de
calcium et de phosphate). 1l permet la protection de la couronne dentaire et les tissus

sous-jacents et ne peut pas étre régéneré en cas de son altération (Cavézian R, 2006).

]
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Sa couleur varie entre le blanc et le bleu Iéger, mais généralement, elle est influencee
par I’aspect de la dentine (Lignon G, et al., 2015).

» Ladentine : c’est le tissu essentiel de la dent. Il est formé d’une importante proportion
de substances minérales mais bien perforé par rapport a I’email. Il est aussi avasculaire
mais partiellement innervé. Sa couleur est jaunatre et présente un aspect translucide et
élastique suite a I’importante proportion de mati¢re organique qui le constitue (Faure S.

2010).
1.4.2. Partie radiculaire :

Représente les racines logées dans la partie osseuse qui se termine par une extrémité
ouverte appelée Apex. Cette partie est aussi formée d’une couche interne nommée dentine et
d’une autre externe nommée cément qui est un tissu bien cellulaire (Courson F, 1998 ;

Nguyen H, 1994).

Les deux partie sont liées par une zone anatomique appelée collet (Courson F, 1998 ;
Nguyen H, 1994 ; Piette E., 2001). La partie intérieure de la dent représente la pulpe dentaire
qui est un tissu conjonctif riche en nerfs et en vaisseaux sanguins spécialisés
dansl’innervation, la vascularisation, la réparation et la nutrition de la dent. Ce tissu referme
deux parties: la partie coronaire (chambre pulpaire) et la partie radiculaire (canaux
radiculaires)(Nguyen H, 1994 ; Faure S, 2010).

1.4.3. Parodonte :

Les gencives, le ligament alvéolo-dentaire ou le desmodonte, 1’0s alvéolaire et le
cément représentent le parodonte qui est un appareil de soutien de la dent (Fronty P et al.,
2005).

1.4.3.1. Gencives :

Les gencives : représentent la partie la plus visible du tissu parodontal au cours de
I’examen initial de la bouche. Il s’agit d’une partie muqueuse masticatoire avec une couche

de kératine qui permet le recouvrement des proces alvéolaires des machoires.

Plusieurs caractéristiques sont spécifiques aux gencives saines. Chez les sujets avec un
teint clair, les gencives sont couleur corail alors qu’elles présentent une couleur foncée ou
brune chez les personnes avec une couleur mate. Son aspect est donc 1’un des éléments qui

révelent I’état du parodonte.
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La gencive atteint ses limites au contour des dents en position paralléle a la ligne
cervicale (Fronty P et al., 2005) et elle est formée de différentes parties : la gencive libre ou
marginale, la gencive attachée, la gencive interdentaire ou papille gingivale, etc. Ainsi, le
sillon gingivo-dentaire, encore appelé sulcus ou sillon marginal, présente 1’espace libre

compris entre 1’émail et la gencive libre (Fronty P et al., 2005).

1.4.3.2. Desmodonte :

Le desmodonte ou ligament alvéolo-dentaire, qui est appelé aussi péridonte ou ligament
parodontale, est localisé entre la paroi alvéolaire et le cément en tant que tissu conjonctif
fibreux tres fin permettant d’assurer le bon ancrage de la dent par I’intermédiaire de fibres de
sharpey. Ces derniéres présentent une organisation en faisceaux qui peuvent prendre
différentes orientations en fonctions de leur localisation au niveau de la dent et aussi en

fonction de la force exercée par la racine dentaire (Bercy P et al., 1996).

1.4.3.3. Os alvéolaire :

L’os alvéolaire également appelé proces alvéolaire correspond a la partie osseuse des

maxillaires supérieurs et inférieurs qui délimitent les racines dentaires.
L’os alvéolaire assure différentes fonctions.

- Le soutien de I’organe dentaire ;

- La fixation des fibres ligamentaires ;

- Le soutien pour le tissu gingival ;

- Et la rigidité (trame collagenique calcifiée) ainsi qu’une ¢élasticité au support osseux
(lignes de cémentations hypomineralisees) selon la structure de cet os (Fronty P et al.,
2005).

Cet os présente des caractéristiques structurales particuliéres. 1l est perforé de multiples
pertuis au niveau de la paroi osseuse de 1’alvéole. Ces pertuis correspondent a la partie
d’insertion de fibres collagéniques telles que les fibres de sharpey qui assurent différents

échanges (Bercy P et al., 1996).

1.43.4. Cément:

Le cément est présenté sous forme de tissu avasculaire, minéralisé et non innervé. 1l est
situe entre le ligament parodontal et la dentine radiculaire qu’il recouvre. Il se minéralise

accroissement en allant de la jonction amélo-cémentaire vers I’apex (Bercy P et al., 1996).
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Le cément présente un role majeur dans I’ancrage de la dent au niveau de ’alvéole
osseuse comme il est impliqué dans la réparation des lésions radiculaires Iégeres grace a son
dép6t continu (Fronty P et al., 2005).

Il existe deux types de cément :

- Cément acellulaire ou fibrillaire ou primaire : le type le plus minéralisé, en position
Y cervicale — bordé de cellules nommées cémentoblastes.

- Ceément cellulaire ou secondaire : le type le moins mineralisé, en position % apicale —
bordé de Cellules nommées cémentoblastes et inclut des bordés de cellules nommées

cémentocytes. C’est un cément de réparation chez les adultes.

2. Description de la flore bactérienne :

La cavité buccale présente un habitat varié servant d’écosystéme pour différentes
souches bactériennes aussi bien de Gram positif que Gram négatif (plus de 700 espéces)
(Lignon G et al., 2015).

La flore varie selon différents facteurs tels que 1’age, le site de prélévement et aussi
selon la situation clinique. En effet, chez les sujets sains, ce sont les bactéries a Gram positif
qui dominent la cavité bucco-dentaire, alors que chez les personnes présentant des infections
parodontales, les bactéries a Gram négatif sont les plus préoccupantes, quantitativement que

qualitativement, des différentes parties bucco-dentaires (Aas J.A, et al., 2005).

La flore buccale évolue progressivement avant 1’apparition de la denture définitive. Elle
tire ses besoins nutritifs, indispensables a sa croissance, a partir de la salive et du fluide
gingival. La modification de la flore buccale s’installe aussi lors de la disparition des dents

(OMS., 2012).

Les premiéres bactéries qui colonisent la cavité buccale, qui sont dites pionniéres,
restent peu nombreuses et les plus dominantes sont Streptococcus salivarius et Streptococcus
mitisbiovar 1(OMS., 2012) qui se repartissent différemment selon leur site de colonisation au

niveau de la bouche.

Toutefois, 1’épithélium de la bouche peut étre sujet a une kératinisation, ce qui peut

contribuer a une élimination bactérienne ou non.

Du fait du passage des aliments et de la morphologie de la langue, son dos constitue une

réserve importante pour les bactéries aérobies et anaérobies ou elles atteignent le pic de leur
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distribution au niveau de la cavité buccale (100/cellule). En moyenne, on trouve 10%bactéries

par ml de salive et 10%bactéries par mg de tout biofilm nouvellement formé.

La charge bactérienne est sous I’action de différents facteurs qui définissent le site de

préférence de chaque bactérie, on note alors :

» Des facteurs physico-chimique : la température, 1’humidité, la concentration en ions
hydrogene (pH), le potentiel d’oxydo-réduction (Eh), les gaz;

» Des facteurs nutritionnels : présence de ressources nutritionnelles nécessaires au
métabolisme tels que les sucres, les protéines, les acides aminés, les vitamines et aussi
les différents facteurs de croissance qui restent spécifiques pour chaque bactérie
(Paster B.J., 2001).

> Des facteurs d’inhibition : qui influencent le développement des bactéries, on trouve
par exemple: le lysozyme, le systeme lactoperoxydase-ions thiocyanate, la
lactoferrine, les immunoglobulines.

3. Laflore buccale :
3.1. Définition :

Comme toute surface corporelle, la cavité orale est colonisée par des micro-organismes
qui constituent sa flore résidente commensale. En effet, le contact avec 1’air extérieur, les
aliments, donne acces a une grande variété de micro-organismes tels que bactéries,
champignons, virus, protozoaires, différents types de surfaces, dures ou molles (dents,
gencives, langue, gorge, muqueuse buccale) offrent autant d’habitats différents, hébergeant
chacun des communautés bactériennes caractéristiques (Philip et al., 2009 ; Scannapieco et
Frank, 2013).

Ainsi la flore buccale varie d’un site a I’autre, et dans le temps.

3.2. Composition de la flore buccale :

La croissance des micro-organismes dans le milieu buccal dépend de plusieurs
parametres, et notamment 1’humidité, la température, le pH, le potentiel redox, la disponibilité
en nutriments, les surfaces a coloniser, le flux salivaire. Ces parameétres dépendront eux-
mémes de 1’hdte, de son hygiéne bucco-dentaire et de son alimentation. Pourtant, une fois
équilibrée, la microflore résidente reste relativement stable au cours du temps. C’est une flore

abondante, complexe et tres hétérogene. Elle est constituée de :
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3.3.

Coques Gram positif comme les Streptocoques, qui représentent plus de 20% de la flore
buccale (parmi eux, Streptococcus mutans joue un réle dans la carie, Streptococcus
mitis est impliqué dans la plaque dentaire) ;

Bacilles et filaments Gram positif comme Actinomyces, Lactobacillus ou Eubactérium ;
Coques Gram négatif comme Neisseria et Veillonella ;

Bacilles Gram négatif comme Haemophilus, Actinobacillus, Porphyromonas,
Fusobactérium, ces bactéries peuvent étre aérobies ou anaérobies, facultatives ou
obligatoires. Spirochétes, Mycoplasmes, Champignons qui ne forment qu’une petite

partie de la microflore et Quelques virus. (Chardin et al., 2006 ; Philip et al., 2009).
Flore bucco-dentaire :

La flore bucco-dentaire renferme plus de 50 milliards de bactéries, réparties sur plus de

500 espéeces différentes, soit plus de 20genres distincts (Gendron et al., 2000 ; Afssaps,
2001). Ces bactéries représentent environ 20g dans la bouche de I’lhomme (KERNER, 2005).

Tableau 01: Les bactéries les plus fréquemment rencontrées dans la cavité buccale sont :

Genre Espéce

Bactéries
anaérobies
strictes

Batonnets a  Gram- | Porphyromonas P. gingivalis,
négatif P. endodontais,
P. catoniae.

. oralis,

. Oris,

buccae,
corporis,

. denticola,

. loescheii,

. intermedia,

. nigrescens,

. melaninogenica.

Prevotella

TUUUUUUTUD

Fusobacterium F. nucleatum spp.
Nucleatum, spp. Vincentii,
spp. Polumorphum.

Mitsuokella

M. dentalis

Selenomonas

S. sputigena

Campylobacter

C. sputorum,
C. rectus,
C. curvus
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Treponema

T. denticola,
T. vincentii,
T. socranskii

Bacteroides

o

. forsythus

Batonnets a Gram-positif

Eubacterium

. alactolyticum,
. lentum,
. yurii

Propionibacterium

acnes,

. propionicus,
. jensenii,

. granulosum,
. avidum

Lactobacillus

. catenaforme,
. crispatus,

. Oris,

uli,

. grasseri

Actinomyces

. israeii,
. odontolyticus,
. meyeri

> > >

Arachnia

>

. propionica

Coques a Gram-négatif

Veillonella

. parvula,
. alcaescens

<<

Coques & Gram-positif

Peptostreptococcus

. asaccharolyticus,
. magnus,

. micros,

. anaerobius,

. prevotii

U TV TUTTUTTO

Bactéries
anaérobies
facultatives

Batonnets a  Gram-

négatif

Eikenella

m

. corrodens

Capnocytophaga

. ochracea,
. sputigena,
. gingivalis

OO0

Actinobacillus

>

. actinomycetemcomitans

Haemophilus

. aphrophilus,

. influenzae,

. parainfluenzae,
. paraphrophilus,
. Segnis

ITITITT

<
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Batonnets a Gram-positif | Corynebacterium C. xerosis,
C. matruchotii

Actinomyces A. naeslundii,
A. viscosus

Rothia R. dentocariosa

. acidophilus,
. brevis,

. buchneri,
casel,

. salivarius,

. fermentum

Lactobacillus

. flavescens,
. mucosa,

. sicca,

. subflava

Coques a Gram-négatif Neisseria

Z2Z22Z22ZZ

. catarrhalis

9 9)

Branhamella

. mutans,

. sanguis,

. salivarius,

. sobrinus,
rattus,

. downei,
mitis,

. milleri,
.oralis,

. intermedius

Coques a Gram-positif Streptococcus

RGN R NGB R R N

Stapylococcus S. aureus,
S. epidermidis

Enterococcus E. faecalis,
E. faecium

Tableau 1 d’aprés MOUTON et ROBERT, 1994a.
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Chapitre 02 : Généralités sur le biofim

Chapitre 02 : Généralites sur le biofim.

1. Historique :

La découverte des biofilms microbiens est attribuée a I’inventeur du microscope, Antoni
Van Leeuwenhoek, le premier qui observa vers 1683 avec cet appareil des communautés

microbiennes adhérées a la surface des dents (Roux et Chigo, 2006).

En 1978, Costerton et al.Ont proposé les premiéres hypotheses sur les mécanismes
impliqués dans 1’adhésion des microorganismes. Ils ont proposé pour la premicre fois la
théorie de «biofilms », qui a expliqué les mécanismes par lesquels les microorganismes
adheérent aux surfaces vivantes et inertes et les avantages accumulés par cette niche
écologique (Branger et al., 2007 ; Chalvet de Rochemonteix, 2009 ; Kara Terki, 2014).

Plus récemment, les études sur les biofilms étaient développées dans divers domaines
industriel, environnementale et médicale. Beaucoup de travaux dans les deux derniéres
décennies ont compté sur les outils tels que : la microscopie électronique a balayage (MEB)
ou les technique de cultures microbiologiques standards pour la caractérisation des biofilms
(Donlan, 2002).

Le terme « biofilm » a été utilisé pour la premiére fois par Zobell en 1943 (Figure 07):

-
A - . B
- .
1 ’ * - -
. ——— -
-
— . N - -
-
] -
- Fl - .
] . L - - -
i S

Figure 07 : Schématisation de biofilm par Zobell, 1943.
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2. Définition :
Il est bien connu que le biofilm bactérien est un agrégat de micro-organismes dans
lequel lescellules sont collées les unes aux autres et/ou a une surface. Ces cellules adhérentes

sont souvent intégrées dans une matrice auto-produite de substance polymeére extracellulaires
(EPS) (Hall Stoodley et al., 2004).

Dans la cavité buccale en particulier, les biofilms buccaux sont constitués de plus de
700 espéces de bactéries, empétrées dans une matrice extracellulaire riche en polysaccharide
(Foster et Kolenbrander, 2004 ; Keijser, et al., 2008 ; Paes Leme et al., 2006). Ces
biofilms microbiens spécialisés ont évolué pour supporter I’environnement défavorable de la
surface dentaire et de 1’épithélium gingival (Kolenbrander et al., 2002 ; Marsh, 2004). Pour
cette raison, leur développement est le résultat de nombreuses interactions physico-chimiques
complexes entre des substrats du tissu oral, des micro-organismes, et des macromolécules

adsorbées (Frias-Lopez et Duran-Pinedo, 2012 ; Socransky et Haffajee, 2002).

La structure de biofilm améliore la communication bactérienne, 1’échange d’éléments
nutritifs et 1’efficacité métabolique de la communauté. Ainsi, cette structure confére aux
bactéries une résistance aux antibiotiques et aux attaques immunitaires de 1’hote (Bauer et al.,

2002 ; Slinger et al., 2006).

3. Les étapes de formation du biofilm :

La formation de la plaque dentaire peut se décrire schématiquement selon une séquence
d’évenements : 1’adhésion des bactéries pionnieres, la prolifération des bactéries buccales, la
formation des microcolonies et le détachement (Figure 08) (Hojo et al., 2009). Cependant, le
biofilm dentaire est en constant remaniement. Il s’agit d’un processus dynamique dans lequel

I’adhésion, la croissance, I’¢limination et le rattachement sont continus (Bouchard, 2015).
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1. Attachement 2. Colonisation 3. Développement du biofilm
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Figure 08: Formation du biofilm dentaire (Nicolas et al., 2011).
3.1. Formation de la pellicule acquise exogéne (PAE) :

L’¢élaboration de la plaque dentaire dépend préalablement de la capacité des bactéries a
adhérer aux surfaces dentaires. Cette colonisation se fait par I’intermédiaire d’un film
organique d’origine salivaire recouvrant les surfaces dentaires : la pellicule acquise exogéne
(PAE). Celle-ci se forme spontanément dés 1’éruption des dents et en quelques minutes apres
leur nettoyage prophylactique. La PAE est principalement composée de glycoprotéines et de
protéines salivaires qui se lient a 1‘hydroxypatite de la surface minérale. Si son role est de
protéger les dents des agressions mécaniques et acides, elle favorise néanmoins I’installation

de la plaque dentaire (Bouchard, 2015).

3.2. Phase d’adhésion réversible :

Une adhésion réversible peut s’établir entre la PAE et les bactéries graces a des
interactions physicochimigque non spécifique (forces de Van der Waals et forces de répulsion
électrostatique). Les micro-organismes sont alors facilement détachables par ringage
(Bouchard, 2015).

3.3. Phase d’adhésion irréversible :

L’adhérence devient irréversible lorsque la liaison se fait par des interactions de plus

courtes distances (liaison ionique, covalentes ou de ponts hydrogénes) et, surtout, par la
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reconnaissance de molécules spécifiques. Différents motifs protéiques de la pellicule sont
reconnus spécifiquement par les adhésions d’un nombre restreint de bactéries. Parmi ces
colonisateurs précoces, également appelés bactéries pionnieres, figurent principalement des
cocci a Gram positif et des batonnets a Gram positif : Streptococcus sanguis, gondonii, oralis

et mitis, Actinomyces naeslundii (Li et al., 2004).

Les Streptococcus buccaux se lient aux protéines de la PAE telles que la stathérine, les
mucines, les agglutinines, 1’alpha-amylase et les protéines riches en proline, aux moyens de
différentes adhésines de la famille des antigénes I/11. De la famille Lral et des protéines fixant
I’amylase. De leur coté, les actinomycetes posseédent deux types majeurs d’adhésines portées
par des fimbriae : le type 1 se lie aux protéines riches en proline et la stathérine de la PAE ; le
type 2 est impliqué dans 1’adhérence inter bactérienne permettant le recrutement de

colonisateurs secondaires (Bouchard, 2015).

3.4. Phase de prolifération :

Une fois fixées sur la PAE, les bactéries pionniéres contribuent rapidement a la
croissance de la plaque dentaire par division cellulaire. C’est la phase de prolifération
bactérienne. De nombreux streptocoques sécretent une matrice extracellulaire (glycocalyx)
composée de polysaccharides, laquelle participe a I’ancrage de la structure en assurant un role
protecteur et nutritif. La division des cellules adhérentes produit des cellules files qui vont soit

étre incluses dans la matrice, soit étre libérées dans le milieu environnant (Boucharde, 2015).

3.5. Phase de maturation :

Les bactéries pionnicres vont ensuite permettre 1’agrégation de nouvelles bactéries qui
n’étaient par capables de se fixer directement a la PAE. Ces conglomérats bactériens

s’organisent en microcolonies dont la différenciation mene a 1’élaboration du biofilm dentaire.

Les colonisateurs secondaires ou tardifs sont essentiellement & Gram négatif : Fusobacterium
sp., Haemophilus sp., Prophyromonas sp., Lactobacillus sp., Veillonella sp., et Treponema sp.
Leur recrutement repose sur les propriétés de co-adhérence bactérienne, c’est-a-dire la

capacité d’une bactérie libre de se lier a une bactérie fixée (Bouchard, 2015) (Figure 09).

Il fait intervenir des interactions de type ligand-récepteur (protéines de surface-
adhesines). Chaque souche bactérienne presente une spécificité de partenaires. Par exemple,
certains streptocoques sont capables de Co-agréger avec certains veillonella, tandis que
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d’autres streptocoques en sont incapables. F. nucleatum peut, quant a lui, se lier a de multiples
especes de sorte qu’il joue le role de pont entre les premiéres bactéries colonisatrices et les
colonisateurs tardifs. L’arrivée de nouvelles espéces bactériennes est favorisée par le
microenvironnement crée par le métabolisme des bactéries pionniéres. Progressivement, le
taux d’oxygene du milieu diminue, permettant le développement des bactéries anaérobies. Au
fur et & mesure de sa maturation, le biofilm bactérien voit sa composante cellulaire se

modifier. La plaque dentaire peut contenir 10° bactéries par mg et recenser plus de 500

taxons différents. Le taux de croissance des bactéries durant la phase de maturation est plus
lent que pendent la phase de colonisation de la PAE. Aprés 2 & 3 semaines, il existe un degré
de stabilité¢ entre les différents types d’especes, en dépit des contraintes environnementales
telles que le flux salivaire ou les défenses de 1’hote. Cette stabilité ou homéostasie
microbienne est le résultat des nombreuses interactions synergiques ou compétitives entre les

bactéries (Bouchard, 2015) (Figure 09).
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Figure 09 : Représentation de la coagrégation bactérienne dans la plaque dentaire
humaine: Les colonisateurs précoces se lient a des récepteurs présents dans la
pelliculeacquise a la surface dentaire. Par la suite, d’autres micro-organismes peuvent
s’agréger a ce lit bactérien (Marsh et al., 1999).
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3.6. Phase de détachement :

Lorsque la plague dentaire est épaisse, elle peut subir un phénoméne de détachement
bactérien. Sous ’effet de forces de cissaillement, comme celles exercées lors de la mastication
ou de la phonation, des microcolonies peuvent se dissocier du biofilm. Par ailleurs, dans des
conditions environnementales défavorables, certaines bactéries sont capables de se détacher
elles-mémes de la plaque dentaire. Streptococcus mutans peut synthétiser des enzymes qui
hydrolysent ses liaisons avec les protéines de surface. Retournant a 1’état planctonique dans la

salive, les bactéries peuvent coloniser alors des milieux plus propices (Bouchard, 2015).

4. Composition et organisation :
4.1. Composition :

Le biofilm est constitué¢ essentiellement de microorganismes et de la matrice qu’ils
synthétisent. Les microorganismes représentent 2 a 5 % de la matrice du biofilm selon
I’espece impliquée alors que la matrice extracellulaire représente 50 a 90 % de la masse

organique carbonée du biofilm (Bellifa, 2014).

4.1.1. Les microorganismes :

Seuls quelques biofilms sont composés d’un seul type de microorganisme. Ce
phénomeéne est li¢ aux conditions environnantes, plus souvent qu’a la nature méme des
microorganismes. Alors que les biofilms naturels sont souvent composés de nombreux types
de microorganismes : bactéries, protozoaires, algues, mycetes, chaque groupe exécutant des
fonctions métaboliques spécialisées (Branger et al., 2007 ; Alnnasouri, 2010).

4.1.2. La matrice :
Elle est composée principalement de :

» L’eau : demeure le principal composant du biofilm.

> Des Exo polysaccharides (EPS) : éléments structuraux majeurs de biofilm, représente
jusqu'a 85% de la masse totale.

» Débris cellulaires (protéines, acides nucléiques).

» Déchets du métabolisme cellulaire.

> Deébris issus des matieres en contact avec les surfaces (produits alimentaires).
(Branger et al., 2007 ; Bellifa, 2014).
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4.2. Organisation :

Le biofilm est composé d’agrégats de microorganismes sépares par des « canaux aqueux
» assurant la circulation de fluides et permettent a la fois 1’apport de nutriments a la bactérie et

I’élimination de leurs produits de dégradation.

Le biofilm n’est pas un environnent homogene, car il présente des zones a teneurs
variables en oxygene ou en nutriments, (qui présentent des valeurs de pH différents), les
régions au centre des agrégats bactériens sont genéralement anaerobies et pauvres en
nutriments, alors que celles situées prés des canaux ou de I’interface entre le biofilm et le

liquide sont mieux oxygénées et plus riches en nutriments (Roux et Ghigo., 2006).rad.

5. Les facteurs favorisant la formation d’un biofilm :

La formation d’un biofilm est un phénoméne complexe, sous I’influence de nombreux
facteurs : caractéristiques du substrat sur lequel les bactéries vont se fixer, forces s’exercant
dans le milieu aqueux (hydrodynamique du fluide), caractéristiques du milieu et propriétés de

la surface des cellules (Donlan, 2002).

5.1. Les caracteristiques de la surface :

N’importe quel matériau en contact avec un fluide contenant des bactéries est un
support potentiel pour la formation d’un biofilm. La rugosité, les propriétés chimiques d’une
surface et la présence préalable de films protéiques influent sur I’attachement des bactéries a

cette surface et a la formation d’un biofilm (De Chalvet et De Rochemonteix, 2009).

5.1.1. Rugosité de la surface :

Plus une surface est rugueuse, plus la colonisation de cette surface par des
microcolonies est importante (Characklis, 1990). Les surfaces rugueuses sont colonisées de
facon préferentielle car les forces répulsives sont moindres et la surface de fixation est
augmentée, grace a la présence d’aspérités (Donlan, 2002). Néanmoins, certaines souches
sauvages de bactéries colonisent aussi des surfaces lisses. Les biofilms auront ainsi tendance a
se former au niveau des aspérités des matériaux, formant des recoins propices aux
proliférations bactériennes et moins sensibles aux agents désinfectants ou antiseptiques
(Donlan et Costerton, 2002).
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5.1.2. Propriétés physico-chimiques de la surface :

Les propriétés physico-chimiques de la surface peuvent exercer une influence sur le
taux d’attachement et sur son ampleur. Les micro-organismes se fixent plus facilement a des
surfaces hydrophobes et non polarisées comme le Teflon ou d’autres matieres plastiques, que

sur des matériaux hydrophiles comme le verre ou les métaux (Bendinger, 2003).

5.1.3. Présence de films protéiques sur la surface :

La présence de polymeéres sur un matériau modifie les propriétés physico-chimiques de
sa surface, et a une influence directe sur 1’attachement de bactéries a cette derniére. En effet,
la présence préalable sur un biomatériau d’un film protéique comme le sang, les larmes,
I’urine, la salive, le liquide interstitiel et les sécrétions respiratoires influence I’attachement de

bactéries a sa surface, et favorise la formation de biofilm (Nobbs, 2009).

5.2. Les caracteristiques du milieu :

Comprenant les conditions environnementales telles que : la disponibilité de nutriments
(exceés ou carence) et les différents stress physicochimiques (pH, température, présence de
composés bactéricides, etc.)(Marchal, 2010).

A. La température: est importante non seulement parce qu'elle affecte I’activité
métabolique et enzymatique des bactéries, mais aussi parce qu'elle influence certains
parameétres physicochimiques (pH, activité ionique, agitation thermique et solubilité
des gaz) ainsi que les propriétés de surface des microorganismes. La température de
croissance peut avoir un effet significatif sur la mobilité cellulaire et la production de
flagelles et, ainsi sur 1’adhésion (Dumas, 2007).

B. Le pH : du milieu environnant modifie la charge de surface des microorganismes ainsi
que celle des supports solides suite au déplacement des équilibres d’ionisation
(protonation/déprotonation) des groupements fonctionnels exposés selon leur pKa
(Hamadi et al.,2004) ce qui peut avoir comme conséquence une réduction ou une
augmentation des interactions électrostatiques répulsives défavorables a 1’adhésion
(Boutaleb, 2007 ).

C. Concentration en oxygene, concentration en fer, osmolarité, présence d’ions
specifiques.

D. Sources de carbone disponibles : elles ont une influence sur la formation d’un

biofilm et sur sa maturation (Martinez, 2007).
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E. Concentrations en nutriments : dans un milieu statique, la concentration en
nutriments doit étre élevée pour qu’il puisse y avoir formation d’un biofilm ; ce n’est
pas le cas pour un milieu hydrodynamique (Spormann, 2008).

F. Hydrodynamique du fluide : selon la position du matériau dans un fluide, il sera
plus ou moins exposé¢ a des turbulences. La zone de moindres turbulences, a I’écart
des flux laminaires, est appelée zone de fixation. C’est précisément dans cette zone
qu’il est plus facile pour les micro-organismes de se fixer sur une surface, puisqu’ils

sont moins soumis aux forces exercées par le fluide (Donlan, 2002).

5.3. Caractéristiques des microorganismes :

La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent a leur surface des
zones hydrophobes. Cette hydrophobicité influencent 1’attachement des bactéries sur une
surface; moins les surfaces sont polarisées plus les liaisons hydrophobes deviennent
importantes. (Liesse lyamba, 2012 ; Bellifa, 2014), Cette association stable avec la surface
s’établit grace a des structures adhésives telles que des adhésines filamenteuses (fimbriae,

pili) ou non (EPS, capsule,...) (Perrin, 2009 ; Alyajouri, 2012).

Toutes les souches bactériennes n’ont pas la méme capacité a coloniser les surfaces et
de grandes différences existent au sein d’une méme espéce bactérienne (Kukavica-lbrulj,

2007).

6. Propriétés d'un biofilm :

Les bactéries qui se développent dans les biofilms ont un certain nombre de propriétés
qui les distinguer des populations planctoniques (Tableau 02). Dans les biofilms médicaux, il
peut étre plus approprié de décrit un biofilm par les propriétés phénotypiques et
physiologiques microbiennes plut6t que par la structure, les biofilms se caractérisent par leurs
populations microbiennes qui s'adapter rapidement a de nouveaux environnements et en

présentant une large gamme de phénotypes (Jass et al., 2003).
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Tableau 02 : Caractéristiques de biofilm bactérien clinique (Jass et al., 2003).

‘ Fonctionnalité La description

e De la défense de I'h6te et prédateurs
Protection e Des agents antimicrobiens (taux de
croissance lent, mauvaise pénétration,
phénotype modifié).
e Dessiccation des nutriments
(phénomene de surface, piégeage des
nutriments).

e Hétérogénéité microbienne et
Acquisition des nutriments environnementale pour coopération
métabolique.

e Hétérogénéité spatiale a optimiser le
transport de sous-produits et
augmenter l'afflux de nutriments

e Plasticité  phénotypique  (nouvelle
expression génique et phénotype

Nouveaux traits bactérien).

e Transfert génétique entre les
organismes.

e Mutation due a la sélection.

e QS (communication dépendant de la

Communication intercellulaire densité)
e Communication interspécifique

7. Le biofilm buccale (la plaque dentaire) :
7.1. Définition :

Au XVlleme siécle, Antoine Van Leeuwenhoek est le premier a mettre en évidence la
présence d’ « animalcules », c’est-a-dire de bactéries, dans la substance blanche qu’il avait

récoltée sur ses dents, et qu’il a observée au microscope (Kaqueler et al., 1998).

Cette substance est en réalité¢ le biofilm ; que nous appelons aujourd’hui « plaque
dentaire ». Celle-ci résulte de I’accumulation de diverses bactéries de la flore buccale
(aérobies ou anaérobies), baignant dans une matrice d’origine salivaire et bactérienne,
composée d’eau et d’une phase solide. La plaque dentaire est un dép6t mou, terne et de
couleur blanc-jaunatre, qui adhére a la surface des dents et des différents matériaux présents
dans la cavité buccale (Albert et al., 1994 ; Mouton et al., 1993). (Figure 10).




Chapitre 02 : Généralités sur le biofim

Mauvaise hygiene buccale
Troubles immunologiques
Compositions génétiques

Facteurs de
virulences

Proportions

anormales

Microbiote
buccal

Troubles immunologiques
Compositions génétiques

Mauvaise hygiene buccale
Troubles immunologiques
Compositions génétiques

Relations

parasitaire/opportuniste

l

Maladie

Figure 10 : Cycle des changements écologiques dans le microbiote buccal qui causent la
maladie. Une mauvaise hygiene buccale, des troubles immunologiques et certaines
compositions génétiques sont des facteurs majeurs qui contribuent au début de ce cycle. Une
condition peut conduire les microbes a devenir anormaux ou a acquérir des facteurs de
virulence, et a leur tour, activer le reste du cycle et éventuellement la maladie (Zarco et al.,
2012).

7.2.  ROle de la plague dentaire dans les pathologies bucco dentaire :

La plaque dentaire est le facteur étiologique majeur des maladies bucco-dentaires (Loe
et al., 1965 ; Walsh 2006; Tonetti et al.,2015; Sanz et al.,2017).

Un enseignement a I’hygiéne bucco dentaire (technique de brossage efficace, nettoyage
inter dentaire) et la mise en ceuvre de technique de prévention permet de réduire efficacement

I’incidence des caries et des maladies parodontales chez nos patients (Axelsson et Lindhe.,

1981).

Dés lors la mise en évidence de la plaque dentaire intéresse 1’ensemble des disciplines
odontologiques et n’est pas seulement réservée a une pratique spécialisée (parodontologie

exclusive) ou a la recherche scientifique.
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7.3. Classification des plaques dentaires :
7.3.1. Selon I’habitat :

L'hétérogénéité des types de tissu dans la cavité buccale, tels que les dents, langue et la
mugqueuse, signifie que différents sites sont disponibles pour la colonisation par des
microorganismes oraux. Chaque site posseéde des caractéristiques uniques et permet a ces
microorganismes les mieux adaptés a I'environnement d'habiter le site. La fonction ou le role
des micro-organismes dans un habitat est désigné comme une niche écologique et un certain
nombre de niches écologiques existent dans la cavité buccale, y compris la plaque supra-
gingivale, la plaque sous-gingivale et le revétement de la langue. Ces niches écologiques
peuvent étre caractérisées par les facteurs environnementaux et les caractéristiques

métaboliques de la flore microbienne qui occupent ces sites (Takahashi, 2005).

A. La plaque supra-gingivale :

N’est cliniquement détectable que lorsqu’il atteint une certaine épaisseur, il apparait
alors comme un enduit blanc jaunatre localisé tout d’abord le long du rebord gingival. Son
identification se réalise soit a 1’aide d’une sonde déplacée sur la surface dentaire soit par

coloration.

La plaque débutante (moins de 7 jours) est caractérisée par de forte proportions
d’especes des complexes jaune, pourpre et orange, la plaque d’épaisseur modérée contient
d’importantes proportions d’Actinomyces et d’espéces du complexe pourpre, tandis que les
plaques épaisses, matures, contiennent de fortes proportions de complexes vert et orange
(Berceyet et al., 1996 ; Ouhayoun et al., 2012). La plaque supra-gingivale est la premiere a
se former. Elle se compose de bactéries aérobies et anaérobies facultatives a Gram positif,
cariogenes telles que les Streptocoques mutans, S. salivarius et S. sanguis (aujourd’hui
sanguinis) (Walker et al., 2007) et il est possible de trouver plus de 300 espéces bactériennes

différentes dans un biofilm dentaire supra-gingivale (Moore et al., 2000).

B. La plague sous gingivale :

Dans les sites sous-gingivaux, les micro- organismes asaccharolytiques métabolisent les
composés azotés provenant du fluide gingival (GCF) et créent un PH neutre et un
environnement anaérobie riche en acides gras a chaine courte et en ammoniac (Takahashi,
2005).
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Fusobacterium et Prevotella neutralisent le PH de 1’environnement sous-gingival par un
métabolisme azoté. Le PH neutre et I’environnement azoté augmente 1’activité protéolytique
de Prevotellaet facilite la mise en place des bactéries intolérantes a 1’acide, mais

parodontopathogenes commePorphyromonas gingivalis.

Beaucoup plus difficilement évaluable cliniquement et qui n’est pas accessible au
patient. (Zijnge et al., 2010). (Figure 11).

Occlusal aspect

(‘_\: Smooth surface Approximal Fissure
£ plaque o plaque plaque

- . e e —_—
Supra- F 7
gingival — ‘ \/

plagque

Sub- Gingival crevice
gingival — l plaque
plague

Gum margin

N - - -
l: ) Buccal or lingual aspect (side view)

Figure 11 : Diagramme illustrant les différentes surfaces de la dent facilitant la colonisation
microbienne (Marsh et al., 2009).

C. Le revétement de la langue :

Dans le revétement de la langue, I’activité asaccharolytique a I’égard de la cystéine et la
méthionine produit des composés de soufre, qui sont les principales causes de la mauvaise

haleine.

7.3.2. Selon le pouvoir pathogene :

Loesch et al.,(1983) distinguent trois types de plaques dentaires en fonction de leur

pouvoir pathogéne :
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A. Plaque non pathogéne :

Compatible avec un état satisfaisant de santé dentaire et parodontale. Cette plaque
n’entraine aucune pathologie .Elle comprend essentiellement des bactéries a gram positif

appartenant aux genres Streptococcus et Actinomyces.

B. Plaque cariogéne :

Qui se développe lors d’une consommation importante de sucres fermentescibles et qui
se caractérise par une forte proportion de Streptococcus mutans et Lactobacillus propices a

I’acidification du milieu et a la déminéralisation de I’email.

C. Plaque paradontopathique :

Qui se développe dans I’espace gingivo-dentaire.Son contenu bactérienne évolue
progressivement d’une flore aéro-anaérobie facultative, composée de cocci a gram positif vers
une flore anaérobie stricte a gram négatif. Cette flore est a I’origine de nombreuses maladies

parodontales telles que les gingivites et les parodontites.

7.4. La composition bactérienne de la plaque dentaire :

De nouvelles techniques comme I’analyse de la séquence nucléotidique du gene de la
sous unité 16S des ARN ribosomaux ont permis d’identifier de nouvelles bactéries incapables
de survivre avec les moyens de culture actuels. Ces bactéries représenteraient environ 50% de
la totalité de la population bactérienne (Jenkinson et Lamont, 2005). Ces techniques ont
permis de montrer que la flore sous-gingivale était trés diversifiée, que la composition des
plaques supra-gingivale et sous-gingivale était différente (Marsh, 2005). De méme, la
composition de la plaque dentaire varie en fonction de la pathologie (Socransky et Haffajee,
2005). La plaque dentaire est constituée de colonisateurs précoces représentés a 60% par des
Streptococcus. Le reste est constitué par des Actinomyces, des Veillonella et des Neisseria
(Jenkinson et Lamont, 2005). Cette premiére adhésion implique la liaison entre des
composants de la salive adsorbés a la surface de la cavité buccale et les bactéries. Ces
composants qui varient selon la composition de la surface (dent ou gencive)
déterminentlacomposition du biofilm. La bactérie pionniére dépend donc de la nature des
composants qui sont adsorbés a la surface de la dent (Socranskyet Haffajee, 2005).0u, la
structure de la plaque est elle-méme dépendante de la bactérie pionniére car les associations
entre les premiéres colonisatrices et les autres sont spécifiques. Ainsi, les bactéries du «

complexe rouge » comme Porphyromonas gingivalis ou Treponema denticola, indicateurs
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cliniques des maladies parodontales sont rarement detectées en absence de bactéries d’autres
complexes comme le complexe orange (Fusobacterium, Prevotella) (Marsh, 2005). La
composition de la plaque dentaire évolue avec 1’état pathologique de la gencive (Socransky
et Haffajee, 2005). Cela montre qu’avec la progression de la maladie, on observe une
diminution du pourcentage des bactéries a Gram positif tels que les Streptococcus et
Actinomyces au profit de bactéries a Gram négatif et plus particulierement de batonnets a
Gram négatif (Lindhe, 1986).

8. L’homéostasie :

L’homéostasie est un équilibre fragile qui se crée entre 1’hote et la microflore buccale.
Elle est donc mise en place d’une part par I’h6te et d’autre part par les microorganismes. De
nombreuses études ont été menées pour connaitre la réponse cellulaire face a des bactéries
pathogenes. Ou, les infections bactériennes sont relativement rares et opportunistes et la
plupart du temps, I’épithélium est confronté a des microorganismes bénins ou commensaux
(Mazmanian et Kasper, 2006). L’épithélium et les bactéries commensales ont évolué
ensemble. Ceci signifie que contrairement aux microorganismes pathogenes, les commensaux
ont un role dans le développement, la fonction physiologique et la santé de I’épithélium. Cette

homéostasie met en jeu I’hote et les microorganismes.

Dans la plaque dentaire, en plus de la production d'acide par des bactéries acidogenes,
certaines bactéries peuvent augmenter le pH par la production d'ammoniac a partir de l'urée et
de l'arginine (Burne et Marquis, 2000), qui prévoit un mécanisme pour équilibrer la
production d'acide a partir de sucres alimentaires par d'autres bactéries et ainsi maintenir
I'noméostasie (Burne et al.,2012).La valeur du pH du biofilm se levera a nouveau et la

reminéralisation de I'émail peut se produire (Marquis, 1995).

9. Regulation de la formation de biofilm :
9.1. Les molécules impliquées dans le quorum sensing :

Les molécules du quorum sensing sont différentes selon les types de bactéries (Irie et
Parsek, 2008). En genéral, on trouve des acylhomosérines lactones (AHL) chez la plupart des
bactéries Gram négatives. Lamajorité des bactéries Gram-positives utilisent des peptides
autoinducteurs (Al), dont lataille est trés variable (de 5 a 87 acides aminés). Les molécules du
quorum sensingsont dégradées par des enzymes. On obtient par consequent une ségrégation

spatiale des molécules du quorum sensing au sein d’unbiofilm (Irie et Parsek, 2008).
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9.2. Rdle du quorum sensing :

Le quorum sensing régule la physiologie du biofilm en modulant la taille de la
population du biofilm. Il initie les phénomeénes de dispersion des bactéries planctoniques a
partir du biofilm (Irie et Parsek, 2008). Le quorum sensing aurait aussi un role dans la
détermination de 1’épaisseur du biofilm. Il peut réprimer ou stimuler 1’expression de certains
caractéres, comme par exemple la motilité ou certains facteurs de virulence extracellulaires,

comme les protéases (Irie et Parsek, 2008).

9.3. Altération du quorum sensing :

L’altération des mécanismes de quorum sensing peut aboutir a d’importantes
modifications phénotypiques des micro-organismes du biofilm, par exemple une sensibilité
augmentée a des antibiotiques ou a des antiseptiques, ou des anomalies dans le cycle de
développement du biofilm, surtout lors des étapes de formation et de dispersion (Irie et
Parsek,2008).
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Chapitre 03 : Les infections bucco-dentaires.
1. Infections dentaires :

Généralement, I’infection bactérienne peut se propager via deux principales voies : par

une atteinte carieuse ou une atteinte sulculaire, parodontale dite aussi marginale (Schéma 1) :

| ORGANEDENTARE |
ATTEITE SULCULARE
[=-3
e

GRANULOME
APICAL

Schéma 1: Les deux voies de I'infection dentaire (Vidailhet et al., 2008).
1.1. Lacarie:
1.2. Epidémiologie :
La carie dentaire est la maladie la plus courante dans le monde, elle touche plus de
95% de la population mondiale (sixou et colon, 2004) mais il existe de fortes disparités entre
les pays. Selon 60 a90% des enfants scolarisés dans le monde et pres de 100% des adultes ont
des caries qui entrainent souvent des douleurs et une sensation de géne. En dépit de
I’amélioration de la situation buccodentaire dans les pays industrialisés, il existe de grandes
disparités dans leur population. Ainsi, il est admis que 20% de la population regroupe 80%
des lésions (lasfargues et colon, 2009).La maladie carieuse se concentre sur des sujets a
risques. Si les lésions des surfaces lisses vestibulaires disparaissent de nos jours, les lisions

des surfaces proximales et des puits et sillons restent fréquentes (lasfargues et colon,
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2009).Met en avant la sous-estimation de 1’état carieux réel, les besoins de prévention et la
nécessité¢ d’effectuer un diagnostic de qualité a travers sa métaphore de 1’iceberg.En effet,
pour cet auteur, les enquétes épidémiologiques ne refletent pas la réalité des « caries
cachées » car I’examen épidémiologique conventionnel pratiqué de fagon générale sans
radiographie entraine des retards de diagnostic (pitts, 2001). L’épidémiologie établit
clairement que les dentistes devraient de plus en plus s’orienter vers des mesures de
traitement Préventives et nom opératoires (lasfargues et colon, 2009).
1.3. Définition :

La maladie carieuse ou carie est une affection multifactorielle des tissus durs de la
dent. Elle est considérée comme une maladie chronique qui menace tout au long de la vie. Le
processus carieux sera le méme sur une dent temporaire et définitive. Cette affection pourra
avoir de nombreuses répercussions sur la santé générale de 1’individu, enfant ou adulte.
Considérée comme le troisieme fléau de morbidité mondial par I’OMS, c¢’est une maladie
infectieuse et transmissible, la plus courante de la région buccale (Gagnon J).

1.4. Localisation des carries :

La localisation des caries va varier en fonction de la denture de chaque individu. Elles
se logent préférentiellement dans des espaces difficiles a nettoyer, ou la plaque et la flore
microbienne pourront se développer sans étre perturbés par les moyens de préventions (Lézy
J-P, Prine G).

Les sieges courant de carie sont :
- Lessillons, fissures et puits occlusaux.
- Le cingulum des incisives supérieures (petite dépression anatomique située sur la face
interne).
- Les surfaces dentaires proximales et distales.
- Les collets.
- Les zones d’encombrement dentaire.
- Les zones en contact avec des protheses amovibles.
1.5. Les facteurs de risque :
- une alimentation contenant des hydrates de carbone fermentescibles.
- un hote susceptible.
- une microflore buccale spécifique et le temps durant lequel ces trois facteurs sont
réunis en bouche pour interagir et provoque une baisse du pH sous le seuil de 5,5

auquel les cristaux d’hydroxyapatite commencent a se dissoudre.
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La carie dentaire ne se manifeste que quand ces quatre sont réunis et peut étre inactivée par
I’absence de 1’un d’entre eux. Selon un concept plus contemporain, d’autres facteurs tels les
facteurs génétiques, comportementaux et environnementaux, influenceraient également le
développement de la carie dentaire (selwith et al., 2007).

1.6. Meécanisme de développement :

Le développement des caries dentaires revient généralement aux habitudes alimentaires,
mais les caries ne sont pas classées en tant que maladies nutritionnelles. En effet, la plaque
dentaire est fortement affectée par les aliments consommés et précisément les aliments
cariogenes qui sont le glucose, le fructose et aussi le saccharose qui présente le plus fort
cariogéene des sucres fermentés. Ainsi, la dégradation des acides et des sucres contenus dans
les aliments agit sur 1’environnement buccal en diminuant le pH a la surface des dents
engendrant ainsi la déminéralisation de 1’émail (Muller-Bolla et al., 2013). Dans ce cadre, la
richesse de I’environnement buccal par les Streptococcus mutans augmente la fréquence
d’apparition des caries pour la capacité de ces derniéres a produire des polysaccharides
extracellulaires a partir du saccharose. En cas de forte déminéralisation, cette derniere devient
irréversible favorisant la formation et le développement des caries qui peuvent étre coronaires
ou bien radiculaires. D’autres aliments sont classés protecteurs des caries, ce sont les
protéines connus pour leur action anti-cariogénes et les lipides qui ne présentent aucun effet
cariogéene (Haikel Y, 2001).

Attaque de  Altaquede la Attaquede la Attaque
rémail dentne pulpe du nerf

Dent saine

Dent sensible Rage de dent Abcés

Figure 12 : Evolution de la Iésion carieuse.

&



Chapitre 03 : Les infections bucco-dentaires

1.7. Laprévention de la carie :

Aucun médicament n’existe qui prévient les caries dentaires, les stratégies de
prévention comprennent une ingestion minimale de saccharose, le brossage quotidien, le
rincage de bouche et le nettoyage professionnel (deux fois par jour) pour enlever les plaques
dentaires. L’addition de fluorures dans les pattes dentifrice, 1’eau potable, les solutions de
rincage de bouche ou leur application protégent les dents contre les acides lactiques et
acetiques, réduisant la cariogenese (GRARANEDJOUD, 2001/2002).

2. Infections endodontiques :

Ces infections touchent I’endodonte et aussi le péri-apex ; ce sont des Iésions pulpaires.
Elles peuvent étre primaires ou secondaires, chroniques ou aigue, avec des symptémes ou
asymptomatique. Trois principales origines sont derrieres ces infections: 1’origine
parodontale, ’origine traumatique et I’origine carieuse qui reste la plus répandue. Cette
derniére intervient faute des toxines et des bactéries qui se développent dans la partie pulpaire.
Dans ce cas, les souches les plus frequentes sont : Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas endodontalis et Prevotella intermedia. Sous 1’action des bactéries
salivaires, ces dernieres atteignent les tissus endodontiques apres péri-apicaux suite a un
déséquilibre de la flore buccale anaérobique a Gram négatif (Muller-Bolla et al., 2013). Dans
le cas des inflammations péri-radiculaires aiglie ayant une origine endodontique, les micro-
organismes anaérobies sont les plus dominantes, mais on peut trouver des Streptocoques, des

Staphylocoques, des Entérocoques et des Entérobactéries.

La classification des infections endodontiques porte sur leur site anatomique et le temps

de leur colonisation par les microorganismes. Les voies d’infection sont variables :

» Par ouverture de la chambre pulpaire : c’est la voie la plus fréquente souvent
provoquée par les caries dentaires mais aussi a cause d’un traumatisme pulpaire ou
une manceuvre iatrogene ;

> Par ouverture des canalicules dentinaires : qui peut étre due a des caries, des
fractures pulpaires, des restaurations défectueuses, des amalgames de mauvaise
qualité, une dénudation radiculaire...

» Par une infection de parodonte : généralement sous forme de poches qui peuvent
toucher méme les canaux accessoires ;

» Suite a des anomalies dentaires ; des malformations, des fissures...

s
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3. Microbiologie des maladies parodontales :

Les maladies parodontales ou parodontopathies peuvent étre définies comme des

affections infectieuses multifactorielles chroniques des tissus parodontaux (Mankodi et al.,

2005). (Tableau 03).

Tableau 03: Les différentes bactéries impliquées dans les maladies parodontales (Cavézian

et al., 2006).

Gingivite chronique

Gingivite ulcéro-nécrotique

Péricoronarite

Streptococcus mitis.
Streptococcus sanguinis
Actinomyces naeslundii
Actinomyces viscosus
Canocytophaga sp. Eikenella
corrodens Lactobacillus
casei Spirochétes
(Treponema) Campylobacter
rectus Fusobacterium
nucleatum Neisseria sp.
Prevotella intermedia
Veilionelta sp.

Fusobacterium sp
Spirochetes (Treponema)
Prevotella intermedia
Selenomonas sp.
Campylobacter rectus
Veillonelle sp.

Actinomyces naeslundii
Actinomyces viscosus
Bifidobacterium sp.
Eubacterium sp.
Fusobacterium nucleatum
Micromonas micros
Peptostreptococcus
anaerobius Prevotella
intermedia Prevotella
melaninogenica Prevotella
oralis Streptococcus mitis
Streptococcus sanguinis
Veilonella sp.

Ce type d’infection se déclenche selon différentes étapes qui se résument dans le

schéma suivant (Schéma 02):

<
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1- Inflammation
rougeur,oedeéme, aspect vernissé

2- Saignement

peut etre provoqué ou spontané

3- Récessions gingivales
en propagation locale ou générale

4- Halitosc:

o
&
- . - . IBRIRSIRNIEL. : ”
= mauvaise haleine, signe l'activité de certaines bactéries buccales.
S =
= - 5- Sensibilité et/ou douleurs avec absence de caries:
-
w = L . i i
> = au froid, au chaud ou en réponse au gout sucré
= &
W 6- Suppuration:
a ™ - x
oo sous forme abces
E
Oy |
- 7- Migration
— 8- Mobilité dentaire

9- Tassemenls ou bourrages alimentaires:
— peuvent engenndrer des douleurs importantes et ils apparaissent
entre les dents

Schéma 02: Principales étapes des maladies parodontales (Cavézian R et al., 2006).

Selon I’intensité de 1’infection on distingue deux types de maladies parodontales : Les

gingivites et les parodontites.

3.1. Lesgingivites :
3.1.1. Définition et étiologie :

Ces maladies affectent la partie superficielle du parodonte : la surface épithéliale et le
tissu conjonctif. Il s’agit de lésions inflammatoires et réversibles de la gencive. Dans la
plupart des cas, les gingivites se localisent entre deux dents mais elles peuvent affecter
I’ensemble des dents. Elles sont souvent engendrées d’un excés de tartre (Figure 13) qui
présente, a coté de la plague dentaire, une bonne condition et un milieu adéquat pour le

développement des bactéries d’ou I’infection de la gencive.
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Figure 13 : Gencive inflammatoire (Lingstrom P et al., 2003).

En effet, une réaction inflammatoire, de la flore microbienne de la plaque, se développe
lorsque cette derniére s’accumule ou produit du tartre faute d’une mauvaise hygiéne
buccodentaire (Lingstrom P et al., 2003). Les bactéries majoritairement responsables de la

gingivite sont anaérobies, des spirochetes et des bactéries de type Gram-négatif (OMS, 2012).

Ainsi, différents facteurs sont impliqués dans I’apparition de la gingivite :

» Tabagisme ;

> Diabéte ;

» Pathologies dermatologiques, pathologies auto-immunes, infectieuses,
inflammatoires... ;

» Variations hormonales : ménopause, grossesse, cycle menstruel, puberté. .. ;

» Prise de certains médicaments ;

» Positionnement de la denture ; - Caries dentaires... (Lingstrom P et al., 2003).

3.1.2. Mécanisme de formation :
L’installation d’une gingivite (Figure 14) s’effectue en différentes étapes :

» L’apparition d’une Iésion initiale dans I’épithélium de jonction suite a 1’accumulation
de la plaque dentaire au niveau du sulcus;

» La vasodilatation et la migration des lymphocytes vers 1’épithélium de jonction atteint;
L’ Aggravation de la Iésion en cas de non élimination de la plaque;
» L’accroissement de la vasodilatation et I’augmentation de 1’infiltrat inflammatoire;

Y
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L’accentuation de la lyse collagénique;
La prolifération des épithéliums sulculaire et de jonction;
L’enfoncement de digitations dans le chorion gingival atteint;

YV VYV

(Fronty P, 2005).

Et la séparation de la partie épithéliale de la dent et le sulcus devient concret

Niveau de I’épithélium de jonction

Niveau de |la créte osseuse

N\l

SV

Figure 14 : Formation de la gingivite (Fronty P, 2005).

Schéma a gauche : parondonte sain.

Schéma a droite : présence d’une gingivite.

Ainsi, les différences entre gencive saine et une gingivite portent sur un ensemble de

caractéristiques : la forme, la couleur, la consistance, la texture, la présence ou I’absence de

saignements, et le taux du fluide gingival (Tableau 04).
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Tableau 04 : Comparaison entre gencive sain et gingivite (Loe H, Theilade E, &
Jensen B, 1965).

| Gencive saine Gingivite

En forme de couteau, vue de profil Gonflée et épaissie, vue de profil

Couleur rose pale Couleur rouge violacée a lie-de-vin

Consistance ferme Consistance molle
Texture lisse et luisante due a 1’cedéme

/ (papilles émergeant des espaces inter-

dentaires)

Absence de saignement Saignement spontané et/ou provoqué

Production de fluide gingival réduit Texture piquetée et mate : « peau d’orange »
Augmentation du fluide gingival en fonction
de I’inflammation

3.2. Les parodontites :
3.2.1. Définition :

Si la gingivite n’est pas traitée, elle peut évoluer en parodontite, la plaque et sa
population bactérienne descendent de plus en plus profondément sous la zone du sulcus (le
sillon situé entre le bord de la gencive et la dent). La réponse inflammatoire du corps
provoque une rétraction des gencives et ainsi une séparation de la dent. Des espaces qui
s’appellent des poches, se forment entre les gencives et les dents. Le contrdle de la plaque
dentaire et de la gingivite est efficace pour prévenir la parodontite (Ciancie, 2003 ; Meurman
et al., 2006).

La plupart des microorganismes intervenant dans ces pathologies sont des bacilles a
Gram négatif, anaérobies stricts (Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tanarella
forsythia, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Treponema denticola) ou
capnophiles (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, Capnocytophaga

ochracea (sixo et al., 1994). (Figure 15).
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Normal Gingivitis Periodontitis

| | « Dental biofilm <+ _Dental biofilm

< Dental biofilm
Periodontal pocket

» Lymphocyte
& Macrophage
| ® Neutrophil

Figure 15 : Développement de la gingivite et de la parodontite (Kriebel et al., 2018).
3.2.2. Mécanisme de formation :

Apres I’installation d’une gingivite, un parodonte peut avoir lieu. En effet, la plaque
dentaire continue a s’accumuler favorisant un environnement adéquat pour une réaction
inflammatoire inadéquate, ce qui entraine la pénétration des bactéries parodontopathogénes
dans le tissu gingival qui produisent ainsi des enzymes protéolytiques et des métabolites
toxiques. Une réaction immunitaire s’installe également participant a la destruction du tissu
gingival et par la suite a la migration de 1’épithélium de jonction vers I’apex et ainsi la
formation d’une poche parodontale qui présente un réservoir de bactéries pouvant donner

naissance a un abces (Righetti S, 2007).

4. Abces parodontal :

L’abces parodontal est une infection qui s’observe en cas d’une parodontite. Il s’agit
d’une poche gingivale cedémateuse (Figure 16) pouvant conduire a la destruction du tissu de
soutien de la dent en causant des sensations de douleur et un rougissement de la table osseuse
(Abe.S,2006). Ainsi, le collet de la dent infectée peut se suppurer causant une mobilité ou une

extrusion dentaire et dans certains cas une halitose.

L’abces parodontal peut se localiser soit & la périphérie de la dent en cause, c’est un

abces pericoronaire ou se placer au niveau de la gencive, il s’agit d’un abcés gingival (Meng

y
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H, 1999). Son diagnostic reste peu évident selon son aspect clinique qui dépend de différents

facteurs tels que la consommation de 1’alcool, de tabac, etc. (Duyninh T, Jame O et coll,
2005).

Figure 16 : Abceés parodontal (Abe. S et al., 2006).

Le traitement des abcés parodontaux reposant sur différentes interventions :

> le drainage via une incision ou une poche ;
le débridement ;

La chirurgie pour une extraction dentaire (Hiam Wehbé et al., 2011).

YV V V

L’administration d’antibiotiques et de médicaments tels que la tétracycline
(JaramilloA et al., 2005). Lemétronidazole (Hafstrom C et al., 1954), les pénicillines
(Smith R &Davies R, 1986). I’amoxilline ou acide clavulanique et 1’azithromycine
(Genco R).

5. Stomatites :

Les stomatites présentent I’ensemble des inflammations qui s’installent dans la cavité
buccale en allant de la lévre jusqu’a I’oropharynx. Selon son site d’installation, on distingue

différents types de stomatites :

» Stomatite des muqueuses buccale ;

> Chélites : concernent I’inflammation des 1évres ;
» Gingivites : pour I’atteinte des gencives ;

» Glossite : inflammation au niveau de la lange ;

E
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» Ouraline : pour le palais ;
» Pharunite : inflammation du pharynx (OMS, 2012).

Geénéralement, il existe deux types de stomatites :

» Les stomatites bactériennes non specifiques: ce sont les plus fréquentes qui
apparaissent suite a une mauvaise hygiéne de la denture, d’ou la prolifération de la flore
buccale commensale conduisant a I’agression de la gencive. Ainsi, ce type de stomatite
peut étre installé a cause d’une malposition dentaire, des prothéses mal ajustées et du
non traitement des caries dentaires.

» Les stomatites bactériennes spécifiques : ces stomatites n’apparaissent que rarement.
Elles sont originaires d’une infection par une bactérie exogéne ne faisant pas partie de la
flore buccale. Les l1ésions qu’engendre cette infection sont soit uniques soit multiples et
n’atteignent pas la partie gingivale marginale. On en trouve différents types de ces
stomatites et qui sont causees par différentes bactéries :

> Scarlatine et érysipéle : causées par Streptococcus pyogenesdu groupes A ;
» Stomatite gonococcique : due a Neisseriagonorrhoeae ;
> Diphtérie : stomatite contagieuse causée par Corynebacteriumdiphtheriae ;

> Fievre typhoide : stomatite engendrée par Salmonella typhi.
6. Aphtes:

Un aphte est une infection qui touche fréquemment la cavité buccale et qui due a une
nécrose tissulaire. Elle se manifeste sous forme de lésion ulcéreuse, douloureuse et qui
engendre une perte qui dépasse la membrane basale des muqueuses atteignant 1’épithélium et

le chorion.

La taille d’un aphte varie entre 1mm et lcm et sa forme est souvent ronde ou ovalaire
avec des bords nets. Les aphtes ne sont pas contagieux et se caractérisent par un fond
recouvert d’un enduit de fibres avec un aspect blanc jaunatre et d’une base rougeatre a

I’hyperhémie sous-jacente.

Des signes prodromiques peuvent aussi avoir lieu, il s’agit de picotements ou d’une
sensation de brllure qui s’installe généralement avant la survenue d’une tache rouge et puis

une ulcération (Dechaume M, 1960).

<
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La formation des aphtes passe, donc, par différentes étapes :

>

La phase prodromique : apparition d’un cedéme au niveau du chorion et autour d’un
vaisseau sanguin, siége d’infiltration par des globules blancs ;

La phase pré-ulcérative : nécrose de 1’épithélium et apparition d’un point jaunatre au
centre d’une macule érythémateuse ;

La phase ulcérative : élimination de la partie superficielle de la nécrose engendrant
un fond en forme de cupule ;

Et la phase de guérison : régénération de 1’épithélium et disparition de ’ulcération
(Vaillant L et al., 2016 ).

Les aphtes peuvent se localiser au niveau de la langue, sur la face ventrale ou latérale,

au niveau de la gencive, sous forme d’une petite ulcération, et au niveau de la lévre, a la

surface de la muqueuse interne humide (Figure 17) (http://aphtes.spondylarthrite-

ankylosante.org/aphte-epidemiologie-etiologieetcontextes-dapparitions/).

Les aphtes peuvent apparaitre suite a :

>

>

Une infection bactérienne : causée par une espéece de Streptocoque (Streptococcus
oralis) ;

Une atteinte virale : différentes virus peuvent étre a I’origine des aphtes buccaux. Il
s’agit principalement du papillomavirus, du virus herpés simplex, du virus Epstein-
Barr, du cytomégalovirus, de I’herpes virus 8 et du virus de 1I’'immunodéficience
humaine ;

Une inflammation : un aphte peut se développer suite a une réaction immunologique
contre la mugueuse buccale.

Ainsi différents facteurs sont responsables du développement des aphtes, il s’agit notamment

de:

YV VYV V

A\

Facteurs génétique ;

Facteurs environnementaux : stress, perturbations de sommeil,...

Facteurs traumatiques ;

Facteurs pathologique ou physiologiques : état hormonal, hypersensibilité alimentaire,
carence nutritionnelle. ..

Prise de certains médicaments (https://www.laboratoire-medident.fr/blog/aphtes-
comment-soigner-un-aphte-n110;).
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Figure 17 : Aphte au niveau de la lévre (http://aphtes.spondylarthrite-
ankylosante.org/aphte-epidemiologie-etiologieetcontextes-dapparitions/).

7. Prévention et traitement des maladies bucco-dentaires :

La prévention des différentes maladies carieuses et parodontales est basée sur
I’élimination de la plaque dentaire portant sur une hygiéne buccale conditionnée par apport

local de fluor.

Pour la carie dentaire, un brossage efficace depuis le jeune age d’une premicre
nécessité. Ceci doit forcément étre accompagné d’une trés bonne hygieéne buccodentaire qui

porte sur :

> le respect des trois repas journaliers dans des temps bien de tout grignotage ;
» 1’apport limité des produits trop sucrés ;
» 1’apport équilibré des produits carioprotecteurs :
> la mastication du chewing-gum non sucré en cas de difficulté de brossage.
Dans le cas des gingivites, a coté du brossage efficace et bien respecté, il est apprécié
d’utiliser des produits pré-brossage qui favorisent le décollement et la désagrégation de la
plaque dentaire. Ainsi, il est préférable d’utiliser des dentifrices anti-inflammatoires et des

compléments anti-brossage tels que les bossettes, les filets, etc.

Différentes solutions servant de bain bouche sont recommandées en utilisant des brosses

afin d’atteindre les parties difficiles de la bouche et des dents.

L’application des gels et des sprays au niveau de la gencive est aussi conseillée

permettant ainsi une antisepsie locale et une réduction de la plague dentaire.
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En outre, I’'usage régulier et adéquat du fluor est I’'un des éléments nécessaires pour
garantir I’efficacité des stratégies de prévention en santé dentaire. L’utilisation des fluors reste
sans danger s’ils sont appliqués en doses recommandées. Ainsi, le fluorure de sodium présent
dans de nombreux dentifrices est pris par I’OMS comme médicament essentiel inséré dans la
liste modele (SFCO, 2012). En effet, les fluorures jouent deux grand rdles préventifs, d’une
part, ils favorisent la reminéralisation et limitent la déminéralisation et d’autres part, ils

inhibent le métabolisme bactérien (OMS, 2006).

8. La propolis et les infections bucco-dentaires :
8.1.Généralités sur la propolis :

8.1.1. Un peu d’histoire sur la propolis :

Par sa biodiversité, elle se révéle aseptisante pour le logis des abeilles. Un corps
étranger introduit dans la ruche est tué par le venin, et enduit de propolis. Elle servait autrefois
comme anti-infectieux externe, contre les tuméfactions, les indurations et les plaies qui
cicatrisent mal (K. Ghediraet al., 2009).

8.2. Définition :

La propolis est une substance produite par les abeilles qui constitue un mélange de cire
et de mateériel botanique comme les bourgeons, les résines végetales. Elle est utilisée par les
ouvrieres pour colmater les trous et les fissures de leur ruche pour la protéger contre les
conditions météorologiques défavorables et comme c’est une substance antiseptique, elle
protége ainsi la ruche contre les contaminations bactériennes ainsi que les invasions
étrangeres (Philippe 1999 ; Andelkovi B et al., 2016). (Figure 18).

Figure 18 : Propolis (Duqueyroix, 2015).
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8.3. Larecolte:
8.3.1. La récolte par les abeilles :

La propolis est le nom donné a la substance résineuse qui est collectée par les abeilles a
partir de différentes parties des plantes (branches, fleurs, pollen, bourgeons) (A. dos Santos
Pereire et al., 1998) tout dépendant de la localisation géographique (G. A. Burdock,
1998)(AS. Pereira et al., 2000). Sa couleur varie du jaune pale au brun foncé dépendant de la
source et de son age. Les abeilles ouvrieres collectent cette résine dans les bourgeons d’arbres
tels que le bouleau, le peuplier, le pin ’aune, le saule et le palmier. Elle peut aussi provenir
des substances sécrétees par les plantes, des substances lipophiles sur les feuilles, des

mucilages, des gommes, des résines et des treillages.

Aprés avoir collecté cette résine des fissures dans les écorces des arbres et bourgeons,
les abeilles la mastiquent, des enzymes salivaires sont ajoutées et le produit partiellement
digéré est mélangé avec de la cire et utilisé dans la ruche (G. A. Burdock, 1998)(S. Castaldo
et al.,2002).

Cette récolte ne répond pas a des regles bien définies et constantes, elle dépend de
nombreux facteurs, parmi lesquels nous pouvons dégager et analyser les notables (Eric
Debuyser., 1984; Docteur Yves Donadieu, 1981).

8.3.2. La récolte par les apiculteurs :

La propolis peut étre récoltée selon des techniques diverses : Par raclage et grattage des
cadres ou des parois de la ruche, de préférence a une température assez basse, la propolis,
alors dure et friable, se détachant mieux ; Par des grilles spécialement congues a cet effet. Ce
procédé donne une propolis de meilleure qualité (Debuyser, 1984). On élimine les déchets les
plus grossiers et elle est ensuite dissoute a froid dans 1’alcool éthylique a 70 % ce qui permet

I’élimination de la cire (Donadieu, 1981).

8.4. Composition :

La composition chimique de la propolis varie selon la région, la saison de récolte, les
especes d’abeilles et I’environnement (Sambou et al., 2020). La propolis contient plus de 400
substances actives, telles que les acides aromatiques, les esters, les acides aminés, les oligo-
éléments et les vitamines. De plus, la propolis contient des composés phénoliques, qui jouent

un role important dans ses proprietés antibactériennes (Pobiega et al., 2020).

.
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La composition globale de la propolis est : 45% a55% de résine végétale et de baume,
25% a 35% de cire d’abeilles, 5% a 10% des huiles essentielles, et 5% de pollen. En outre, la
propolis contient divers types d’autres métabolites végétaux secondaires, dont la
concentration dépend de la saison, de I’origine de la collection et de la proximité de la ruche
avec la source végetale spécifique (AL anilssam et al., 2018).

8.4.1. Résine végétale :

La résine est un constituant majeur de la propolis qui représente 55% de ’ensemble de
ses composants, elle est constituée de flavonoides (flavones, flavonols, flavonones et
flavononols), et d’acide phénolique (acides caféique, cinnamique, férulique, isofirolique et
p-flavononols), qui sont a la base des propriétés anti oxydantes caractérisés par leur capacité a
piéger les radicaux libres en utilisant les groupes phénol présents dans leur structure contrant

le stress oxydatif commun a de nombreuses pathologies (Sambou et al.,2020).

8.4.2. Cire :

La cire est un produit pur des abeilles qui peut étre synthétisée dans leur abdomen. Pour
les colonies, la fonction principale de la cire est de créer des cellules ou elles peuvent stocker
de la nourriture (miel, pollen) et faire croitre les larves. Les abeilles peuvent également

’utiliser comme adjuvant pour d’autres produits notamment la propolis (Cardon-Nomblot,

2016).

8.5. Utilisation de la propolis :
8.5.1. Utilisation de la propolis par les abeilles :

Dans les ruches, la propolis est employée comme mortier de ciment ou baume. Les abeilles
utilisent pour (Ferhoum, 2010) :

» Remplir les fissures.

» Réduire I’ouverture des trous volants dans les climats froids, et fournir une meilleure
isolation thermique.

» Couvrir les corps étrangers qui ne peuvent pas étre évacués (souris, cétones,
bourdons,etc.).

» Renforcer les parois minces des alvéoles en incorporant la propolis a la cire sécrétée
par les abeilles.

» Désinfecter les alvéoles avant la ponte.

8.5.2. Utilisation traditionnelle :
La propolis est utilisée comme médicament depuis I’ Antiquité. Elle a ét¢ employée en
médecine populaire dés 300 av. J.-C. pour la cosmétologie, les inflammations et la
cicatrisation des plaies (Moulin, 2020).

)
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8.5.3. Utilisation commerciale :

Les apiculteurs collectent et vendent de la propolis brute aux laboratoires pour en faire
les différents extraits, qui seront utilisés pour fabriquer divers produits (Abbad et Ouldamer,
2016).

8.5.4. Utilisation de la propolis contre les infections bucco-dentaires :

Parmi les nombreux bienfaits de la propolis, son action sur la santé bucco-dentaire est
I’'un des plus remarquables. Utilisée sous forme de spray, elle vous permet de vous protéger
contre les caries dentaires. Vous pouvez aussi vous en servir pour éliminer les aphtes. Grace a
sa composition vertueuse, la propolis peut soigner les petites ulcéres et limite le risque de
récidive. Cette substance peut aussi lutter contre diverses inflammations touchant la partie
buccale : la gingivite (inflammation de la gencive) et la parodontite (inflammation du

parodonte).

En optant pour la propolis verte sous forme de spray, vous prévenez ou soignez
également les problemes de sensibilité dentaire. Il s’agit des inconforts que subissent vos
dents quand elles sont en contact avec des éléments chauds ou froids. Le médicament agira
sur vos gencives en comblant les petits canaux sous 1’émail, qui sont a la source de cette

sensibilité.

Il faut toutefois savoir que pour bénéficier de ces bienfaits, vous pouvez aussi opter
pour d’autres formes que le spray. Vous pouvez par exemple utiliser des bains de bouche, des
dentifrices ou des chewing-gums congus a partir de la propolis. On recommande cependant
d’utiliser les produits a bases de propolis bio pour profiter pleinement de ces atouts

(https://www.pharmashopi.com/propolis-spray-pxI-178 720 728.html).

8.6. Effet indésirable de la propolis :

Le probléme avec la propolis est qu’au fur et & mesure que le temps de traitement
augmente, le risque d’allergies augmente. De nombreux essais cliniques ont montré que la
consommation a long terme peut provoquer des effets secondaires et des réactions allergiques.
C’est pourquoi les recommandations des médecins et des chercheurs s’appuient sur
I’interdiction de la prendre en continu pendant plus de deux a trois semaines. En effet, les
dangers de la propolis peuvent étre trés désagréables. Jusqu’a présent, il y’a eu plus de 20
effets secondaires, tels que : ’cedéme et les allergies cutanées et muqueuses. Tous ces risques

sont de nature allergique, mais dans de rares cas, elles peuvent entrainer une insuffisance
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rénale (en particulier chez les jeunes enfants ou les personnes ayant des antecédents de
maladie) (Juliette, 2019 ; Shahali et al., 2020).

8.7. Conservation :
Avant extraction, la propolis est généralement conservee au congélateur (-18°C) avant
d’étre pulvérisée ou simplement conservée a température ambiante & I‘obscurité (Bonvehi,

J.; Gutiérrez, A. 2011).

Apres I’extraction, les échantillons sont conservés secs, soit a température ambiante et a
I’abri de la lumiére, soit au réfrigérateur (4°C) ou soit encore au congélateur (-20°C) (Ahn,

M.-R et al., 2007).

Les extraits sont parfois conservés a 1’état liquide, aprés traitement, en attendant d’étre

analysés (Popova, M et al., 2004).

Comme pour le miel, la propolis devra étre conservée a I’abri de la lumicre, de
I’humidité et de la chaleur afin qu’elle conserve toutes ses propriétés le plus longtemps

possible. Sa consommation se fera aussi fraiche que possible.
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Chapitre 04 : Matériel et méthodes.

1. Objectif d’étude :

L’objectif de notre étude est I’isolement, 1’identification et 1’étude de la sensibilité aux
antibiotiques des bactéries isolées de la cavité buccale. Notre travail a basé aussi sur 1’étude
du pouvoir de formation des biofilms bactériens par ces souches isolées.

2. Cadre d’étude :

Ce travail a été réalisé au niveau de deux laboratoires : laboratoire de microbiologie de
I’Université Dr Yahia Farés De Médéa et laboratoire d’Etablissement Public De santé De
Proximité De Médéa durant 3 mois (de février a avril 2022). Les prélevements ont été
effectués dans un cabinet dentaire privé (clinique Dentaire Bassma) et dans une polyclinique,
Chez des patients agés entre 10 et 58 ans Homme et Femme. Notre travail a porté sur 17
prélevements des dents caries et de la cavité buccale.

3. Matériel :

Le matériel et les réactifs utilisés dans la partie expérimentale sont représentés dans le tableau
suivant :

Tableau 05:Matériel utilisé dans notre travail.

. Les milieux de Les réactifs et les -
Appareillages S Autres matériels
culture colorons utilisés
- Autoclave - Gélose - L’alcool. - Portoir
- FEtuvea3r°C nutritive. - Violet de - Marqueur
- Réfrigérateur - Gélose Gentiane. - Etiquettes
- Microscope Hektoen. - Lugol. - Anse de platine
optique. - Gélose - Fuchsine. - Bec Bunsen
- ELIZA. Chapman. - Huile - Boites de pétri
- Spectrophotométre. - Gélose au d’émersions. stériles
sang. - Eau distillé. - Ecouvillons
- Milieu - Disques stirilles.
Saboraud. d’antibiotiques - Micro pipette
- Bouillon e LESG. - Tubes a hémolys
nutritifs. e VA 30. - Disque
- Milieu e HLG 120. d’oxydase.
TSI. e AT30. - Sérum humain.
- Citrate de e TI75. - Pince.
Slmm_ons. e PGI10. - _Mlcroplaque.
- Manp!tql e CD2. Verrerie :
mobilité. - Lames et lamelles
- Muller e NIT. - Pipettes Pasteur
Hinton e AZM. - Tubes & essai
(MH). - Cristal violet. stériles
- BHIB.
- Rouge
Congo.

<
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Figure 19 : Vue de la face de 1‘établissement publique de santé de proximité de Medea.

4. Echantillonnage et technique de prélevement :

Les préléevements ont été effectués a 1’aide des écouvillons stériles ; ensuite chaque

prélévement est identifié par la fiche de renseignement suivante :

Fiche de renseignement pour un préléevement bucco-dentaire
Le numéro :
la Date :
Age :
Le Service :
Sexe :
Nature du prélevement :
Heure de prélévement : les maladies antécédentes :

La répartition des prélevements selon leur origine, le sexe et 1’age despatients est

rapportée dans le (Tableau 06).
Deux regles importantes sont a respecter :

» Il ne faut pas contaminer 1’échantillon prélevé.

» 1l faut réduire au maximum le contact avec 1’oxygeéne de I’air.
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Les prélevements concernent des sujets présentant des dents cariées et sujet indemnes
de carie dentaire. Un autre prélevement a été effectué au niveau de lacavité buccale (la langue,

la gencive), ces prélévements ont été soigneusement effectués dans des conditions d’asepsie.

Le prélévement se fait a 1’aide d’un écouvillon stérile pour chaque sujet. Ce dernier doit

étre frotté sur les surfaces dentaires et inter-dentaires et la cavité buccale.

Tableau 06: Nature et période de prélevement :

P age | Sexe Site de | Date et I’heure Lieu de prélevement
prélevement

01 10 E(F) | Carie dentaire. | 15.02.2022 a 10 :30. | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

02 17 H Carie dentaire. | 15.02.2022 a 10 :55. | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

03 46 F Carie dentaire. | 15.02.2022 &4 11 :05. | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

04 23 H Carie dentaire. | 15.02.2022 a 11 :15 | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

05 58 F Carie dentaire. | 20.02.2022 4 10 :00. | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

06 21 F Carie dentaire. | 20.02.2022 a 10 :15. | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

07 58 F Carie dentaire. | 20.02.2022 & 10 :45. | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

08 16 F Carie dentaire. | 20.02.2022 a 11 :00. | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

09 52 F Carie dentaire. | 20.02.2022 a 11 :50. | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

10 10 E(G) | Carie dentaire. | 20.02.2022 &4 12 :30. | Polyclinique de Medea.
Cavité buccale.

11 25 F Carie dentaire. | 23.02.2022 a 12 :20. | Cabinet dentaire.
Cavité buccale.

12 43 H Carie dentaire. | 23.02.2022 a 12 :52. | Cabinet dentaire.
Cavité buccale.

13 42 F Carie dentaire. | 27.02.2022 a 10 :20. | Cabinet dentaire.
Cavité buccale.

14 28 F Carie dentaire. | 27.02.2022 a 10 :41. | Cabinet dentaire.
Cavité buccale.

15 25 H Carie dentaire. | 28.02.2022 a 12 :08. | Cabinet dentaire.
Cavité buccale.

16 25 H Carie dentaire. | 01.03.2022 a 10 :40. | Cabinet dentaire.
Cavité buccale.

17 22 H Carie dentaire. | 02.03.2022 a 09 :45. | Cabinet dentaire.
Cavité buccale.

E(f) : Enfant fiellete.

E(G) : Enfant garcon.

H : Homme.

F : Femme.

P : Prélevement.
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5. Protocole expérimentale suivi:

Le protocole suivi dans le laboratoire d’EPSP de Médéa est résumé comme suit (Figure 20):

Enrichissement (24h)
Prélevement e — Isolement

Bouillon nutritif

l

Incubation 37C°-
24h (48)

l

Identification

Test « Test

A 4

Biochimiques Préliminaires

Antibiogramme

Figure 20 : Protocole suivi pour I’étude du prélévement de la carie dentaire et la cavité
buccale.

6. Isolement des bactéries de la cavité buccale :
6.1.Préparation des milieux de culture :

Les milieux de culture (liquide et solide) servent de support pour la croissance des

microorganismes en leur apportant les éléments essentiels a leur bon développement. Ils sont
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utilisés dans plusieurs domaines notamment I’environnement et médical. 11 existe de
nombreux types dans lesquels ils different en compositions et en propriétés tels que milieu de
culture empirique, sélectif, enrichi et différentiel. Dans cette étude, ont été choisis les milieux

de culture appropriés suivants :

6.1.1. Milieux de culture liquide :
6.1.1.1. Bouillon cceur cervelle :

Le bouillon ceeur cervelle (BHIB) est un milieu culture liquide, polyvalent riche en
produits d'origine naturelle (empirique) utilisé pour la culture des germes exigeants et la
recherche de la coagulase libre et la DNAse thermostable des Staphylococcus. Il peut aussi
servir dans la recherche d’Enteroccocus. Le milieu en flacons ou tubes se conserve entre 15 et
25 °C (Connie et Donald, 2019). On utilise se milieu dans cette étude pour évaluation de

biofilm sur les 96 puits de microplaque et pour préparer le milieu RCA.

6.1.1.2. Bouillon nutritif :

C’est un milieu de culture liquide largement utilisé pour la culture des micro-
organismes peu exigeants et pour conservation des souches. Le milieu en flacons ou tubes se
conserve entre 15 et 25 °C. Ce milieu se caractérise par la survie des bactéries par une période

plus longue par rapport au milieu solide.

6.1.2. Milieux de culture solide :
6.1.2.1. Geélose Nutritive :

Une gélose nutritive ou gélose ordinaire est un milieu gélosé d'isolement qui permet la
culture de toutes les especes bactériennes de pouvoir pousser, a condition qu’elles soient non
exigeantes, autrement dit que les souches peuvent pousser sur un milieu minimum, qui
n’apporte que les éléments essentiels a leur développement (Guillaume, 2004). Milieu
d'isolement utilisé pour la recherche de FMAR (flore mésophyle aérobie revivifiable).
(Vincent, 2008).

6.1.2.2. Milieux Chapman :

C’est un milieu d’isolement sélectif, différentiel et semi-synthétique des bactéries du
genre Staphylococcus (bactéries halophiles) cultivant en milieu hypersalé avec la présence de
chlorure de sodium et le rouge de phénol (Connie et Donald, 2019).

n
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6.1.2.3. Milieu Hektoen :

Un milieu d'isolement de nombreuses bacteries a Gram négatif puissent se développer
sur ce milieu différentiel. L'identification d'Entérobactéries pathogenes repose sur le non
utilisation des glucides (salicine, saccharose et le lactose) présents dans le milieu. Deux
indicateurs sont présents dans le milieu, I’indicateur de pH le bleu de bromothymol et la
fuschine acide qui se colore en présence d'aldéhyde (Connie et Donald, 2019). On observe

alors une teinte saumonée si la souche utilise un ou plusieurs des glucides présents.

6.1.2.4. Gélose au sang frais :

L'hémolysine est une toxine qui joue un réle important dans la pathogéniciteé. La gélose
au sang frais est un milieu riche non sélectif pour 1’isolement des bactéries exigeantes quel
que soit leur métabolisme. C’est une gélose contenant des globules rouges du sang de mouton,
I’hémolyse est un critére d’orientation, notamment pour des différentes espéces de

Streptocoques et d’Enterococcus (Leboffe et Pierce, 2011).

6.1.2.5. Gélose Sabouraud :

La gélose de Sabouraud constitue un milieu classique pour la culture, I'isolement et
I'identification des levures et des moisissures saprophytes ou pathogeénes. Dans le cas de
prélevements fortement contaminés, il est préférable d'utiliser la gélose Sabouraud +

chloramphénicol (Guillaume, 2004).

6.1.2.6. Gélose Muller-Hinton :

C’est une gélose non sélectif et riche pour la réalisation d'antibiogramme standard, il
permet de tester l'action des antibiotiques sur les bactéries non exigeantes par

I’ensemencement en nappe (Gillespie et Hawkey, 2006).

7. Meéthodes d'isolement des souches bactériennes :

Les échantillons préleves contiennent de nombreux micro-organismes, nous le
mélangeons par vortex pour homogénéiser 1’inoculum et nous passons par des étapes pour
isoler les bactéries que nous recherchons, et toutes leurs conditions doivent étre respectées

pour obtenir des isolats purs, nous appliquons une série de techniques suivantes:

-
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7.1.Enrichissement :

L’enrichissement a pour but de faciliter la détermination de la présence des
microorganismes dans les échantillons prélevés et les développer pour obtenir le plus grand
nombre afin d'assurer leur présence et de faciliter leur étude (Leboffe et Pierce, 2011). Pour
cela, nous réalisons en plagant chaque écouvillon dans un tube contenant le bouillon nutritif et
en le laissant dans I'incubateur pendant 24 h a 37 °C. Tous les échantillons sont numérotés, un

code est établi vers I'endroit d'ou I'échantillon a été prélevé.

7.2.Mise en culture:

Aprés la dilution en séries, I’isolement permet de séparer une ou plusieurs souches
contenues dans un mélange. On ensemencer la suspension diluée de 1: 100 a la surface d’un

milieu solide la gélose nutritive de maniere suivent (Leboffe et Pierce, 2011):

e Stérilisez une anse en platine ou une pipette Pasteur par la flamme de bec benzéne et
prenez une suspension bactérienne a partir d'un bouillon nutritif enrichi apres 24 h.

e Ouvrir la boite de pétri et déposer la pointe de l'anse ou de la pipette au point de
départ.

e Nous déplagons I’anse de platine de point de départ, on formant des stries serrées sans
rayer la gélose, faisant tourner la boite & chaque fois pour trouver des endroits
ensemencons ou les micro-organismes sont répartis différemment.

e Stériliser I'anse ou jeter la pipette, refermer la boite et la déposer dans I'étuve chez
lequel le couvercle est au bas.

e Pendant I’incubation 24 h a 37 °C, chaque micro-organisme déposé se multiplie pour

donner un clone de cellules identiques. Lorsque les micro-organismes sont suffisamment
éloignés, le clone se développe abondamment pour produire une colonie (Figure 21).

EW Stries serrées Colonie isolée

Point de départ w w

Figure 21 : Isolement des souches sur gélose nutritive.

=
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7.3.Purification :

La purification consiste a effectuer des repiquages successifs sur gelose nutritive,
Chapman, Hektoen, Sabouraud, gélose au sang jusqu’a I’obtention de colonies pures bien

distinctes et homogénes.

La technique consiste a prélever quelques colonies a partir des géloses utilisées, a l'aide
d'une anse de platine préalablement flambée et refroidie, qu'on dispose a la surface de la
gélose et on ensemence par la méthode des stries. Les boites de Pétri et les tubes sont mis en
incubation durant 37°C pendant 24 a 48 heures (Bousseboua, 2003).

7.4.Conservation des souches :

Nous conservons des souches pendant toute la durée de cette étude. Les souches sont
cultivées dans des tubes contenant la gélose nutritive pendant 24 h 37 °C, puis ils sont

conservés au réfrigérateur a 4 °C pour que nous puissions réutiliser plus tard.

8. Meéthode d’identification des souches bactériennes :

Pour déterminerles souches bactériennes, nous passons plusieurs examens a travers les
changements qui se produisent dans le milieu de culture et I’observation en microscope
optique, ainsi que les résultats de leur interaction avec un groupe de réactifs. Nous classons

Ces examens en:

8.1. Tests preliminaires :
8.1.1. Examen macroscopique :

L’identification des germes débute par I’observation de 1’aspect macroscopique des
colonies obtenues a partir des différents milieux d’isolement. Cette observation servira de

moyen d’orientation pour une identification plus approfondie (Bousseboua, 2003).

La description des colonies doit mentionner plusieurs éléments :

e Lataille.

e Laforme: bombée, plate, ombiliquée, a centre surélevé, irréguliers.
e [L’aspect de la surface: lisse, rugueux.

e L’opacité : opaque, translucide, transparent.

e La consistance : grasse, crémeuse, séche, muqueuse.

e La couleur et/ou Pigmentation (Rouaiguia, 2010)(Figure 22).

0
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Figure 22 : Différents aspect des colonies sur les milieux des cultures (Willey et al., 2008).
A. Aspects macroscopiques clé pour les CGP (cocci gram +) :

Il existe de nombreux milieux de culture différents pour identifier les isolats de
Staphylococcus et de Streptococcus a travers plusieurs propriétés macroscopiques dans le

boite de pétri permis laquelle:

a. Mannitol-Sel :

Le milieu Chapman ou (mannitol-sel) contient le chlorure de sodium qui rend cela
milieu sélectif pour les Staphylocoques puisque la plupart des autres bactéries ne peut
survivre a ce niveau de salinité. Le halo jaune autour des colonies de S. aureus est dd a la
fermentation du mannitol avec des produits acides finaux (Leboffe et Pierce, 2011). La
fermentation du mannitol révélé grace au virage de l'indicateur coloré de pH (le rouge de

phénol).

b. Test d’hémolyse :

Le test d'hemolyse sur gelose au sang frais est un critére de sélection trés important en
milieu clinique (Figure 23). Il est utilisé pour différentier les souches de Streptococcus et
d’Enterococcus et la recherche de l'activité hémolytique (Leboffe et Pierce, 2011). Apres une

incubation de 24 h a 37°C, on trouve trois types d’hémolyse (Gillespie et Hawkey, 2006):
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a. Hemolyse a: en cas d'hémolyse partielle, qui distingue la souche Streptococcuspnomoniae

le plus abondant et S. viridans, S. mutans, S. sanguin.

b. Hémolyse fB: en cas d'hémolyse compléte, qui distingue la souche Streptococcus

agalactiae de group B le plus courant et S. pyogenes de group A.

c. Hémolyse y: qui se caractérise par I'absence d'hémolyse, qui distingue deux souches soit
Enterococcus faecalis de group D ou bien Enterococcus faecium. La confirmation des

souches a été réalisée par galerie api 20 Strep.

Figure 23 : Différents types d’hémolyse (a, B et y) sur gélose au sang frais.

B. Aspects macroscopiques clés pour les BGN (Bacille a gram -) :

Il existe des milieux de culture pour les bactéries Gram négatives contient des
inhibiteurs pour empécher la croissance des bactéries Gram positives, qui ont des

caractéristiques qui nous permettent de les différencier macroscopiquement:

a. Fermentation de lactose :

Nous avons utilisé des milieux implantaire permettent de différencier les isolats en
fermentant le lactose. Les milieux de culture différent en lisant les résultats de la fermentation

du lactose sur eux, mais ils donnent plus de validation du résultat, parmi ces milieu : Hektoen.

> Lactose sur Hektoen:

La gelose entérique Hektoen (HEA) a un couleur vert et contient des indicateurs de la
fermentation du lactose, des colonies jaune saumon chez E. coli et des colonies vert a bleuétre

avec oxydase positive chez Pseudomonase aeruginosa par exemple (Bailey et Scott’s, 2014).
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Figure 24 : P. aeruginosa lac™ (Bailey et Scott’s, 2014)

8.1.2. Examen microscopique :

Permet de faire une étude morphologique des cellules d'une espéce microbienne elle

comprend :

» Examen a I'état frais,
» Examen apres coloration de Gram.

A. Examen a I'état frais :

L’étalement entre lame et lamelle d’une goutte de prélévement permet de visualiser la
présence éventuelle de bactéries, leur forme, leur mode de regroupement et leur mobilité, Il

est difficile de s’engager plus sur un résultat uniquement sur cet examen.

B. Examen apres coloration de Gram :

La coloration de Gram est un outil de diagnostic précieux utilisé en milieu clinique et de
recherche. Bien que plus récent des techniques moléculaires ont été développées, la coloration
de Gram est encore une méthode largement utilisée pour l'identification des bactéries
inconnues et dans certains cas, il peut fournir une identification présomptive de I'organisme. Il
est possible de faire la différence entre les bactéries a Gram positives et a Gram négatives
(Figure 25), car il est considéré comme un moyen principal de classer les bactéries (Brown et
Smith, 2015). Les étapes de coloration de Gram :

e Coloration primaire: couvrir un frottis fixé a la chaleur avec violet de Gentiene et

laisser reposer 1min.
e Laver briecvement la tache a l'aide d’une pissette de lavage d’eau distillée et égoutter

I'exces d'eau.
62
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e Mordancage: couvrir le frottis avec la solution lugol et laisser reposer 45 S.
e Laver le lugol par I’eau distillée.
e Décoloration: ajouté I'alcool pendant 15 secondes, mais peut augmenter la période, en
notant la dissolution de la couleur de tache sur la lame.
e Arréter la décoloration en lavant la lame avec 1’eau distillée.
e Contre coloration: Couvrir le frottis par fuschine pendant 1 minute.
e Laver pendant quelques secondes, sécher avec du papier absorbant et laissé a l'air.
e Examinez la lame avec une goutte d'huile a immersion sous 1’objectif x100. Cette
coloration permet de différencier les bactéries selon deux criteres :
» Leur forme (bacille, cocci,...etc.),
> leur affinité pour les colorants, en Gram positif et Gram négatif. Avec cette
coloration double, les bactéries Gram-positif apparaissent en violet foncé tandis que
les bactéries Gram-négatif sont colorees en rose.

P. aeruginosa

Figure 25 : Coloration de Gram pour quelques bactéries (Brown et Smith, 2015).

8.1.3. Analyse microbiologique des bacteries pathogenes :

L’inoculum est prélevé directement a partir de bouillon nutritif est déposé sur un point
périphérique de la gélose puis disséminé par stries sur toute la surface. Les boites sont

codeées puis incubées a 37°C pendant 24 - 48 heures.

A. Recherche des Staphylocoques :

On entend par Staphylocoques a coagulase positive, les bactéries qui se présentent
sous forme de cocci a Gram positive, sphériques, isolées ou regroupées formant ainsi des
grappes de raisin, ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs, possédant 1I’enzyme catalase et la

coagulase. Ils sont capables de se développer en 24 a 48 heures a 36 = 2°C sur un milieu
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sélectif Chapman au mannitol qui contient un inhibiteur: fortes concentrations en chlorure de
sodium (75¢/1) (Pechere et al., 1982 ; Carbonnelle., 1988 ; Labres et al., 2008).

Le milieu de Chapman ce qui permet un isolement sélectif des Staphylocoques. La
fermentation du mannitol est indiquée par le virage au jaune de l'indicateur coloré, « le rouge

de phénol », autour des colonies (Rodier, 2009).

» Mode opératoire :

On prépare les boites pétries avec le milieu Chapman (Rodier., 1996). A partir de la
solution mére, on porte aseptiquement 0. 1ml (2 gouttes) dans les boites de Pétri qu'on étale a
I'aide d'une anse de platine stérile. L'incubation se fait a 37°C pendant 48 heures (Ait Kaci et
al., 2008).

> Lecture et interprétation :

Aprés la période d’incubation spécifiée, les Staphylocoques a coagulase positive ou
plus particulierement Staphylococcus aureus, apparaissent sous forme de petites colonies
lisses légérement bombées a contours réguliers et pigmentées en jaune (fermentation du
mannitol) ou en blanc (Ait Kaci et al., 2008 ; Rodier., 2009).

Le tableau suivant résume quelques caractéres biochimiques de différentes especes de
staphylocoques (Tableau 07).

Tableau 07:Les principaux staphylocoques isolés en microbiologie in (Sayad, 2008).

Staphylococcus aureus Intermedius saprophyticus epidermitis
Catalase + + + +
Coagulase + + - -
Ma}nnlt.ol en N i + i
aerobiose

B. Recherche des Streptocoques :

La famille des Streptococcaceae comprend sept genres. Parmi eux, Streptococcus et
Enterococcus regroupent la plupart des especes responsables d'infections humaines. Les
caractéristiques communes a toutes ces especes sont : cocci a Gram positif, non sporulés,
immobiles, dépourvus de catalase et d'oxydase, ne réduisant pas les nitrates et résistants aux

aminosides (Decoster, 2008).

-
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» Les Streptocoques du groupe D :

Ce groupe est caractérisé par la présence de I'antigene D, qui n'est pas un polyoside
mais qui est constitué par l'acide teichoique de la paroi. Cet antigene D est également présent
chez les entérocoques mais des etudes génétiques ont conduit a séparer le genre Enterococcus
des streptocoques. Dans le groupe D des streptocoques, il reste S. bovis, S. equinus et
S.alactolyticus, qui sont des commensaux du tube digestif de I'homme et des animaux
(Decoster, 2008).

Tableau 08 : Les principaux Streptocoques du groupe D isolées en microbiologie In
(Decoster, 2008).

Enterococcus Streptococcus (D)

faecalis faecium durans bovis equinus
NACL (6.5) + + + - -
Maninitol + + - + -
Raffinose - - - + -
Sorbitol + - - - -
Culture & 45° + + + + +

C. Recherche de Pseudomonas aeruginosa :

On entend par Pseudomonas aeruginosa, une bactérie qui se présente sous forme
de bacille & Gram négatif possédant I’enzyme oxydase. Elle est également une bactérie
hautement pathogéne et résistante a plusieurs antibiotiques (Pechére et al., 1982; Pilet,
1987; Labres et al., 2008).

L’isolement se fait par ensemencement d’un solide sur milieu sélectif King A et King B.

L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures (in Rouaiguia, 2010).

Recherche de la pyocyanine : pigment bleu caractéristique de Pseudomonas aeruginosa
responsable de la teinte bleue intense des milieux de culture: sa production est favorisée sur

milieu de King A.

Recherche de la pyoverdine : présente une teinte vert fluorescent est souvent masquée

par la pyocyanine, sa production est maximale sur milieu de King B (Labres et al., 2008).

-
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8.1.4. Analyse biochimique :
8.1.4.1.Galeries classiques :

L’identification et la classification des especes, sont basées essentiellement sur 1’étude

des caracteres suivants:

e recherche de I’oxydase, milieu TSI (Triple Sugar Iron Agar), milieu Mannitol-
Mobilité, milieu au Citrate de Simmons (Lebres, 2004).

L’identification des souches est réalisée par 1’étude de plusieurs tests biochimiques et

métaboliques,

nous utilisons trois milieux solide qui sont : milieu TSI, milieu mannitol-

mobilité et milieu Citrate de Simmons qui regroupent dans le tableau 09.

» Préparation de I’'inoculum :

Une colonie bactérienne est prélevée, a partir d’une culture jeune de 18-24 h.

> Inoculation de la galerie :

A T’aide d’une pipette pasteur, les tubes sont remplis par la suspension bactérienne déja
préparés en évitant d’introduire les bulles d’air.

La série des milieux utilisés est motionnée dans le tableau avec leurs modes
d’ensemencement, les caractéres recherchés et les résultats attendus. L’incubation se fait a
37° C pendant 24 h.

Tableau 09 : Indentification biochimique a I’aide de la galerie classique.

Milieux \
Tests de Mode d’ensemencement &?:Licst:ef:g Résultat attendu
culture
- pente jaune
lactose/
) saccharose (+).
Fomeniaton |- pente. rouge
Test TSI Ensemencement par fermentation lactose et
Formation | Le milieu | piqdre profonde du culot du lactose saccharose (-).
d’acide et TSI au fil droit et la pente par fermentatidn - Culét jaune
gaza (Triple- | des stries serrées a I’aide du saccharose | 91UCOSe(+).
partir Sugar- de pipette pasteur. Production | -1’ apparition des
d’hydrate Iron.). Incubation a 37° pendant JHDS ot de | bulles dans le culot :
de carbone 24 h. Gaz (Lebres, | Gaz (+).
2004). -présence de
précipiténoir H2S

(+).

.
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Une culture avec une
Ensemencement par alcalinisation du
stries le Io‘ng,ltgdlnale de milieu virage de
lapente alaidedela |\ yuication gy | lindicateur de pH au
Test de Le milieu g' pette pasteur a p;rtllr citrate bleu.
citrate de | Citrate de U SUSPEISION €6 fa comme -Bleu : citrate (+).
: . culture solide en eau
Simmons | Simmons. distillée stérile. Mettre 3 seule source | -Absence de couleur :
'étuve24 h & 37°c de carbone. | citrate (-)
(Regam, 2010).
(Carbonnelle,
1988).
- mannitol :
Rouge : pas de
fermentation de
mannitol (-).
Jaune : fermentation
de mannitol (+).
- mobilité :
Ensemencement par -diffusion : bactérie
- piqure centrale a I’aide Fermentation S
Test de Milieu le X . ) mobile développe le
mannitol- | mannitol | 9 une pipette pasteur, | de mannitol. | o0 1o bicire,
mobilité mobilité chgr_ge de c_:ulture en mobilité .de la “0as de diffusion -
milieu solide, nous bactérie. pas de dittusion -
incubons 24 h a 37°. bactérie immobile
développe seulement
dans la trace de la
piqure qui demeure
fine et nette
(Carbonnelle,
1988 ; Sayad, 2008).

8.1.4.2. Test complémentaire :

A. Test catalase :

La catalase est une enzyme appartenant a la catégorie des oxydoréductases qui catalyse

la décomposition du peroxyde d'hydrogéne (H202) en oxygéne et en eau. Cette enzyme

utilise les groupes heme et manganese comme cofacteur (Leboffe et Pierce, 2011).

2H202

e

2H20 + 02

Placer une goutte de H202 sur une lame propre, puis la mettre en contact avec une

colonie isolée, prise directement avec une pipette pasteur ou une anse de platine.

e Sion observe la formation des bulles d’air, les bactéries ont un enzyme catalase.
e Sin'est rien observation, la bactérie n'a pas d'enzyme catalase.

-
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Ce test a pour but de différencier les bactéries a Gram positive, Les bactéries des genres
Staphylococcus ont un catalase positif tandis que les bactéries des genres Enterococcus,
Streptococcus, possédes un catalase négatif. La plupart des bactéries a Gram négatif ont une

catalase positif et la recherche de catalase sur ce type de bactérie est donc sans intérét.

B. Test Coagulase :

Le fait que 97 % des souches de S. aureus sont coagulase positive et que les autres
especes sont toujours coagulase négative rend le test de coagulase un excellent test définitif

pour confirmer l'identification de S. aureus (Brown et Smith, 2015).

Le test de la coagulase consiste a inoculer un petit tube de plasma avec plusieurs
boucles de I'organisme et I'incuber a 37 °C pendant plusieurs heures. Si le plasma se coagule
(forme un caillot), I'organisme est coagulase positive. La coagulation peut se produire en 30
minutes ou plusieurs heures plus tard. Tout degré de coagulation, d'un caillot meuble en
suspension dans le plasma a un caillot solide et inamovible, est considéré comme un résultat

positif, méme si cela prend 24 h. La méthode comme suit (Brown et Smith, 2015) :

e Etiqueter les tubes a plasma en fonction des boites contenant des colonies ressemblant
a des staphylocoques.
e Avec une anse de platine, ensemencer le tube approprié de plasma avec
desorganismes des colonies.
e Fermer les tubes et placer dans un bain marie a 37 °C.
o Vérifier la solidification du plasma tous les 30 minutes pour le reste de la période.
Ce test est valable uniqguement pour les bactéries a Gram positives ressemblant a des
staphylocoques car certains bacilles a Gram négatifs, tels quePseudomonas, peuvent
provoquer une réaction faussement positive. Le mécanisme de coagulation dans ces

organismes n'est pas d0 a coagulase.

C. Test oxydase :

Une oxydase est une enzyme qui catalyse une réaction d'oxydoréduction. Le test de
I’oxydase est un test de détection de I’enzyme cytochrome oxydase chez les bactéries a Gram
négative qui produisent cette enzyme. Les Disques oxydase sont des disques de papier
absorbant imprégnés de N’-tetraméthyl-p-phénylénediamine dihydrochloride. En présence de
cytochrome oxydase, le N’-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (incolore)
forme un composé coloré en bleu (Bailey et Scott’s, 2014).

.
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e Placer un disque d’oxydase sur une lame a I’aide un pince stérile.

e Choisir une colonie bien isolée et représentative de la culture fraiche a tester.

e Prélever la colonie choisie a I’aide d’une anse de platine stérile.

e Frotter doucement la colonie sur le disque et observer I’apparition d’une coloration.

Si la réaction est positive, la coloration bleu foncé a violet apparaissant dans une 30

secondes tandis qu’en la réaction négatif n’observe aucun changement de coloration.

D. Tests d’identification de Candida albicans :

Ce test est utilisé pour distinguer Candida albicans des autres levures. Ceci est le
protocole expérimental suivi (Procop et al., 2017):

A I’aide d’une pipette Pasteur, une colonie de levure est prélevée et émulsionnée dans
0,5 ml de sérum humain. Le tube est incubé & 37 °C pendant 2 h. Ensuite, une goutte de sérum
est transférée sur une lame. Cette derniére est recouverte avec une lamelle puis examinée au

microscope sous 1’objectif x40. Enfin, on note la filamentation des levures.

9. Antibiogramme :

L’antibiogramme est une technique de laboratoire qui vise a tester la sensibilité d’une
souche bactérienne vis-a-vis de plusieurs antibiotiques. L’antibiogramme permet au médecin
de choisir le meilleur traitement antibiotiqueindividualisé contre la souche bactérienne

responsable de I’infection. Il est notamment réalisé en cas (Nauciel et Vildé, 2007):

e Des infections graves, récidivantes.

e En cas d’échec thérapeutique avec un premier antibiotique.

e Infection chez une personne immunodéprimée ou d’infection nosocomiale.
L’antibiogramme est également utilisé pour connaitre 1’épidémiologie des résistances

(surveillance faite par les autorités de santé) et pour lutter contre les infections nosocomiales.

9.1.Réalisation d’antibiogramme :

A partir d’une culture pure de 24 h a 37 °C sur milieu d’isolement approprie, prenez a
I’aide d’une anse de platine stérile quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques,
placez-les dans un tube a essai contenant de l'eau physiologique stérile de 5 ml et
homogénéiser par le vortex. On place la culture de bactéries isolées sur gélose de Muller-
Hinton par ensemencement en nappe avec un rateau de pipette pasteur et laissez-le quelques

minutes, puis on décanté 1’exces de solution a la boite si il est présentes.

.
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Appliquer les disques imprégnés par des antibiotiques a dose connue (Tableau 10) a
I'aide d'une pince préalablement flambée, en appuyant légerement, les disques doivent étre
parfaitement appliqués a plat sans glissement. Une distance minimale de 15 mm doit séparer

un disque peériphérique du bord de la boite, et chaque disque doit étre éloigné au minimum de

30 mm des autres. Incuber les boites pendant 24 h a 37 °C, le couvercle toujours en bas.

Tableau 10 : Liste des antibiotiques testés.

Streptococcus Staplylococcus Pseudomonas aeruginosa
Charge S Charge S Charge
Antibiotique testé des Antlblot,|que des Ant|b|ot,|que des
. testé . teste :
disques disques disques
Lévofloxacine (LE) 5 ug Pinicilline 10pg | Ticacilline (TIC) 75u9
. . Aztreonam
Vancomycine (VA) | 30 ug Vancomycine (AZM) 30ug
Gentamicine(HLG) | 500ug Clindamycine 219 Ge?ﬁlr_né(;me 120ug
- - Tobramycin
Penicilin (P) 10 UI Oxacilline 1ug (TOB) 10ug
Clindamycine (CD) 219 Levofloxacine 5ug
(LE)
Rifampine (RA) 5ug Rifampin(RA) 5ug

Aprés I’incubation 24 h a 37 °C, on observe des conséquences sur le développement et
la survie des souches. De maniere générale si I’antibiotique est inefficace, les bactéries
pourront tout de méme croitre. Au contraire, si 1’antibiotique est efficace, on apercevra
autour du disque une forme des cercles « zones d’inhibition », ou la croissance
bactérienne a été inhibée. Il existe ensuite trois interprétions différentes d’antibiogramme
par diffusion sur milieu gélosé. Les diamétres d’inhibition autour des disques sont mesurés a
I’aide d’un pied a coulisse, puis ils sont comparés aux diametres critiques rassemblés dans les
abaques de lecture. Il convient de noter toutefois, qu’une souche dont la sensibilité aux
antibiotiques est ainsi évaluée peut étre déclarée " sensible, intermédiaire ou résistante" apres

consultation des abaques de lecture, on a (Walsh et Wencewicz, 2016):

A. Bactérie sensible a D’antibiotique (S): il suffit d’une faible concentration de
I’antibiotique en question pour tuer les bactéries et la dose nécessaire est administrable
chez I’homme.

B. Bactérie résistante a I’antibiotique (R): la dose nécessaire pour tuer les bactéries est
beaucoup trop ¢levée pour étre supportée chez 1’homme sans effets secondaires
majeurs. Un tel antibiotique ne peut donc étre utilisé pour traiter I’infection.

i
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C. Bactérie intermédiaire a I’antibiotique (I): la dose nécessaire pour tuer les bactéries
est tantdt administrable chez I’homme, tant6t dangereuse. Il faut donc considérer que
la bactérie est résistante in vivo, c'est-a-dire dans 1’organisme.

‘w.
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Figure 26 : Protocole d’identification des CGP et BGN.
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10. Les techniques d’évaluation de la formation de biofilm in vitro :
10.1. La méthode du Rouge Congo Agar :

La gélose Rouge Congo Agar est un milieu trés convenable pour la détection des
souches productrices de slime. Sur ce milieu les souches exprimant le PIA (Polysaccharide
Intercellulair Adhesion) donnent des colonies noires avec une surface rugueuse contre des
colonies de couleur rouge et a surface lisse pour les souches PIA négatives (Ziebuhr et al.,
2001).

» Technique :

La formation de biofilm a été recherchée sur le milieu Rouge Congo. Ce milieu a été
préparé en :

» additionnant 0,8 g de Rouge Congo et 25g de glucose et 37 g de gélose ceeur cervelle,
15 g agar a | L d’eau distillé puis autoclavé a 115°C pendant 10 minutes.
Le milieu est ensemencé avec une anse d'une suspension de notre souche (une colonie
dans 20 ml d'eau distillée). La lecture a été faite aprés une nuit d'incubation a 37°C et 24

heures supplémentaires a température ambiante (Touati et al., 2007).

> Lecture:

Les souches productrices de slime donnaient des colonies noires a surface rugueuse
contre (Figure 27) des colonies rouges a surface lisse pour les souches non productrices. Les
souches de phénotype variables donnaient des colonies a centre noir et a contour rouge ou a
centre rouge et a contour noir (Nasr et al., 2012).

-
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Figure 27 : Culture sur la gélose Rouge Congo (Hou et al., 2012).
(A) CRA-positive souche de S.epidermidis (colonies noires).
(B) CRA-positive souche de S.aureus (colonies noires).

(C) CRA-négative souche de P.aeruginosa (colonies rouge).

10.2. Effet de la propolis brute sur la formation du biofilm :

Une gamme de concentrations graduelles de ce produit a été testée pour I’étude de 1’effet
de la propolis brute (PB) (sous forme d’une poudre commercialisée de wilaya d’Oran)
(Annexe 03 ; Figure 64) sur la formation du biofilm de Streptococcus et S. aureus. La
poudre de propolis a été aseptiquement ajoutée au Bouillon Cceur-Cervelle (BHIB) aux
concentrations de : 0.1, 0.2,0.3,0.4, 0.5, 1, 1.5 et 2% (masse/volume).

10.2.1. Préparation des suspensions bactériennes initiales :

Afin de réaliser ce test, chaque souche bactérienne a été antérieurement ensemencée sur
Bouillon Cceur-Cervelle (BHIB) (Annexe 01). Les flacons ont été incubés a 37°C
pendant 1 heure.

Quelques colonies sont alors suspendues dans le milieu BHIB liquide ; exempte de
propolis (BHIB Témoin) ou additionné de différentes concentrations de la PB (BHIB Test).
Les densités optiques (DO) des suspensions resultantes sont ajustées a la valeur de 0.20 a une

longueur d’onde de 600 nm a I’aide d’un spectrophotométre.
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10.3. Méthode de plaque de culture de tissus (TCP) :

Les probléemes de santé publique provoqués par les biofilms sont maintenant clairement
définis. Pour prévenir et lutter contre ces biofilms, une meilleure compréhension de leurs
mécanismes de formation est nécessaire. De nombreuses méthode d’étude de la formation et
du développement des biofilms ont été utilisées au cours des derniéres années : des méthodes
d’observation par microscopie (microscope a fluorescence, microscope confotal a balayage
laser, microscope électronique a balayage) ou des méthodes de numération de bactéries apres
détachement des biofilms par sonication, frottement ou vortex des surfaces. Ces techniques
permettent d’obtenir des informations détaillées mais sont difficiles et longues a réaliser.
C’est pourquoi des modeles d’étude in vitro en microplaques ont été développés. Ces tests ont
I’avantage d’étre relativement rapides et peu couteux. lls permettent de réaliser de nombreux
tests simultanément, notamment pour tester 1’effet de plusieurs facteurs influencant la
formation de biofilm, comparer la capacité de formation de biofilm de souches sauvages et de
souches mutantes, ou encore tester la sensibilité des bactéries au sein du biofilm aux agents

antimicrobiens (Peeters et al.,2008).

» Technique

Elle a été décrite en 1985 par le groupe de recherche de Christensen, qui a pour but

d’évaluer semi quantitativement la formation de biofilm.

Coloration

- @ jj - w  Quantificatior
Xl A
e/

Figure 28 : Principe des techniques de quantification des biofilms en microplaques
(Laurent, 2011).

A partir d’une culture d’une heure cultivée dans le milieu BHIB (Bouillon Cceur
cervelle) aditionée de Propolis brute de différentes concentrations (0.1; 0.2; 0.3;0.4; 0.5;

1; 15et 2% m/v) des deux bactéries etudiées, les puits d’une microplaque de 96 puits
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(polystyréne) ont été inoculés avec 200 pl de chaque suspension bactérienne. Des puits
contenant des suspensions bactériennes sans propolis ont été utilisés comme témoin positif, et
des puits contenant le milieu BHIB seul non inoculé et sans propolis ont été utilisés comme
témoin négatif.

C=02 C=03
c=01 = > - - C=15
"{,' =
.’J
C=2
Témion
C=04
Sans propolis
BHIB
C : concentration de suspension. C=05 c=1

Figure 29 : Technique de formation de biofilm sur microplaque de Titration (Photo

personnelle).

Les microplaques sont incubées pendant 24 heures a 37C°. Les puits sont lavés trois fois
avec 0,2 ml de I’eau physiologique stérile afin d’éliminer les bactéries libres (planctoniques).
Les biofilms formés par I’adhérence des organismes sessiles sont colorés avec du cristal violet
(0,1%) pendant 10 min (le cristal violet est une petite molécule qui diffuse a travers les
membranes bactériennes et pénétre a ’intérieur des bactéries pour se complexer aux
molécules chargées négativement) L’excés de colorant est ensuite rincé par un lavage en
profondeur avec de 1’eau distillée stérile et les plaques sont laissées a température ambiante

pour séchage (Stepanovic et al., 2000).

E
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w (oloration
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adhérentes non adhérentes

Chaque puit est inoculé avec 100 il de milieu
minimal et différentes souches bactériennes

Figure 30 : Principe de la mesure de la biomasse par la méthode de TCP (Filloux et Vallet,
2003).

L’exces de colorant est ensuite rincé par un lavage en profondeur avec de I’eau distillée
et les plaques sont laissées pour le séchage afin d’évaluer I’importance de la coloration du
biofilm en mesurant la densité optique au moyen d’un lecteur ELIZA a une longueur d’onde

590 nm (Hola et Ruzicka, 2011).

E
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Figure 31 : Détection et lecture de biofilm par méthode TCP (Photo personnelle).
1 : coloration par CV.
2 : Ringage par I’eau physiologique stérile.

3 : Lecture de microplaque par un lecteur ELIZA (mesurer la DO).

E
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» Lecture:

La classification des résultats obtenus présente sur la base du DO témoin (Hola et

Ruzicka, 2011). Les souches ont été classées comme suite (Stepanovic et al., 2000) :
DO < DOt (Témoin) : non formatrice du biofilm ;
DO x2<DO<DOtx 4: Modérée ;

DOt x 4 < DO : Fortement formatrice du biofilm (Christensen et al., 1985) .
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Chapitre 05 : Resultats et discussion.
1. Résultat de I’enrichissement :

Apreés incubation pendent 24 h, un trouble a été observé dans les tubes inoculés (Figure

32).

Figure 32 : résultat de I’enrichissement (présence de troubles) (Photo personnelle).
2. Aspect macroscopique apres l'isolement :

La bactérie lors de I’ensemencement est invisible a I’eeil nu. Toutefois, elle se divise a
un rythme assez important pour former une colonie qui est visible a 1’ceil nu. Chacune de ces
colonies est formée par des millions bactéries identiques. Ces colonies possedent des

caractéristiques propres a I’espece bactérienne.

Apres isolement et purification des souches bactériennes sur les différents milieux
utilisées, les principaux caracteres culturaux sont résumés dans le (Tableau 11 ) suivant :

E
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Tableau 11 : Résultat de I’isolement des différents prélévements effectués.

La carie dentaire

- Gélose Gélose Gélose Gélose Gélose au
Prélevement i,
nutritif Hektoen Sabouraud Chapman sang
Colonie Colonie Petite
jaune de blanche, de colonie,
petite taille, différentes blanche,

o1 lisse, bombé, | Absence de tailles, lisse, Absence de
présentant colonie bombees, présentant colonie
une forme présentant une forme
réguliére. une forme réguliere et

réguliére. irréguliére.
Colonie
jaune, de
petites Absence de
tailles, lisse, Absencg de colonie Absencg de Absence de
02 . colonie colonie ;
seche, colonie
présentant
une forme
réguliere.
Colonie
Colon blanche, de Colonie
blar?cﬁglede grfflndes bl_an,che, de
L tailles, différentes
petites bombé tailles, lisse
Absence de tailles, OMDEES, N ’
. . présentant Absence de
03 colonie. bombées, opaque, ; loni
présentant présentant une forme colonie
une forme une forme réguliére
réguliére. irréaulié . Iet/o_u\
Irreguliere. | jrréguliére.
Colonie
beige, de
différente
taille, lisse,

04 bombé, Absence de | Absencede | Absencede | Absence de
présentant colonie. colonie. colonie. colonie
une forme

réguliére
et/ou
irréguliere.
Colonie Colonie gris,
jaunatres, de | Absencede | Absence de | Absence de de petite

05 taille colonie colonie. colonie. taille, rond,
moyenne, plat, lisse,
rond, lisse, présent une
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bombe, forme
présentant réguliére.
une forme
réguliére.
Colonie Colonie Colonie
jaunatre, de blanche, de blanche, de
différente taille différent
taille, rond, | Absence de moyenne, Absence de | taille, rond,
06 plat, lisse, colonie rond, plat, colonie lisse, bombé,
présente une lisse, présent présent une
forme une forme forme
réguliere. réguliere. réguliere.
Colonie Colonie gris,
blanche, de tres petite
thferent Absence de | Absencede | Absence de taille, 'f°”d1
taille, rond, : ; : plat, lisse,
07 . colonie colonie colonie .
plat, lisse, présent une
présent une forme
forme réguliere.
réguliere.
Colonie Colonie . Colonie .
Colonie Colonie gris,
orange, de blanche, de blanche, de ‘ :
- . blanche, de . de tres petites
différent taille . taille .
. grande taille, e taille, rond,
taille, rond, moyenne, . different, .
. rond, bombé, plat, lisse,
08 plat lisse, rond, plat, . . rond, plat, .
. . . lisse, présent | . . présent une
présent une | lisse, présent lisse, présent
une forme forme
forme une forme s une forme .
P s réguliere. o réguliere.
réguliére. réguliére. réguliére.
Colonie Colonie Colonie
jaunatre, de blanche, de Jaune, de
différent différent grande taille,
talllle,lfond, Abseincg de talllle,lfond, lisse, r?nd’ Absence de
09 p /at, ISSE, colonie p ,at, ISSG, plaL present CO|0nie
présent une présent une une forme
forme forme réquliere
réguliére. réguliére. g '
Colonie
jaunatre, de
petite tz_;ulle, Absence de | Absence de | Absence de
10 rond, lisse, colonie colonie colonie Absence de
plat, présent colonie
une forme
réguliére.
1 Colonie Absence de | Absencede | Absencede | Absence de
blanche, de colonie colonie colonie colonie

|
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différente
taille, lisse,
rond, plat,
présent une
forme
réguliére.
Colonie Colonie gris,
banche, de petite
ponctlfc_)rme, Absence de | Absencede | Absence de taille, TO”d’
rond, lisse, . : ; plat, lisse,
12 . colonie colonie colonie .
plat, présent présent une
une forme forme
réguliére. réguliére.
Colonie Colonie _C;ﬁlnoérg:z
jaunatre, de blanche, de jad
el N . (gris), de
différente trés petite S
) . Absence de différente
taille, rond, | Absencede | taille, rond, loni taille. rond
13 lisse, plat, colonie lisse, plat, colonme (T, T
. . lisse, bombé,
présent une présent une .
présent une
forme forme
T (e forme
réguliere. réguliere. e
réguliere.
Colonie Colonie Colonie
jaunatre, de blanche, de jaunatre, de
différent trés petite différentes
taille, rond, | Absencede | taille, rond, | Absence de | tailles, rond,
14 lisse, plate, colonie lisse, plate, colonie lisse, bombé,
présent une présent une présent une
forme forme forme
réguliere. réguliere. réguliere.
Colonie Colonie
blanche, de jaunatre, de
différentes Absence de | Absencede | Absence de grande taille,
tailles, rond, : : : rond, lisse,
15 . colonie colonie colonie .
lisse, plat, bombé,
présent une présent une
forme forme
réguliére. réguliére.
. Colonie
Colonie blanche, de
jaunatre, de ceer
taille d_|fferentes
Absence de | Absencede | Absencede | tailles, rond,
moyenne, ; : . .
16 . colonie colonie colonie lisse, plat,
rond, lisse, résent une
plat, présent P
forme
une forme réquliere
réguliere. gufiere.

<
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Colonie Colonie Colonie
aunatre. de blanche, de jaunatre, de
J otite tai'IIe grande taille, petite taille,
F;ond Iisse1 Absence de rond, lisse, Absence de rond, lisse,
17 lat ' réser;t colonie bombé, colonie bombé,
puné E‘)orme présent une présent une
réqulicre forme forme
9 ' réguliere. réguliere.
La cavité buccale
prélévement Gelo_s_e Hektoen Sabouraud Chapman Gelose au
nutritif sang
) . Colonie Petite
.COIOH'e Petlt_e blanche, de colonie,
jaune (.je colonie, tailles blanche
petite taille, | transparente, différentes lisse '

o1 lisse, bombé, lisse, bombé ’ résent’ant Absence de
présentant présentant présenta’nt Bne forme colonie
ligeufﬁgrrr;e lﬁgeuflci)grrr;e une forme réguliére et

g ' g ' réguliére. irréguliére.
Colonie
jaune, de
petites
tailles, lisse, | Absence de Absence de Absence de Absence de
02 seche, colonie colonie colonie colonie
présentant
une forme
réguliére.
Colonie Colonie
t_)elge, de blanche, de
différentes randes
tailles, lisse, gtailles
bombé, Absence de ) Absence de
, . bombées, ; Absence de
03 présentant colonie opaque colonie colonie
une fo_r\me présentant
réguliére une forme
. ,etlo_u\ réguliére.
irréguliere.
Absence de Absence de Absence de Absence de Absence de
04 colonie. colonie colonie colonie colonie
Colonie Colonie Colonie Colonie Colonie gris,
jaunatre, de blanche, de blanche, de jaune, de de différentes
05 différente taille grande taille, | différentes | tailles, rond,
taille, rond, moyenne, rond, lisse, tailles, plat, lisse,
lisse, bombé, | rond, lisse, bombe, rondes, lisses | présente une

]
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présent une bombe, présent une | et rugueuses, forme
forme présent une forme bombeé, réguliére.
réguliére. forme réguliere. présente une
réguliére. forme
réguliére et
irréguliére.
loni .
. COAO € Colonie
jaunatre, de
N blanche, de
petite taille, différentes
rond, plat, Absence de Absence de Absence de tailles. rond
06 lisse, présent colonie. colonie. colonie. . ’
lisse, plat,
une forme .
reauliere présent une
g - forme
réguliére.

Colonie Colonie gris,

blanche, de trés petite
taille taille, rond,
Absence de | Absence de | Absence de .
moyenne, ; : : plat, lisse,
07 . colonie colonie colonie .
rond, bombé, présent une
lisse, présent forme
une forme réguliére.
réguliére.

Colonie L
L Colonie gris,
jaunatre, de A !

Iy de tres petites

differente taille, rond
taille, rond, Absence de | Absence de | Absence de I
. ; : ) plat, lisse,
08 plat, lisse, colonie colonie colonie .

. présent une

présent une
forme
forme .

e réguliére.

réguliére.

Colonie
jaunatre, de

taille
moyenne, Absence de | Absencede | Absence de
i i ; Absence de
09 rond, plat, colonie colonie colonie ;

: . colonie
lisse, présent

une forme

réguliere.

Colonie

jaunatre, de
etite taille,
P X Absence de | Absencede | Absence de
rond, lisse, ; : ; Absence de
10 ] colonie colonie colonie X
plat, présent colonie
une forme
réguliére.
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Colonie
blanche, de
différente
taille. lisse Absence de | Absencede | Absence de Absence de
11 rond7 pIat1 colonie colonie colonie colonie
présent une
forme
réguliére.
. Colonie noir, ..
Colonie . . Colonie gris,
verte, de d.e grande Colonie Colonie de différentes
rande ,taille taille, rond, blanche, de blanche, de tailles. lisse
g bombé ’ rugueuse, grande taille, | petite taille, lat ’résent’
12 rugueusc’a plat, rond, lisse, rond, plat, puné I?orme
résentur{e crémeuse, plat, présent | lisse, présent réqulicre
P forme présent une une forme une forme gt o
irréaulic forme réguliére. réguliére. irréaulic
irréguliére. irréguliere irréguliére.
. Colonie
Colonie Colonie jaunatre
jaunatre, de blanche, de (J ris), de
betite tall trés petite ditterente
Fl)isse rond1 Absence de | taille, rond, Absence de taille. rond
13 S colonie lisse, plat, colonie . ' .
plat, présent . lisse, bombé,
une forme present une présent une
réguliere forme forme
g ' réguliére. .
réguliére.
Colonie Colonie Colonie
L blanche, de L
jaunatre, de trés petite jaunatre, de
différent Absence de taillepron q Absence de différentes
14 taille, rond, colonie . ' colonie tailles, rond,
X lisse, plate, .
lisse, plate, . lisse, plat,
. présent une .
présent une forme présent une
forme . forme
P réguliére. s
réguliere. réguliere.
i Colonie
Colonie L
L jaunatre, de
jaunatre, de el
) différent
petite taille, taille. rond
15 rond, lisse, Absence de | Absence de | Absence de lisse E)ombé
plat, présent colonie colonie colonie . ’
présent une
une forme
O forme
réguliére. .
réguliére.
Colonie Colonie Colonie Absence de Colonie
16 jaunatre, de orange, de blanche, de colonie blanche, de
petite taille, differente petite taille, petite taille,

<
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rond, lisse, taille, lisse, en étoile, rond, lisse,
plat, présent plat, rond, plat, présent plat, présent

une forme présent une une forme une forme

réguliére. forme irréguliére. réguliére.

réguliére.
Colonie Colonie

jaunatre, de jaunatre, de
différentes différentes
tailles, rond, | Absencede | Absencede | Absencede | tailles, rond,

17 lisse, plat, colonie colonie colonie lisse, plat,
présent une présent une

forme forme
réguliére. réguliére.

Ces figures représentent quelques aspects

culture :

macroscopiques sur les différents milieux de

Gélose Sabouraud de P 3

Gélose Chapman de P 3

E
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Gélose au sang de P 13

Gélose nutritif de p 16

Gélose Chapman de P 11 (culture
négatif)

E
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Gélose nutritif de P 13 Gélose Hektoen de P 16

Figure 33 : Aspects macroscopiques des colonies isolées (Des photos personnelles).

3. Résultats d’identifications microscopiques :
3.1. Observation des mouvements bactériens :

La mise en évidence des mouvements bactériens par I’examen de 1’état frais entre la
lame et la lamelle a 1’objectif x40. Les résultats montrent que toutes les bactéries sont
différentes (immobiles et mobiles) avec des formes différentes (cocci, bacille, coccobacille)

regroupées en courte chainette ou en amas (voir Tableau 12).

E
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Tableau 12: Les résultats de la forme, la mobilité et le mode de regroupement de differents

isolats.

La carie dentaire

- Gélose Gélose Gélose Gélose Gélose au
Prélevement o
Nutritive Chapman Hektoen Sabouraud Sang
Cocci .
) Absence de Cocci Absence de
01 bacille Levure : ; .
colonies Bacille colonies
Levure
Cocci
Absence de | Absence de Absence de Absence de
02 grappe de . : : .
o colonies colonies colonies colonies
raisin
Absence de
03 Levure Levure Levure Levure colonies
Absence de | Absence de Absence de Absence de
04 Levure colonies colonies colonies colonies
05 Cocci Absence de | Absence de Absence de Cocci
Immobile colonies colonies colonies mobile
) Absence de )
Cocci . Absence de Cocci
06 . ) colonies ! Levure . .
immobile colonies immobile
Cocci .
) Absence de | Absence de Absence de Cocci
07 mobile : . ) . )
colonies colonies colonies immobile
Cocci en
) chainette
Coccli )
08 . Levure Levure Levure Cocci en
Mobile
grappe de
raisin
. Cocci
Cocci . . Absence de o . Absence de
09 . ) immobile . Bacille immobile .
immobile colonies colonies
Cocci
) . Absence de | Absence de Absence de Absence de
10 immobile . . . .
colonies colonies colonies colonies
Cocci en
grappe de
raisin
Cocci en
chainette
11 mobile Absence de | Absence de Absence de Absence de
colonies colonies colonies colonies
Un peu
cocci isolé
mobile

<
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12 Absence de | Absence de | Absence de Absence de C(;::T::;:n
colonies colonies colonies colonies . )
immobile
Cocci en
grappe de
_raisin Absence de | Absence de CO(?C' en
13 immobile ; : Levure chainette
. colonies colonies . .
Cocci en immobile
chainette
immobile
Cocci en
chainette
14 Cocci isolé | Absence de | Absence de Cocci en amas immobile
mobile colonies colonies immobile
Cocci en
amas Cocci isolé
immobile Absence de | Absence de Absence de mob_|le
15 . . . Cocci en
colonies colonies colonies
amas
immobile
Cocei en Cocci isolé
Absence de Cocci en
amas . Absence de Absence de .
16 . i colonies : . chainette
immobile colonies colonies :
mobile
Cocci en Absence de Coccl |_sole
g mobile
17 amas Absence de colonies Levure Cocei en
immobile colonies .
chainette
immobile
La cavité buccale
01 Cocci Levure Absence de Levure avec Absence de
bacille colonies bourgeonnement colonies
Cocci en
02 grappe de | Absence de | Absence de Absence de Absence de
raisin colonies colonies colonies colonies
Cocci en
03 grappe de Absenc_e de Absenc_e de Levure Absenc_e de
raisin colonies colonies colonies
Absence de | Absence de | Absence de Absence de Ag(if(;]ﬁizge
04 colonies colonies colonies colonies
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Cocci

) ) Cocci
05 immobile Levure Levure Levure . .
immobile
Cocco .
; Absence de | Absence de Absence de Cocci
06 bacille : ; ) .
colonies colonies colonies mobile
Cocci )
. Absence de | Absence de Absence de Cocci
07 mobile g . . ) ;
colonies colonies colonies immobile
Cocci .
) . Absence de | Absence de Absence de Cocci
08 immobile : ; ) .
colonies colonies colonies mobile
Cocci
; Absence de | Absence de Absence de Absence de
09 Immobile . . . .
colonies colonies colonies colonies
Cocci en
amas
10 immobile Absence de | Absence de Absence de Absence de
N colonies colonies colonies colonies
Cocci isolé
mobile
Cocci en
11 amas Absence de | Absence de Absence de Absence de
) . colonies colonies colonies colonies
immobile
Cocci isolé Cocci en amas
Cocci isolé immobile Cocci isolé immobile Cocci isolé
12 . . : . o .
mobile Cocci en immobile Bacille isolé mobile
chainette Immobile
Cocci en
e rappe de
Cocci isolé 9 p_p_
. . Absence de | Absence de raisin
13 immobile . . Levure . )
colonies colonies immobile
Cocci isolé
mobile
Cocci en
rappe de .
14 g rsigin Absence de | Absence de Absence de Cocci isolé
i . colonies colonies colonies immobile
immobile
Cocci en
amas Cocci en
i ) Absence de | Absence de Absence de
15 immobile g . ! amas
R colonies colonies colonies . i
Cocci isolé immobile
mobile
Cocci en
amas
immobile Cocci en Cocci en Cocci en
. Absence de . .
16 cocci en colonies amas chainette chainette
chainette immobile Mobile mobile
immobile
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Cocci en
amas Cocci en
17 Un peu Absenc_e de Absenc_e de Absenc_e de ~ amas
cocci en colonies colonies colonies immobile en
chainette chainette

Ces figure répresetent ‘aspect a 1’état frais (Photo personnelle):

Figure 34 : Aspect de levure Figure 35 : Aspect de bacille (Photo personnelle).
(Photo personnelle).

3.2. Coloration différentiel de Gram :

La coloration de Gram permet non seulement de déterminer la taille, la morphologie et
la disposition des cellules mais aussi des informations sur d'autres fonctionnalités.
L’observation microscopique a objectif x100 montre la présence de différents groupes de
micro-organismes bactériens. Apres coloration différentielle de Gram, nous avons isolé des
cocci, des batonnets et des coccobacilles. Les photos qui suivent montrent I’aspect
microscopique de quelques bactéries isolées sur les milieux utilisés. Tous les résultats sont
résumeés dans le (Tableaul3).

E
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Tableau 13 : Les résultats des observations microscopique (coloration de gram).

La carie dentaire

Prélévement Gélose Gélose Gélose Gélose Gélose au
Nutritive Chapman Hektoen Sabouraud Sang
Gram (+) de
1 cguleur Levure Absenc'e de Gram(+) Absenc.e de
violette colonies colonies
Absenc_e de Absence de Absence de Absence de
2 Gram (+) colonies . . .
colonies colonies colonies
Absence de Absence de Absence de Absence de
3 Levure . . . .
colonies colonies colonies colonies
Absence de Absence de Absence de Absence de
4 Levure . . . .
colonies colonies colonies colonies
Absence de Absence de Absence de Gram (+) de
Gram(-) : : : couleur
5 colonies colonies colonies )
violette
Absence de
6 Gram (+) colonies Absenc_e de Gram (-) Gram (+)
colonies
Absenc_e de Absence de | Absence de Gram (+)
7 Gram (-) colonies : :
colonies colonies
Absence de
8 Gram (+) Gram (+) Levure Gram(+) colonies
Gram (-) Absence de
9 Gram (+) Absenc_e de Gram (+) colonies
colonies
Absenc_e de Absence de Absence de Absence de
10 Gram (+) colonies : . .
colonies colonies colonies
Absence de Absence de Absence de Absence de
11 Gram (+) : : . )
colonies colonies colonies colonies
12 Gram(+) Absenc_e de Absenc_e de Absenc_e de Gram (+)
colonies colonies colonies
Gram (-) Absenc_e de Absenc_e de Gram (-) Gram (+)
13 colonies colonies
Gram (-) de
14 couleur rose Absenc_e de Absenc_e de Gram (+) Gram (+)
colonies colonies

<



Chapitre 05 : Résultats et discussion
Absence de
15 Gram(+) colonies Absenc'e de Absenc_e de Gram (+)
colonies colonies
Absence de
16 Gram (+) colonies Absenc_e de Absenc_e de Gram (-)
colonies colonies
Absence de Absence de
17 Gram (+) . Colonies Levure Gram(-)
colonies
La cavité buccale
Coccl Gram Cocci Gram Absence de Absence de
01 (+) . Levure .
O] colonies colonies
Absenc_e de Absence de Absence de Absence de
02 Gram (+) colonies . . :
colonies colonies colonies
Absenc_e de Absence de Absence de
03 Gram (-) colonies : Levure .
colonies colonies
Absence de Absenc_e de Absence de Absence de Absence de
04 : colonies . . .
colonies colonies colonies colonies
05 Gram (-) Gram(-) Gram(-) Levure Gram ()
Absence de
06 Gram (+) colonies Absenc_e de Absenc_e de Gram (+)
colonies colonies
Absenc_e de Absence de Absence de
07 Gram (-) colonies . : Gram(-)
colonies colonies
Absence de
08 Gram (+) colonies Absenc_e de Absenc_e de Gram (+)
colonies colonies
Absenc_e de Absence de Absence de Absence de
09 Gram (+) colonies . . .
colonies colonies colonies
Absence de Absence de Absence de Absenc.e de
10 Gram (+) . . . colonies
colonies colonies colonies
Absenc_e de Absence de Absence de Absence de
11 Gram (-) colonies . : .
colonies colonies colonies
12 Gram(+) Gram(+) Gram (-) Gram(-) Gram (+)
Gram (+)
13 Absenc_e de Absenc_e de Gram (-) Gram(+)
colonies colonies
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14 Gram(+) Absence de Absence de Absence de Cg(r:T(]:;sn
colonies colonies colonies
Gram (+)
Absence de
. Absence de Absence de
15 Gram (-) colonies colonies colonies Gram (+)
Absence de
16 Gram(+) colonies Gram(-) Gram(+) Gram(-)
Absence de
. Absence de Absence de
17 Gram (+) colonies colonies colonies Gram (-)

Ces figures représentent quelques aspects des bactéries aprés coloration de Gram(Photo
personnelle) :

Figure 36: Cocci en chainette Gram (+).

Figure 38 : Cocci Gram (-).

Figure 37: Cocci Gram (+) en grappe de raisin.

Figure 39 : Aspect des levures.

E
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4. Résultat de P’enrichissement et la purification (repiquage) :

Dans le but d’obtenir des souches pure, car dans la plupart cas on trouve un mélange
de bacille et de cocci et de Gram(+) et Gram(-), on fait une série de repiquage dans le
méme milieu pour les milieux sélectif et dans un autre milieu pour les milieux ordinaire.
Aussi pour la réalisation de la galerie API ou la galerie classique il faut avoir une culture d’au

moins de 24 h.

Ci-joint quelques photos présentant les resultats du repiquage dans le tableau des figures ci-

dessus:

Purification de GN de P 6 dans GS

E
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Purification de Chap P 12 dans Chap (CB) Purification de GS P 13 dans GS (CB)

2°™ Purification de Hekt P 12 dans GN

1°" Purification de GN P12 dans Hekt (CB) (CB)

Figure 40: Les résultats des repiquages (Photo personnelle).
5. Tests complémentaires :

On a effectuer les tests (Oxydase, Catalase, Coagulase) sur les souches, Ces Figures

représentent les caractéres Oxydase, Catalase chez les bactéries isolées.

5.1. Test catalase :

Figure 41: Catalase (+) (Photo personnelle). Figure 42: Catalase (-).

E
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Tableau 14: Résultat de test catalase.

Milieux Gélose Gélose Gélose Gélose Gélose au
nutritif Sabouraud Hektoen Chapman Sang

% [<H) fen) (<) fen) (<) Fen) (5] feh) (5] feh)
5 |25 Es5| 25| 2|5 |2 |25 E8 |85 2%
2 S| 2SS | 8| S| 8| 38| 8| S| 8| &S
S glog|Pg|03|9g|03 ©9g|o3|g|03
[a
1 - + - + / - + - / /
2 + + / / / / / / / /
3 / + + + + / + / / /
4 + / / / / / / / / /
5 + - / + / - / + + +
6 + + - / / / / / + +
7 + + / / / / / / + +
8 + + + / - / - / + +
9 + - - / / / + / / /
10 - + / / / / / / / /
11 - + / / / / / / / /
12 - + / + / + / - - -
13 - - - - / / / / + +
14 + + - - / / / / + +
15 - + / / / / / / + +
16 - - / + / - / / + +
17 - - - / / / / / + -

5.2. Reésultat du test Coagulase :

Les staphylocoques a Coagulase positive, sont les bactéries qui se présentent sous forme
de Cocci a Gram positive, sphériques, isolées ou regroupées formant ainsi des grappes de
raisin. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs, possédant I’enzyme catalase et la coagulase,
La mise en évidence de la coagulase libre permet la différenciation des espéces du genre
Staphylococcus. En effet, seule I'espéce Staphylococcus aureus peut posséder cette enzyme
qui joue un réle important dans le pouvoir pathogene de la bactérie, les résultats du test

coagulase sont représentés dans le Tableau ci-dessus.
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Tableau 15:Résultats du test coagulase.

Prélévements Milieu de culture I,_|‘eu de Observation
préléevement
12 Chapman Cavité buccale )
13 Gélose au sang Cavite buccale )
14 Gélose au sang Carie dentaire )
15 Gélose au sang Carie dentaire )
16 Gélose au sang Cavite buccale )
17 Gélose au sang Carie dentaire )

Figure 44: Coagulase (+).

E
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5.3. Test cytochrome oxydase:

Les résultats obtenus montrent qu’il n’ya pas un virage de couleur vers le violet, donc

les isolats sont dépourvus d’oxydase.

Tableau 16 : Résultat de test oxydase.

Milieux Gélqse Gélose Gélose Gélose Gélose au
nutritif Chapman Hektoen Sabouraud Sang

% et w 2 et w 2 et w 2 &L w 2 &L o 2
5 25|25 | 23|28 | 25|28 | €5 |E8 |25 £
3 SE|®S| 8| ®8S | 8| 8S| 8| S| S| =S
= g|023 | °g|03|°Pg|oa|9g|0a |8 |03
[a
5 + + / - / - / - + -
6 + + / / / / / / - -
7 - - / / / / / / + +
8 - - - / - / - / + +
9 + + - / / / - / / /
10 - - / / / / / / / /
11 - - / / / / / / / /
12 / + / / / + / + - -
13 + + / / / / - / + +
14 + + / / / / - - + +
15 + + / / / / / / + +
16 + + / / / + / - + +
17 + - / / / / - / + +

Figure 45: Oxydase (+) (Photo personnelle). Figure 46 : Oxydase (-).
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5.4.Test d’identification de Candida albicans :
5.4.1. Test blastese :

Tableau 17: Résultat de blastése.

Prélevements Milieu de culture Lieu de prélevement Observation
P6 Gélose Sabouraud Carie dentaire Levure (-)
P17 Gélose Sabouraud Carie dentaire Candida albicans

(+)

Candida albicans

Figure 47 : Aspect de Candida albicans sous microscope (Photo personnelle).

6. Résultat d’identification biochimique :

Nous avons utilisés galeries classique : test TSI, Mannitol mobilité, Citrate de Simmons

(les figures ci-dessus).

Les résultats de galeries classiques sont résumés dans le Tableau 18.
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Tableau 18: Résultat des Galeries classique.

Mannitol mobilité TSI Citrate
Prélevement de
Simmons
. s Sucres
Mannitol | Mobilité H2s Gaz Lac Sac Gl
P12 (CB) - + - - - - - +
P 16 - - - + + - -

Ci-joint quelques Figures présentent dans

résultats de la galerie classique.

le tableau ci-dessus, correspondant aux

Résultats de galerie classique isolée de
gélose Hektoen de P 16 (Carie dentaire).

Résultats de galerie classique isolée de
gélose Hektoen de P 12 (Cavité buccale).

Figure 48: Les résultats macroscopiques de galerie classique (Photo personnelle).
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7. Antibiogramme :

Aprés incubation sur milieu Muller-Hinton a 37C° pendant 24h, nous avons

obtenus les résultats résumés dans le tableau suivant.

Tableau 19: Résultats de 1’antibiogramme de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus (P 12)

Diameétre de la
Antibiotique zone d’inhibition Sensible Résistante
(mm)
Vancomycine
(VA) 30 ug v ' :
Aztreonam 30 N
(AZM) —
Pinicilline (PG) 13 i N
10 pg
Nitrofurantoin
(NIT) 24 ¥ ]

Tableau 20: Résultats de 1’antibiogramme de Streptococcus.

Streptocococcus (P 14, P13 : CD)
Diameétre de la
N zone , -
Antibiotique d’inhibition Sensible Résistante
(mm)
Lévofloxacine 5ug
(LE) 35 + -
Gentamicine(HLG)
120ug 28 + -
Pinicilline (PG) 10 i N
10ug
Vancomycine (VA) 13 i N
30ug
Clindamycine (CD) 14 i N
2ug
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Tableau 21: Résultats de I’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa (P 12, CB)
Diameétre de la
Antibiotique zone Sensible Résistante
d d’inhibition
(mm)
Lévofloxacine (LE)5ug 35 + -
Gentamicine(HLG)

120ug 35 + -
Ticacilline (TIC) 75ug 20 + -
Azithromysine(AT)30ug 30 + -

LE : Lévofloxacine. P: Penicillin (G). AZM: Aztréonam.

VA : Vancomycine. €D? : Clindamycine. TIC: Ticarciline.

HLG: Gentamicine**, NIT: Nitrofurantoin. AT: Azithromysine.

Ce tableau des figures représente les résultats des antibiogrammes réalisés au niveau du

laboratoire.

Tableau 22 : Réalisation d’antibiogramme.

Ensemencement Dépdt les ATB
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Résultats sur Gélose au sang P 15
(négatif).

Résultats sur Gélose au sang P 13.

Résultats sur Gélose MullerHinton P 12
(gélose hektoen).
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Résultats sur Gélose MullerHinton P 12 Résultats sur Gélose au sang P 17
(gélose nutritif). (négatif).

Figure 49 : Résultats de 1’antibiogramme (Photo personnelle).

8. La formation de biofilm chez les souches bactériennes :
8.1. Résultats de méthode Rouge Congo :

La caractérisation phénotypique du biofilm par production de slime a été réalisée par
culture des isolats sur le milieu RCA (Rouge Congo Agar). Les résultats sont révélé la
présence de colonies rouges foncées pour les souches P.aeruginosa qui sont donc non
productrice de slime. Contrairement aux Streptococcus, Staphyococcus qui sont producteurs
de slime, ce qui se manifeste par la formation de colonies noires sur le milieu Rouge Congo
Agar (Figure 50, 51).

Figure 50 : Production de slime par manifestation des colonies noire sur le milieu Rouge
Congo Agar (Photo personnelle).
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Figure 51 : Non production de slime par manifestation des colonies rouges sur le milieu
Rouge Congo Agar (Photo personnelle).

8.2. Résultat de méthode Crystal violet :
8.2.1. Effet de la propolis brute :

L’effet de la PB sur I’adhésion a été étudié en fonction de concentrations croissantes en
PB additionné directement dans le milieu de culture (BHIB) sous forme de poudre.
Cette derniére a été aseptiqguement ajoutée aux concentrations de : 0.1; 0.2; 0.3;0.4; 0.5;

1;1.5 et 2% (masse/volume).
8.2.2. Effet de la PB sur la formation de biofilms de S.aureus et
Streptococcus :

La formation de biofilm bactérien est toujours en transition entre deux formes ; la forme

fixée (biofilm) et la forme libre (planctonique).
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8.2.2.1. Effet de la PB sur I’adhésion des cellules sessiles de S.aureus et
Streptococcus :

Les résultats obtenus, aprés 24 heures d’incubation en présence des différentes

concentrations en PB sont présentées dans le (Tableau 23, 24) (Figure 56).

Tableau 23 : Les résultats de S.aureus.

Concentration en PB (%) DO a 600 nm
BHIB 0.3

Témoin 0.24
0.1 0.418
0.2 0.678
0.3 0.528
0.4 0.702
0.5 0.820

1 1.02
15 1.611

2 0.666

Tableau 24 : Les résultats de Streptococcus.

Concentration en PB (%) DO a 600 nm
BHIB 0.3

Témoin 0.48

0.1 0.573

0.2 0.686

0.3 0.787

0.4 0.841

0.5 0.669

1 0.682

1.5 1.424

2 0.645
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Reépartition des bactéries de la cavité bucale
dans les milieux de culture.

12

10

B coccl
H levure
m bacille

nombre des bactéries
(=)}

o ||.J

Chapman  Hektoen Sabouraud

milieu de culture

Figure 52 : Répartition des bactéries de la cavité buccale dans les différents milieux de
culture (a I’état frais).

Reépartition des bactéries de la carie dentaires
dans les milieu de cultures.

20
18
16
14 ~
12 A
10 ~

B coccl

H levure
m bacille

nombre des bactéries

O N OB O 0
|

: A u

GN Chapman  Hektoen Sabouraud GS

les milieu de cultures

Figure 53 : Répartition des bactéries de la carie dentaire dans les différents milieux de culture
(a I’état frais).
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Reépartition des bactéries Gram + dans
les milieux de culture.

BGN

B Chapman
= Hektoen

B Sabouraud
HGS

Reépartition des bactéries Gram - dans
les milieux de culture.

EGN

B Chapman
= Hektoen

B Sabouraud
HGS

Reépartition des levures dans les milieuc
de cuture.

BGN

B Chapman
B Hektoen

® Sabouraud
HGS

Figure 54 : Répartition des bactéries (Gram+, Gram-, levure) de la cavité buccale dans les
différents milieux de culture.
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Reépartition des bactéies Gram + dans les
milieux de culture.

BGN

B Chapman
B Hektoen

B Sabouraud
HGS

Reépartition des bactéries Gram - dans es
milieux de culture.

EGN

B Chapman
B Hektoen

® Sabouraud
HGS

Reépartition des levures dans les milieux
de culture.

BGN

B Chapman
B Hektoen

B Sabouraud
HGS

Figure 55 : Répartition des bactéries (Gram+, Gram -, levure) de la carie dentaires dans les
différents milieux de culture.
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Figure 56 :

Effet des différentes concentrations en PB sur la formation du biofilm de S.aureus
et Streptococcus.

4,5

3,5

2,5

formation de biofilm

1,5

0,5

Effet de PB sur formation de biofilm

/—/Oﬂ‘

V streptococcus

staphylococcus aureus

concentration en PB

Figure 57 : Effet de différente concentration en PB sur la formation de biofilm avant la

coloration avec du cristal violet.
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0,5
0,45
0,4
0,35
0,3

0,25

formation de biofim

0,05

Effet de la PB sur formation de biofilm

= streptococcus

= cstapyococcusaureus

0,1

0,2 0,3 0,4 0,5 1 1,5 2

concentration en PB

Figure 58 : Effet de différente concentration de PB sur la formation de biofilm aprés la

coloration avec cristal violet.
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Discussion :

Notre ¢étude basée sur I’isolement et 1’identification des microorganismes de la cavité

buccale est effectuée dans la cabinet chirurgiens dentaire privés et polyclinique de Médéa.

Ce travail a concerné 15 adultes (7 hommes et 8 femmes) agés de 17 a 58 ans et 2

enfants &ges de 10 ans.

L’analyse macroscopique des bactéries isolées a montré une grande variété de forme et
aspect des colonies qui ont poussés sur les cinq géloses utilisées pour 1’isolement (la gélose

nutritive, la gélose Chapman, la gélose au sang, la gélose Hektoen et Sabouraud). Selon

L’analyse microscopique de tous les prélevements de la cavité buccale et de la carie
dentaire révele aussi un polymorphisme de la flore bactérienne. La coloration de Gram a
montré la présence des Gram négatifs et des Gram positifs (qui apparaissent beaucoup plus
dans le milieu GN et GS par rapport aux autres milieux de cultures) et de multiples formes
allant des cocci(qui est la formes la plus fréquent) aux bacilles et passant par les coccobacilles
Cela a été rapporté aussi par Aas (2005),et méme des fois des levures qui apparaissent
principalement sur les milieux Hektoen et Sabouraud (a partir de prélévement 1, 3, 5, 6, 8, 13,
17). Ceci est d0 soit a des contaminations suite aux conditions d'asepsie dans le site
d’isolement et d’incubation de notre prélévement ou au développement des mécanismes

d’adaptation des différents germes sur les milieux sélectif.

Les bactéries ont été cultivées, repiquées et identifiées grace a 1’étude des caracteres
biochimiques. Au total 11 souches ont été isolées appartenant cing familles
(Streptococcaceae, Stapylococcacea, Enterococcaceae, lactobacillaceae, levure) on n’a pas
pu aller jusqu’a ‘identification des espeéces pour cause de I’indisponibilité des plaques de la
galerie Api. L’étude de leurs sensibilités aux différents antibiotiques utilisés est considérée
comme un critére ultime d’identification pour les bactéries anaérobies et anaérobies
facultatives. Les résultats des études microscopiques par coloration de Gram, des tests
biochimiques (catalase, oxydase, Galerie biochimique classique).

Les Cocci Gram positif aérobies et aéro-anaérobies facultatifs ont été isolés aprés mise
en culture des prélevements en aérobiose sur gelose au sang et sur gélose Chapman (pour les

Staphylocoques) a 37°C pendant 24 heures.
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Les Streptococcus buccaux sont souvent organisés en quatre groupes : les mutans, les
salivaires, les angmcesus et les mutis (Guillaume et Marc, 2011).Nous avons trouvé une
seule espece appartenant a la famille de Streptococcaceae. A partir de prélevement 16, 17 et
18 sur le milieu gélose au sang nous trouve Streptococcus qui fait partie de la flore normale de
la cavité buccale. L’identification des isolats (Streptococcus) doit se faire dans des conditions
d’anaérobiose ces derniéres peuvent étre obtenues de différentes maniéres : la chambre
anaérobie est le meilleur moyen qui permet de garder les bactéries EOS (extremely sensitive

oxygen) en atmosphére anoxique (Grollier et al., 2004).

En outre, le genre Lactobacillus (phylum Firmicutes), déja identifié comme bactérie
cariogeéne, était présent dans notre étude chez les personnes cariés, les genres Streptococcus et
Lactobacillus comme les bactéries cariogéne produisent 1’acide, ces deux genres étaient
abondants dans les caries avancées dans les études précédentes (Corby et al., 2005 ; Chhour
et al., 2005).Le genre Enterococcus a été aussi isolé comme il a été indiqué par les auteurs
(Aas, 2005).

L’identification biochimique par l'utilisation des galeries classiques (tests citrate de
Simmons, TSI, teste mannitol mobilité) et des tests complémentaires (catalase, oxydase,
coagulase, blastese) a pour but de confirmer certains cas (comme Pseudomonas

aerugenosa..).

Les antibiotiques testés dans notre étude sont au nombre 9. Ils sont suivants : Pénicilline
G, Clindamycine, Ticarciline, Nitrofurantoin, Vancomycine, Lévofloxacine, Azitromycine,
Aztreonam, Gentamicine. L’étude de la sensibilité aux antibiotiques nous a confirmé que
parmi les especes bactériennes isolées, certaines exhibent une sensibilité aux différents

antibiotiques utiliseés.

Les bactéries du genre Streptococcus sont résistantes a 1’amoxicilline et a la
vancomycine mais présentent une résistance naturelle aux aminosides (Kanamycine), cette
résistance naturelle est rapportée dans la littérature (CASFM, 2012). Les résultats de notre
antibiogramme ont révélé cette résistance aux vancomycine et on n’a pas testé la résistance

aux autres antibiotiques a cause de la non-disponibilité.

Les nombreuses études sur la plaque dentaire et le biofilm ont permis de mieux
comprendre le fonctionnement de celui-ci. Ainsi, il est aujourd’hui bien reconnu qu’une

bactérie prise au sein d’un biofilm présente une capacité d’agrégation et de développement
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augmentée et peut acquérir des facteurs de virulence notamment 1’acquisition de génes codant

des résistances aux antibiotiques.

On a étudié la capacité de formation de biofilm sur les souches obtenues par utilisations
de deux méthodes : la méthode RCA et méthode TCP. Les résultats de 1‘issu de méthode RCA
ont montré que sauf les souches de Streptococcus (P 13) et Staphylococcus aureus (P 12) ont
la capacité de production de slime et de biofilm. Suite a toutes ces techniques et selon
plusieurs auteurs (Oli et al., (2012), Mathur et al., (2006) ) la méthode de RCA semble étre
moins efficace pour détecter la formation du biofilm par contre que la méthode TCP est la
méthode de sélection la plus sensibles et la plus précise montrant une bonne reproductibilité
pour la détection de la formation de biofilm. Nos résultats concordent avec ceux d’Oli et al.,
(2012).

Profitant de ’essor grandissant des médecines dites « naturelles », la propolis s’inscrit
dans cette tendance, le plus souvent en complément des traitements conventionnels. Les
recherches entreprises durant ces derniéres années ont permis de montrer qu’elle pouvait étre
une alternative efficace dans bon nombre de troubles et pathologies. Les résultats qui nous
obtenus durant 1’utilisation de la propolis brute montrée que cette derniére permet et favoriser

la formation de biofilm.

Nous pouvons aussi constater la présence de nombreux germes dans tous les
préléevements que nous avons effectués. Cette caractéristique peut étre expliquée par les
contaminations directes ou indirectes dans le laboratoire. Le mangue de réactifs et de produits
nous nous a pas permis de pousser la recherche et [I’identification plus loin des
microorganismes. Il serait préférable de continuer ce travail tout en mettant ’accent sur une
recherche poussée en microbiologie et étudier les facteurs de risques pouvant causer cette

maladie.
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Conclusion :

Dans notre travail nous sommes intéressées a 1’identification de la microflore de la
cavité buccale et de déterminer les germes les plus abondants et ceux qui peuvent étre la cause

des infections bucco-dentaires en formant des biofilms bactériens.

L’étude des échantillons obtenus des deux laboratoires (polyclinique et cabinet
chirurgiens dentaire privés de Médéa) est basée sur la méthode des analyses biochimique et
microbiologique. Ces analyses ont été effectuées au niveau de laboratoire de bactériologie
(laboratoire de ’EPSP de Médéa)

A la lumiére de nos résultats obtenus, il en ressort que les prélevements réalisés sont
poly-microbiens. Les Streptocoques, les Staphylocoques, les Entérobactéries et les levures
constituent la microflore la plus abondante.

Les résultats obtenus par 1’antibiogramme montrent que la majorité des bactéries sont
sensibles aux antibiotiques testés sauf Streptococcus sont résistants aux Peénicilline,

Vancomycine et Clindamycine et Staphylococcus aureus a été résistante aux Pénicilline.

Le biofilm dentaire constitue une varie société bactérienne ou existe 1’entre aide, le
partage et méme la concurrence. On le considére comme le facteur déclenchant des maladies
parodontales. Ainsi la prophylaxie qui n’est autre que I’hygiéne bucco-dentaire est

obligatoire.

Les études d’adhésion bactérienne et de formation du biofilm ont été réalisées par les
méthodes Rouge Congo et méthode de plaque de culture de tissue montre que certains
souches isolés étaient productrices de biofilm et de slime (1 Streptococcus, 1 Staphylococcus
aureus) pour les souches P.aeruginosa et levure (Candida albicans) qui sont non productrice

de slime et de biofilm.

Les maladies bucco-dentaires, y compris les caries dentaires et les maladies
parodontales, sont généralement causées par un large éventail de microorganismes associés au

biofilm buccale ou a la plaque dentaire.

La propolis est un composé biologique trés complexe, d’une trés grande diversité, leurs
conférant une multitude de propriétés, aussi bien sur le plan nutritionnel que sur le plan

thérapeutique.
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Au terme de notre étude nous pouvons formuler quelques précautions de réduire la
consommation des sucres surtout les enfants car la contamination par les Streptocoques peut
engendrer des conséquences graves. Et surtout faire le brossage quotidiennement des dents et
la langue de deux minutes avec une brosse a dent souple aprés chaque repas pour éviter la

formation de plaque dentaire qui cause les infections buccale.

En perspective :

Ceci n’est qu’une initiation d’un gros travail qui reste a faire ; nous projectons dans le futur
proche, vers une identification complétes des divers espéces de la flore bucco-dentaire par

I’utilisatioin de la galerie API

Au vu des résultats prometteurs obtenus, et du potentiel du sujet traité. S’y approfondir un peu

plus et de différentes approches semble un projet a envisager dans le future.
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Annexes

Annexes :

Annexes 01 : Les compositions du milieu de culture.

Milieu de culture Composition

- Peptone 10g

- Extrait de viande de beeuf 0,1 g
- Chlorure de sodium 759
Gélose Chapman - Mannitol 10g

- Rouge de phénol 0,025 g

- Agar 159

- PH=75

- Eau distillée stérile 2000ml

- Peptone 10 g

- Glucose 40 g

Gélose Sabouraud - Agar 159

- Ph56

- Eau distillée stérile 2000ml

- Peptone5g

- Extraits de viande 1 g
Gélose nutritive - Extraits de levure 2 g.

- Chlorure de sodium 5 g

- Agarl5g

- Ph=74+/-02

- Eau distillée stérile 2000ml

- Peptone5g

- Extraits de viande 1 g

- Extraits de levure 2 g
Bouillon nutritif - Chlorure de sodium 5 g

- Ph=74+/-02

- Eau distillée stérile 2000ml
- Ph=71

- Eau distillée stérile 2000ml

- Extrait de viande de beeuf 1.00 g

- Peptone * 10.00 g

Milieu Chapman - Chlorure de sodium 75.00 g

- Mannitol 10.00 g

- Rouge de phénol 0.025 g

- Agar 15.00 g

- 0.24pH finala 25 °C: 7.4

- * Digestion enzymatique de protéines.

- Extrait de ceeur 5.00 g

- Extrait de cervelle 12.50 g

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB) - Peptone * 10.00 g

- Glucose 2.00 g

- Chlorure de sodium 5.00 g

- Phosphate disodique 2.50 g
- 0.24pH final a 25 °C: 7.4
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Milieu Hektoen

- Protéose peptone 12.00 g

- Extrait de levure 3.00 g

- Chlorure de sodium 5.00 g

- Thiosulfate de sodium 5.00 g
- Sels biliaires 9.00 g

- Citrate de fer ammoniacal 1.50 g
- Salicine 2.00 g

- Lactose 12.00 g

- Saccharose 12.00 g

- Fuchsine acide 0.1 g

- Bleu de bromothymol 0.065 g
- Agar14.00¢g

- 0.24pHfinal 2 25 °C: 7.5

Gélose Muller-Hinton

- Peptone 17.5¢

- Extrait de viande 2.00 g

- Amidonl1l5¢g

- Agarl7.00g

- Hfinala25°C: 7.3

* Milieu utilisé pour I’antibiogramme

Columbia au sang

- Peptone 32.0

- Amidon 1.0

- Chlorure de sodium 5.0
- Agar 10.0

- PH7.3+0.2

Milieu Rouge Congo Agar (RCA)

- BHIB37¢g

- Glucose 25 g

- Agar 15¢

- Rouge Congo 0.8g

- Eau distillée stérile 1000L

- PH=7.2g

Stérilisation a I’autoclave a 115°C pendant 10
minutes.

Cristal violet (1%0)

- Cristal violet 1g
- Eau distillée 100 ml




Annexes

Annexes 02 : Quelques matériels pour une étude microbiologique.
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1. Microscope optique.
4. Tube a essai.

7.Eau distillé.

10.Bain marreé.

13. Vortex.

16. portoirs.

19.Les disques
d’antibiotique.

2. Bec benzene.

5. Boite de pétrie.

8.Anse de platine.
11.Autoclave.

14 Réfrégirateur.
17.Microplaque de 96 puits

20.Huile a immersion.

3. Pipette pasteur.
6.Ecouvillon stérile.
9.Etuve.
12.Balance.
15.Agitateur.
18.Micropipette.

21.Les disques
d’oxydases.

Annexe 03 : Préparation de milieu de culture.

Figure 59 : Les milieux de culture utilisée (Photo personnelle).
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Figure 60 : Préparation de milieu Figure 61 : Balences (Photo personnelle).
de culture (Photo personnelle).

Figure 62 : Ecouvillon stérille Figure 63 : Flacons (Photo personnelle).
(Photo personnelle).
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Figure 65 : Microscope optique (Photo personnelle).
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Annexe 04 : Réalisation de la formation de biofilm (méthode TCP).

Figure 66 : Microplaque inoculé par suspension (Stapylococcus aureus) (Photo personnelle).

Figure 67 : La lecture de microplaque inoculée par suspension sous I’ELIZA (Stapylococcus
aureus) (Photo perspnnelle).
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Figure 68 : Microplaque inoculé par suspension(Streptococcus) (Photo personnelle).

Figure 69 : La lecture de microplaque inoculée par a suspension sous I’ELIZA
(Streptococcus) (Photo perspnnelle).

Figure 70 : Microplaque aprés coloration avec cristal violet (Stapylococcus aureus) (Photo
personnelle).
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Figure 71 : La lecture de microplaque sous I’ELIZA aprés coloration avec cristal violet
(Stapylococcus aureus) (Photo personnelle).

Figure 72 : Microplaqueapres coloration avec cristal violet (Streptococcus) (Photo
personnelle).
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Figure 73 : La lecture de microplaque sous I’ELIZA aprés coloration avec cristal violet
(Streptococcus) (Photo personnelle).



