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Résumé

L'analyse salivaire devient la méthode moderne pour détecter 1'état général du
corps, ce liquide biologique est considéré comme empreinte génétique. L'objectif est de
faire une analyse des parametres physicochimiques et microbiens de la salive des
patients de cancer du sein. Au cours du travail réalisé au niveau de service d'oncologie
et laboratoire central de ’EPH de Médéa, durant une période allant de 1 février 2020
jusqu'a 18 mars 2020. Nous avons rempli les informations de chaque malade sur une
fiche de renseignement ou les données ont été traitées dans le programme SPSS et
analysées par 1'Excel, dont les prélevements salivaires ont été traités en se basant sur
les criteres bactériologiques, mycologiques et physicochimiques. Parmi les 59
prélevements, 10 sont des controles négatifs dont 50 % sont des résultats indéterminés.
Les 49 prélevements des patients de cancer du sein donnent la présence de cocci Gram
positif dans tous les échantillons, 6 % des cocci Gram négatif et 65 % sont des bacilles
Gram positif. L’identification microscopique affirme la présence des genres
Micrococcus sp dans tous les prélevements, 16 % de Streptococcus sp, 33 % de
Lactobacillus sp et 37 % de Bacillus sp. Les affections mycologiques qui touchent 24%
des patientes sont causées par Candida albicans et Candidat sp. La comparaison des
résultats des patientes et du contrdle sain reste incompléte a cause de la pandémie de

Covid-19.

Mots clés : analyse salivaire, empreinte génétique, cancer du sein, parametres
physicochimiques et microbiens, cocci Gram positif, bacilles Gram positif, affection

mycologique.
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Summary

The salivary analysis becomes a new method to detect the general state of the
body; this biological fluid is considered as a fingerprint. The aim of the study is to
perform an analysis of the physicochemical and microbial parameters of breast cancer
patients’ saliva. During the work realized at the oncology service and central laboratory
of Médéa’s hospital, from the first of February 2020 to the eighteenth of March 2020.
We filled in each patient’s information on a fact sheet where the data were transformed
in the SPSS program and analyzed by Excel, while salivary samples have been treated
on the basis of bacteriological, mycological and physicochemical criteria. From the 59
samples, 10 are negative controls, 50 % of them are undetermined results. The 49
samples from breast cancer patients show Gram-positive cocci in all samples, 6 % of
Gram-negative cocci and 65 % of Gram-positive bacilli. Microscopic identification
indicates the presence of Micrococcus sp genera in all samples, 16 % Streptococcus sp,
33 % Lactobacillus sp and 37 % Bacillus sp. Mycological diseases which affect 24 %
of patients are caused by Candida albicans and Candida sp. Comparison of patient

outcomes and healthy controls remains incomplete due to the Covid-19 pandemic.

Keywords: salivary analysis, fingerprint, physicochemical and microbial parameters,

Gram-positive cocci, Gram-positive bacilli, mycological diseases.
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Introduction

Le cancer est un probleme de santé publique qui constitue la deuxieme cause de
déces dans le monde a fait 9.8 millions de morts en 2018 selon I’organisation mondial
de la sant¢ (OMS). Les organisations de la santé¢ font des efforts pour développer des
nouvelles techniques qui facilitent le dépistage de cette maladie mortelle, qui permet
un diagnostic précoce, pour prescrire un traitement avancé afin de donner les plus
grandes chances de guérison. Parmi ces techniques en développement, la recherche des
déséquilibres dans la composition salivaire assure en plus la surveillance et la

progression du cancer.

La salive est un liquide biologique diversifié et spécifique pour chaque individu
ce qui représente une «empreinte biologique» personnel (Belstrem, 2016). Elle offre
I’avantage d’une collection facile, non-invasive et économique, elle comprend un grand
nombre de composés inorganiques et organiques qui peuvent étre quantifiés et devenir
des biomarqueurs de la santé générale, la plupart des composés trouvés dans la salive
sont également étre trouvés dans le sérum (Lira-Junior et al., 2018), telle que les
hormones, les protéines et les immunoglobulines (Devoize & Dallel, 2010), elle est
utilisée en tant que fluide de diagnostic. cela permet a la technologie de dépasser son
utilisation comme mesure de la santé bucco-dentaire a mesurer 1'état de santé général
de l'individu, elle est considérée comme un « miroir » du corps (Streckfus &
Kulasinghe, 2015), qui encourage le diagnostic des plusieurs types de cancer (Greabu
et al., 2009), et méme des maladies neurologique (Trigui, 2018) et cardiovasculaires

(Greabu et al., 2009).

La médecine moderne n’arréte pas ici, mais elle arrive jusqu’au niveau
microbiennes ou elles prouvent une relation avec les déséquilibres bactériennes au
niveau de la salive et les changements physiologique corporal et ¢’est le cas de cancer
du pancréas (Farrell et al., 2012; Torres et al., 2015) et des poumons (Zhang et al.,
2019).

Dans notre étude, on a bas¢ sur le cancer du sein qui a la fois le plus fréquent et
plus meurtrier chez la femme. Selon 'OMS, il est le deuxieme cancer diagnostiqué
apres le cancer des poumons a 1’échelle mondiale, et le premier dans 1'Algérie avec

40.7% chez les femmes et un taux de mortalité de 11.4 % (GLOBOCAN, 2018).
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Les techniques de diagnostic actuel tels que la mammographie et la biopsie
peuvent donner des résultats faux-positif (Hugo, 2014; Seror, 2016), les recherches
trouvent que la méthode de diagnostic la plus sécurisé de ce cancer est la détection des
biomarqueurs comme le HER2 et la protéine tumorale (p53) dans la salive des patientes

(Abrao Nemeir et al., 2019).

Dans ce contexte, notre travail a été entrepris dans le but de faire une
comparaison de la composition salivaire des patientes qui atteint le cancer du sein et
des personnes saines, qui est basée sur 1’étude des parametres physicochimique de la

salive (la viscosité et le pH) et I’é¢tude bactérienne et mycologique de la flore salivaire.
A cet égard le mémoire est divisé en deux parties :

La premiere partie consiste a une é¢tude bibliographique qui comporte un couple
de chapitres. Le premier chapitre est consacré pour I’étude de 1’anatomie des glandes
salivaire et la composition biochimique et microbienne, dont le deuxieme chapitre

concerne le cancer du sein et sa relation avec la salive et le microbiome.

La suivante partie expose la partie expérimentale qui représente le troisiéme
chapitre de matériels et méthodes suivi par les résultats enregistré et la discussion. Enfin

cette partie se termine par une conclusion et des perspectives.



Chapitre 1
Identification
des composants
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Chapitre I : Identification des composants salivaires

La salive

La salive est un liquide biologique essentiel au maintien de la santé bucco-dentaire et au
bon déroulement de nombreuses fonctions orales (mastication, gustation, digestion, phonation,

etc.) (BENHARRATS et al., 2017).

Sa production est assurée, dés le huitieme mois in utéro, par trois paires de glandes
salivaires principales : la parotide, les glandes submandibulaires et sublinguales, ainsi de
nombreuses glandes accessoires mineures dispersées dans la muqueuse buccale. Les glandes
salivaires mineures sécretent en permanence et sont en général sous contrdle local, tandis que les
glandes majeures sécrétent principalement en réponse a [’activité parasympathique qui est
induite par des stimuli physiques, chimiques et psychologiques (par contact avec des aliments,
suite a une odeur ou a un souvenir...). La composition globale de la salive varie selon le degré
d’activité de chacun des principaux types de glandes, et la production quotidienne de la salive

chez I’homme est de 600 a 1500 ml (Young et al., 2013).

Cependant, il existe d’autres définitions de la salive qui varient en fonction de sa

composition :

La salive mixte : salive totale présente des ¢léments en suspension (bactéries et autres
microorganismes oraux non adhérents, restes alimentaires, cellules épithéliales desquamées,

cellules sanguines, traces de divers médicaments et produits chimiques).

La salive pure: mélange de salive prélevée a chaque ostium, elle correspond a I’addition

de la salive parotidienne, submandibulaire et sublinguale (BENHARRATS et al., 2017).

I. L’anatomie et I’histologie des glandes salivaires

1. Les portions des glandes salivaires
Les glandes salivaires sont composées de différentes portions :

1) Sécrétoire : ce sont les acini glandulaires et les canaux striés (ces derniers ayant
aussi un role d’absorption de I’eau et des ions). Cette portion est variable d’une glande a 1’autre.

On peut les classifier en fonction de leur taux de polysaccharides neutres et acides :
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e Acini séreux : riche en polysaccharides neutres, sécréte de la salive aqueuse (les
cellules séreuses).

e Acini muqueux : riches en polysaccharides acides, sialiques ou neuraminiques,
sécretent une salive tres visqueuse (les cellules muqueuses).

2) Excrétoire : ce sont les canaux intercalaires intralobulaires (en association avec les

cellules myoépithéliales qui coiffent la glande) (BIRAUD Guillaume, 2009).

Figure 1. Structure histologique des différents types d’acini et canaux.(Devoize &

Dallel, 2010).

1. Cellules myoépithéliales ; 2. Acinus séreux ; 3. Canal intercalaire ; 4. Canal stri¢ ; 5.

Acinus muqueux ; 6. Acinus mixte séromuqueux.

2. Les glandes salivaires majeures

Elles sont au nombre de six (deux de chaque c6té). Elles sont anatomiquement bien

délimitées et présentent une architecture interne complexe (Devoize & Dallel, 2010).

2.1. La glande parotide
Elle est paire et symétrique. C’est La glande salivaire la plus volumineuse, elle peése en

moyenne 25 a 30g, elle est placée en dessous de l'arc zygomatique, devant l'apophyse

4
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mastoidienne et derriere la mandibule, elle est liée aux branches principales du nerf facial, et

l'artere temporale superficielle la traverse (BIRAUD Guillaume, 2009).

La sécrétion de la glande parotide est de type séreux (fluide) c’est une sécrétion aqueuse
mince riche en enzymes et en anticorps. Le conduit parotidien (le canal de Sténon) ouvre dans la

cavité buccale supérieure face a la deuxieéme molaire supérieure (BIRAUD Guillaume, 2009).

2.2. La glande submandibulaire (sous-maxillaire)
Elle est paire et symétrique. Cette glande est la seconde apres les parotides, ne pésent que
6 a 8g, elle se situe dans l'angle mandibulaire. C’est-a-dire a la partie latérale de la région

submandibulaire (BIRAUD Guillaume, 2009).

La glande submandibulaire contracte des rapports étroits avec la branche cervico-faciale
du VII (Le facial ou septiéme nerf cranien est un nerf mixte (sensitivo-moteur) et sensoriel
(gustatif)), le nerf hypoglosse XII, le nerf lingual et les vaisseaux faciaux (BIRAUD Guillaume,
2009).

Cette glande est mixte, séro-muqueuse a dominante séreuse (visqueuse), le conduit
submandibulaire (canal de Wharton) passe de l'intérieur vers l'extérieur, dans le plancher de la

bouche et s'ouvre latéralement a la base de la langue (BIRAUD Guillaume, 2009).

2.3. La glande sublinguale
La glande sublinguale est paire et symétrique, elle est la plus petite des glandes salivaires
principales, elle peése 2 a 3g, elle se trouve sous la muqueuse du plancher de la bouche (la région

sublingual) (BIRAUD Guillaume, 2009).

La glande est vascularisée par I’artére sublinguale et son innervation est assurée par des
rameaux du nerf lingual, cette glande est mixte muco-séreuse a dominante muqueuse. La glande
sublinguale n’est pas aussi homogene que les autres glandes salivaires, elle est constituée d’un
complexe glandulaire comprenant environ 50 glandes individuelles, ayant chacune son propre

canal excréteur (BIRAUD Guillaume, 2009).

Les canaux sublinguaux mineurs (dit de Walther) au nombre de 15 a 30, qui montent
verticalement s’ouvrir a la muqueuse du sillon gingivo-lingual et le canal sublingual majeur
(encore appelé¢ Rivinus ou le canal de Bartholin) il s’abouche a la caroncule sublinguale, en
dehors de I’ostium du canal de Wharton (le conduit submandibulaire), mais peut aussi se jeter

directement dans le canal de Wharton (BIRAUD Guillaume, 2009).
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Figure 2. Anatomie des glandes salivaires.

1. Branches du nerf facial ; 2. Artére faciale transverse ; 3. Conduit parotidien ; 4. Glande
sublinguale ; 5. Conduit submandibulaire ; 6. Glande submandibulaire ; 7. Glande

parotide.(Trigui, 2018).

3. Les glandes salivaires accessoires
Ces glandes mineures sont disséminées sous les muqueuses de toute la cavité buccale, a
I’exception des gencives et de la partie antérieure du palais osseux, ce sont les plus souvent de

petits amas d’unités sécrétoires, non encapsulés, s’ouvrant en bouche via de courts canalicules

(BIRAUD Guillaume, 2009).
Elles sont formées de cellules muqueuses, séreuses ou mixtes (Devoize & Dallel, 2010).

Les glandes salivaires accessoires se répartissent en quatre groupes principaux :

-Glandes labiales.
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-Glandes jugales.
-Glandes palatines et vélaires.

-Glandes linguales (BIRAUD Guillaume, 2009).

4. Embryologie des glandes salivaires
Les ébauches parotidiennes et submandibulaires apparaissent des la sixieme semaine de
développement et celles des glandes sublinguales et mineures, respectivement a la neuviéme et a
la douzieme semaine. Les glandes salivaires se développent au niveau de la partie initiale de
I’intestin primitif, a partir de bourgeons épithéliaux d’origine ectoblastique (pour les glandes
salivaires majeures) ou mésoblastique (pour les glandes salivaires mineures) (Devoize & Dallel,

2010).

5. Le role de la salive

Elle exerce différentes fonctions qui sont :

-L’humidification et la lubrification de la cavité buccale (eau et ¢€lectrolytes) servant a la
formation du bol alimentaire, a la mastication, a la déglutition, a I'€locution et au nettoyage des

tissus buccaux.
-Liées a la digestion : hydrolyse buccale des carbohydrates (activité¢ amylasique).

-Le pouvoir tampon (bicarbonates et phosphates) qui diminue le risque cariogéne et protege
l'eesophage lors des reflux gastro-intestinaux, reminéralisation et protection des dents (calcium et

phosphates).

-Maintien de la flore microbienne : activité antibactérienne, antivirale, antimycosique.
-Role protecteur (les mucines salivaires).

-Croissance, différenciation et réparation tissulaire (facteurs de croissance).

-Role au sein du systéme immunitaire de la salive (immunoglobulines, mucines, cytokines,
hormones, protéines et autres) (BENHARRATS et al., 2017; BIRAUD Guillaume, 2009;
Devoize & Dallel, 2010; Hazil, 2019).
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Figure 3. Schéma des fonctions de la salive.

IgA : immunoglobulines A ; IgAs : immunoglobulines A sécrétoires ; PRP : proline-rich

proteins ; PRG : PRP glycosylées ; SLPI : secretory leukocyte protease inhibitor. (Trigui, 2018).

II. La physiologie de la salive

1. La viscosité
La viscosité est une caractéristique non newtonienne commune aux fluides biologiques,
difficile a reproduire in vitro, d’ou les difficultés d’obtenir une salive artificielle mimant

parfaitement ces propriétés (Devoize & Dallel, 2010).

La viscosité de la salive totale non stimulée n’est pas homogene, car le mélange des
salives parotidiennes, submandibulaires et sublinguales ne I’est pas. Cette différence de viscosité
est principalement attribuée au taux et au type de mucines présentes dans les différentes
sécrétions (la salive sublinguale est plus ¢€lastique que la salive submandibulaire, qui est elle-
méme plus ¢élastique que la salive parotidienne). Ainsi, la salive totale stimulée est beaucoup plus
homogene en termes de viscoélasticité, de par la plus grande importance (en volume) de la

sécrétion parotidienne plutdt fluide (Devoize & Dallel, 2010).

L’unité de viscosité dynamique est le poise (Po). La viscosité de 1’eau a 20°C est de 1

centipoise (cp). Ces viscosités sont présentées dans le tableau suivant :
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Tableau 1. la variation de la viscosité et la consistance de la salive en fonction des
glandes salivaires.(BENHARRATS et al., 2017)

Glande salivaire La parotide La sub-mandibulaire La sub-linguale
Viscosité (centipoise) 1.5 3.4 13.4
Salive (consistance) Aqueuse Filante (visqueuse) Trés visqueuse

2. Le débit volumique salivaire
Le volume de sécrétion salivaire est éminemment variable (entre 0,5 a 1,5 litres, avec une
moyenne de 0,75 litre en 24 heures). Il est sous I’influence de multiples facteurs tels que le degré
d’hydratation, la position du corps, I’exposition a la lumiere, les stimulations antérieures, les
rythmes circadien et circannuel, la taille des glandes et les médicaments ou drogues absorbés

(Devoize & Dallel, 2010).

La contribution de chaque glande varie aussi en fonction du type de stimulation (gustative
et/ou masticatoire), de 1’état de vigilance des sujets (cycle circadien) et du cycle circannuel.
Durant le cycle circadien, la sécrétion est faible durant le sommeil, alors que des pics se
produisent pendant les périodes de stimulation (pendant les repas et notamment durant une
stimulation acide). Au niveau circannuel, la sécrétion est basse pendant 1’été, alors qu’elle est
maximale en hiver. Ces variations affectent également le niveau de concentration des électrolytes

et des protéines présentes dans la salive (Devoize & Dallel, 2010).

Les glandes salivaires dites mineures participent a environ 10 % de la sécrétion salivaire
totale non stimulée et jusqu’a 45 % de la salive produite durant la nuit. Il existe une sécrétion
continuelle de base plutét que d’importantes variations au cours de la journée, a cette salive
séromuqueuse se mélange le fluide gingival, qui représente environ 0,1 % du volume total

(Devoize & Dallel, 2010).

Le flux salivaire varie généralement entre 0,05 et 1,10 ml/min pour la salive « au repos »
et entre 1,60 et 4,55 ml/ min pour la salive « stimulée », (BENHARRATS et al., 2017) il assure
aussi un nettoyage mécanique des surfaces muqueuses et dentaires, ¢liminant en partie la flore
polymicrobienne. Ce phénomene est amplifié par le mouvement de la langue et des lévres.

(Devoize & Dallel, 2010)
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Les glandes salivaires ont une vascularisation extrémement abondante, ce qui permet des
¢changes nombreux entre le secteur sanguin et salivaire. Cette grande vascularisation explique
les variations du débit salivaire, qui peuvent étre importantes et rapides. Le débit basal peut Etre

multiplié par 10 quand les glandes sont stimulées (BENHARRATS et al., 2017).

La salive est inodore, normalement transparente, incolore et filante (BIRAUD

Guillaume, 2009).

Tableau 2. Variation des pourcentages de sécrétion salivaire des glandes majeures et

accessoires au cours des différentes conditions de stimulation (Devoize & Dallel, 2010).

Sécrétion non stimulée Sécrétion stimulée  Sécrétion stimulée Sécrétion au cours du sommeil
(de repos) acide (gustation)  mécanique (mastication)

Débit moyen De0,12:0,1620,3-04 ml/min Jusqu'a 7ml/min ~ De3 a5 ml/min Environ 20 pl/min

Glandes parotides (sécrétion séreuse) 25 % 3% 60% 0%

Glandes submandibulaires (sécrétion 60 % 60 % 30% 45%a80%

mixte a prédominance séreuse)

Glandes sublinguales (sécrétion mixte 7%-8% 3% 5% 10%

 prédominance muqueuse)

(Glandes accessoires <10% <5% <% 10%a45%

3. Le pH de la salive
Le pH moyen de la salive non stimulée est de 6,8 a 7,1. 1l varie selon la glande
sécrétrice, la stimulation, le débit et les éléments tampons. La salive la plus Acide est la
parotidienne, son pH est de 5,8 ; la sous-maxillaire étant la plus alcaline, son pH est de 6,47. Et

ce sur le dos de la langue est de 6,5 a 7 (Merdes.L, 2009).

Lorsque le débit salivaire augmente apres stimulation, le pH augmente jusqu'a 7,32, le pH
salivaire le plus bas est de 2,5, correspond a I'état la plus défavorable ; méme apres un repas, le
pH salivaire rarement ou il descend au-dessous de 4. La présence d'une prothése dentaire
provoque une diminution du pH jusqu'a 6.25. Les auteures ont pu constater que le pH salivaire
variait avec le sexe, I’age, le mois et le moment de la mesure, la consommation des différents

aliments, la grossesse et 1'é¢tat bucco-dentaire (Merdes.L, 2009).
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4. Le pouvoir tampon

Il assure la régulation du pH buccal, le pouvoir tampon de la salive augmente avec la
stimulation, il est presque inefficace pendant les périodes de faible débit, Ce pouvoir repose sur
la présence de bicarbonates, de phosphates, d’urée, d’amphoteres et de certaines protéines et
enzymes. Les bicarbonates ont un role prépondérant dans la neutralisation des acides de par leurs
propriétés intrinseques (Devoize & Dallel, 2010). Il contribue en outre a élever le pH de la
plaque dentaire en neutralisant son acidité produite par les bactéries, il est plus élevé le matin au
réveil, puis diminue rapidement dans la matinée. Il s’¢leve apres les repas puis diminue le soir

(BENHARRATS et al., 2017).

5. Température
La température orale et donc celle du milieu salivaire, présente d'importantes variations
circadiennes. Ses valeurs varient entre 36,2 et 37,2 °C (Egloff, 2009), avec le pic de la journée

situé en fin d’apres-midi aux alentours de 16h40 (Trigui, 2018).

III. La composition chimique et biochimique de la salive

1. Constituants inorganiques

1.1. Le compartiment aqueux

La salive est composée a environ 99 % d’eau (Agbo-Godeau et al., 2017).

1.2. Le compartiment gazeux

-L’oxygene O, est présent en quantité trés infime (environ 0,2%).
-L’azote N, ne représente que 0,9% du volume.

-Le gaz dissous le plus important est le dioxyde de carbone CO, puisqu’il est
présent a 20 ou 30% du volume salivaire basal (Hazil, 2019; Trigui, 2018), mais peut
augmenter jusqu’a 40% lors de la stimulation de la salive. I1 existe une partie liée aux
protéines (environ un quart) et une partie libre, en équilibre constant avec le carbonate et
I’acide carbonique. De cet équilibre dépend le pH salivaire et le pouvoir tampon du
couple  carbonate-acide  carbonique. Le CO, va donc influencer le milieu buccal

(BENHARRATS et al., 2017).

1.3. Eléments minéraux
Les constituants minéraux de la salive sont les ions sodium, potassium, calcium,
chlorures, phosphates inorganiques, bicarbonates, thiocyanates, des halogénures (iode et

fluor) et des métaux (cuivre, fer). Parmi ces constituants, le sodium, les chlorures et les
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bicarbonates ont une concentration salivaire inférieure a la concentration plasmatique, a
I'inverse du potassium, du calcium, des phosphates inorganiques et des thiocyanates. Le

cuivre, le fer, les fluorures, le zinc, le cobalt et les bromures sont a 1’état de traces (Folia, 2013).

La concentration de tous ces ions et électrolytes est toutefois sous la dépendance
de nombreux facteurs comme le type de glande, le débit salivaire, la durée et la nature
de la stimulation. Les ions hydrogéne H' sont responsables du pH salivaire et sont

tamponnés par différentes substances, en particulier les bicarbonates (Hazil, 2019).

Tableau 3. Tableau représente la composition inorganique de la salive (concentration en

mmol/L)(Hazil, 2019).
Salive totale Salive | Salive | sub-
Parotidienne Mandibulaire
Non-stimulée Stimulée Non Stimulée Non Stimulée
Moyenne| Marge |Moyenne| marge i S——
PH 6 5,7-6,2 2.3 2,3-8 5,5 7.4 6,4 7.4
Na* 8 6-26 32 13-80 1.3 36 3 45
K* 21 13-40 22 13-80 24 21 14 17
Caz* 1.35 0,5-2.8 1.7 0,2-4.7 1.05 1,6 1,6 2.4
Mpg2* 0.3 0.1-0.6 0.4 0.260-6 0.15 0.12 0.07 0.4
Cl- 24 8-40 25 10-56 22 28 12 25
HCOs 2,9 0.1-8 20 4-40 1 30 e 18
HPO,Z 5.9 2-22 10 2-25 9 k] 6 =]
I~ 1,4%x1073 2- 0,5- 0,2- 1>1073 | 0,5x1073
30x1073 | 2,.3x1073 | 1,2x1073
F- 1,6x103 | 0.2 5x10°3 0.8- 1,5%103 | 1x1073
2,8x1073 6,3x1073

Na"ions sodium ; K" ion potassium ; Ca™ ion calcium ; Mg™ ion magnésium ;
Cl ion chlorure ; HCOj; ion bicarbonate ; HPO4>" ion monohydrogéno

phosphate ; I' ion iodure ; F~ion fluorure.
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2. Constituants organiques

2.1. Les protéines
L'essentiel des composants organiques de la salive est représenté par des protéines.
Plus de 1300 protéines ont été identifiées a ce jour. La nature et le rdle précis de nombre
d'entre elles sont encore inconnus. Il y a environ 2,5 grammes de protéines dans 1 litre
de salive émise a faible débit. La concentration en protéines augmente en général avec le

débit salivaire (Hazil, 2019).

Ces protéines sont classées, en fonction de leur origine :

- Les protéines extrinséques : représentées par des albumines d’origine sérique, des
immunoglobulines (Ig) A, G et M, des o et B globulines, des calprotectines ou d’autres

protéines du systeme immunitaire (Folia, 2013).

- Les protéines intrinséques : elles sont synthétisées par la glande salivaire, elles

sont nombreuses (Hazil, 2019).
2.1.1. Les enzymes salivaires

° Alpha-amylase salivaire

Cette protéine représente 30 % du total des protéines salivaires. Elle participe a la
dégradation des amidons alimentaires en maltose par I'hydrolyse des liaisons glucidiques
(a0 1-4). Son action est de courte durée, car inhibée par le pH acide de l'estomac apres

déglutition (Hazil, 2019).

° Lipase salivaire

Une lipase salivaire produite au niveau des glandes sublinguales. Cette enzyme peut
hydrolyser les triglycérides, mais aussi les phospholipides, les esters de cholestérol, ainsi

que de nombreux autres esters (Hazil, 2019).

[}

Lysozyme

Représente 10 % des protéines totales. Le lysozyme a un pouvoir antiseptique et agit
comme une enzyme lytique capable de lyser des bactéries a Gram positif,
indépendamment de leur pouvoir pathogeéne. En revanche, les bactéries a Gram négatif
sont généralement résistantes a cette enzyme, grace a leurs couche externe de
lipopolysaccharides (LPS). Elle est capable ¢galement de lyser la paroi des germes fongiques

(Trebosc Rouch, 2015).
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° Lactoperoxydases

Les peroxydases présentes dans la salive ont deux origines : une origine salivaire
humaine (LPO-SH), synthétisée et sécrétée par les glandes salivaires ; et la
my¢loperoxydases (MPO) qui représentent entre 30 et 75% du total des peroxydases, elle
est synthétisée par les polynucléaires neutrophiles migrant dans la cavité¢ buccale (Trigui,

2018).

Les lactoperoxydases sont des enzymes contribuent a rendre un milieu antiseptique
en utilisant le thiocyanate comme substrat. Le thiocyanate est oxydé par l'enzyme en
utilisant le peroxyde d'hydrogéne (H20:), produisant des ions qui dénaturent les protéines

bactériennes (Hazil, 2019).

°Autres enzymes

Il existe un trés grand nombre d'autres enzymes comme les collagénases d'origine
tissulaire, les gélatinases, les ¢lastases, les protéases, les cholinestérases et les
ribonucléases. Elles jouent principalement un role antimicrobien et de digestion des substrats

(Hazil, 2019).
2.1.2. Les protéines riches en proline (PRP)

La famille des protéines riches en proline représente prés des deux tiers du total
des protéines de la salive parotidienne et sub-mandibulaire. Les PRP salivaires sont classés
comme acides, basiques et basiques glycosylées. Les PRP acides contribuent au maintien de
I'homéostasie du calcium dans la cavité buccale. Les PRP basiques glycosylées agissent
comme lubrifiant. Le role des PRP basiques n'est pas encore bien compris (Devoize & Dallel,

2010).
2.1.3. Les Mucines

On définit La mucine sur le plan général comme une grande protéine fortement
glycosylée et entrant dans la composition de nombreux mucus. Approximativement 16 % du
total des protéines présentes dans la salive mixte, sont de la famille des mucines. Elles

sont sécrétées par les cellules a mucus des glandes sublinguales (Devoize & Dallel, 2010).

On distingue deux grandes familles de mucines : MG1 (molécules a poids moléculaire
¢levée et fortement glycosylées) et MG2 (molécules a bas poids moléculaire), dont Ia
proportion fait varier les caractéristiques de viscoélasticité. Ces glycoprotéines polymérisent

en milieu aqueux et retiennent de grandes quantités d'eau, pour former un gel visqueux
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recouvrant les tissus de la cavité buccale, conférant ainsi a la salive son pouvoir
lubrifiant. La meilleure lubrification est obtenue avec les mucines sécrétées a partir de
glandes salivaires mineur. Ces mucines seraient aussi la premiere « ligne de défense »
contre les effets nuisibles des polyphénols dans l'alimentation par ce mécanisme

d'agrégation (Hazil, 2019)
2.1.4. Les lactoferrines

La lactoferrine est une protéine fixatrice du fer, appartenant a la famille des
transferrines. Elle posséde des effets bactériostatiques, bactéricides, virucides et fongicides. 1l a
également été décrit un effet antitumoral. Elle interviendrait enfin dans la régulation de la
croissance et de la différenciation cellulaire, et aurait des propriétés anti-inflammatoires

par modulation de la réponse immunitaire (Hazil, 2019).
2.1.5. Les histatines

Les histatines sont des petites protéines riches en histidine, sécrétées par les
glandes parotides, submandibulaires et sublinguales. Les histatines auraient une activité

antifongique (Hazil, 2019).
2.1.6. Les stathérines

Les stathérines sécrétées par les glandes parotides, elles sont les seules protéines
salivaires capables d'inhiber la précipitation spontanée des phosphates de calcium dans une
salive sursaturée. Les stathérines ont aussi un rdle de lubrification des surfaces dentaires (Hazil,

2019)
2.1.7. Les cystatines

Les cystatines salivaires sont sécrétées par les glandes salivaires parotides,
submandibulaires et sublinguales, elles sont des inhibiteurs naturels des protéases a
cystéine (Hazil, 2019), il ont un r6le antimicrobien en inhibant les protéases a cystéine d’origine

bactérienne et virale (Samuel, 2018).

2.2. Les autres composantes organiques
On trouve l'urée en faible concentration (environ 2 mmol/l), du glucose (0,056
mmol/l), de la créatinine, du cholestérol. On trouve aussi plus de 3 000 acides ribonucléiques
(ARN) messagers. La salive contient aussi des facteurs de croissance, principalement le
nerve growth factor (NGF) et lIepithelial growth factor (EGF), dont la sécrétion

augmenterait au cours de certaines maladies parodontales, des insulin-like growth factor
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(IGF). Les hormones apparaissent dans la salive dans des concentrations trés faibles,

incomparables aux taux sériques (Hazil, 2019).

IV. La composition immunologique de la salive

1. Les immunoglobulines
Le systeme immunitaire muqueux de la cavité buccale fait partie du systéme « mucosa
associated lymphoid tissue (MALT) », qui se compose de la muqueuse buccale, de 1'anneau de
Waldeyer (contenant les amygdales et le tissu adénoide palatin), des tissus lymphoides
pharyngés et des glandes salivaires. La plupart de ces immunoglobulines sont synthétisées au

niveau de ce systeme et, en particulier, au niveau des glandes salivaires (Hazil, 2019).

1.1. Les IgA
La cavité buccale est colonisée par une flore commensale abondante et extrémement
variée. La protection périphérique des muqueuses est assurée par une exclusion immune
spécifique des antigenes elle-méme assurée par des immunoglobulines A sécrétoires (IgAs),
associée a des mécanismes non spécifiques. La production d'IgAs dépend de la stimulation de
tissus lymphoides associés aux muqueuses. Différents tissus de l'anneau de Waldeyer et les

plaques de Peyer sont impliqués dans la production d'I[gAs salivaires (Chardin, 2002).

Les lymphocytes B et T présents dans ces tissus sont stimulés par la reconnaissance des

antigenes, des interactions cellulaires directes et des cytokines (Chardin, 2002).

L'environnement en cytokines induit une commutation isotypique vers IgA. Les
lymphoblastes B stimulés par cet anticorps dans ces organes sont adressés vers les sites
sécréteurs, ou ils se différencient en plasmocytes. Les plasmocytes sécretent des [gA dimériques
associées a une piece J. Apres fixation sur son récepteur, ce complexe moléculaire est transporté

vers la salive par les cellules acineuses ou canalaires (Chardin, 2002).

L'IgAs est constituée par le dimere d'IgA, la piece J, et la partie extracellulaire du
récepteur (composant sécrétoire). Les IgAs contribuent au controle de la flore buccale en limitant

les capacités d'adhésion et en favorisant I'¢limination salivaire des bactéries (Chardin, 2002).

1.2. Les IgG
Dans la salive, les IgG se diffusent le plus souvent a partir du sérum par les crevasses

gingivales, mais peuvent également étre produits localement (Salimetrics, 2020b).
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Les niveaux d’IgG dans la salive sont généralement dans les microgrammes par millilitre,
tandis que dans le sang ils sont beaucoup plus élevés, dans les milligrammes par millilitre. Etant
donné que les concentrations d’1gG salivaires varient par rapport au sang, cet essai est utile pour
qualifier la quantité totale d’IgG dans I’échantillon comme moyen d’assurance de la qualité de

I’échantillon, par exemple lors de la réalisation d’études sérologiques (Salimetrics, 2020b).

Fait important, la réactivité des IgG salivaires refléte celle des IgG sériques, de sorte que
le liquide buccal est une alternative intéressante au sang pour les études sérologiques ou les
niveaux d’anticorps indiquent I’état immunitaire d’une personne a un agent pathogene d’intérét.
De plus, un rapport récent indique que les concentrations d’IgG totaux dans les liquides oraux

sont associées aux concentrations de cytokines pro-inflammatoires (Salimetrics, 2020b).

Il a été proposé d’utiliser les IgG salivaires totaux comme substitut et comme marqueur

peu colteux pour indexer I’inflammation buccale (Salimetrics, 2020b).

1.3. Les IgM

Tout comme I’IgG, la principale source salivaire d’IgM est le plasma sanguin, la quantité
totale d’IgM varie avec le temps en fonction de la quantité de composants sériques introduits
dans le fluide buccal et est soumise aux influences de la dilution par le flux salivaire. Par
conséquent, lors de la mesure des IgM spécifiques a un agent pathogene, les [gM totaux peuvent
étre utilisés pour qualifier un échantillon de salive afin d’assurer des niveaux suffisants d’IgM
totaux pour donner confiance aux résultats des IgM spécifiques a un agent pathogéne. A cet
¢gard, les IgM totaux peuvent étre essentiels pour prouver un résultat de test spécifique a un

agent pathogene négatif (Salimetrics, 2020c).

2. Les cytokines salivaires
Les concentrations de cytokine salivaire pour une combinaison de 12 analytes peuvent
étre mesurées simultanément a 1’aide d’un seul échantillon de salive et offre un prix pratique sur

mesure.

L’IL-1B, I'IL-8 et le TNF-a sont trois exemples importants d’une classe de molécules de
signalisation connues sous le nom de cytokines pro-inflammatoires, qui jouent un role important
dans le déclenchement de la réponse inflammatoire aigu€ de 1’organisme aux infections, aux

blessures ou éventuellement au stress. Les groupes de cytokines salivaires sans les suivants :

TNF-Alpha : Le facteur de nécrose tumorale humaine Alpha (TNF-a) est une cytokine

pro-inflammatoire puissante qui induit les signes classiques de I’inflammation a se produire
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localement et est I'une des cytokines qui composent la réaction de phase aigué€.(Salimetrics,

2020a).

IL-1 Beta : L’Interleukin-1 béta humaine (IL-1p, Interleukin-1p), ¢galement connu sous
le nom d’IL-1F2, est une cytokine pro-inflammatoire produite par des monocytes et des
macrophages activés. L’IL-1p de la salive, en plus de I'IL-6, a également ¢té associé au stress

social cognitif (Salimetrics, 2020a).

IL-6 : L’Interleukine-6 humaine (IL-6) participe & de nombreux processus biologiques,
dont I'inflammation, le vieillissement, la croissance cellulaire, I’apoptose et le remodelage
osseux. Dans la salive, I'IL-6 a également €té associé¢ a d’autres troubles d’intérét tels que la

parodontite chronique, le stress social cognitif et I’obésité juvénile (Salimetrics, 2020a).

IL-8 : L’interleukine-8 humaine (IL-8) est exprimée par plusieurs types de cellules en
réponse a I’inflammation. L’IL-8 est facilement mesurable dans la salive a 1’état basal, ce qui
indique I’importance du recrutement continu de neutrophiles dans la cavité buccale pour la

surveillance immunitaire comme moyen de maintenir la santé buccale (Salimetrics, 2020a).

INF-Gamma : L’interféron gamma humaine (IFN-y, IFN-Gamma) est principalement
produit par les lymphocytes. En général, I'I[FN-gamma est un régulateur central des réponses
immunitaires innées et adaptatives montées contre l’infection virale, médiateur I’'immunité a
médiation cellulaire telle que les réponses immunitaires anti-tumorale et est une caractéristique

des réponses immunitaires de type T (Th1) (Salimetrics, 2020a).

IL-2 : L’Interleukine-2 humaine (IL-2) a plusieurs roles dans le systeme immunitaire, la
tolérance immunitaire et I’immunité contre les pathogenes, principalement par ses effets directs
sur les lymphocytes T. En général, selon le contexte, I'IL-2 peut déclencher ou atténuer les
réactions immunitaires. Des taux ¢levés d’IL-2 ont été signalés dans la salive des patients atteints

du syndrome de la bouche briilante et associ€s a la gravité de la maladie (Salimetrics, 2020a).

IL-5: L’Interleukin-5 humaine (IL-5), conduit principalement la maturation et le
maintien des €éosinophiles et des cellules B sécrétant des anticorps et principalement produit par
les éosinophiles et les cellules auxiliaires de type 2 (Th2). La mesure de I’[L-5 dans le liquide
buccal est intéressante, par exemple avant et apres les crises d’asthme, permettre d’analyser les
¢chantillons qui ont été prélevés a des moments difficiles a atteindre lors d’une visite au cabinet

ou a la clinique d’un médecin (Salimetrics, 2020a).

IL-7 : L’activité humaine de I’interleukine-7 (IL-7) est importante pour chaque stade de

développement et de survie des lymphocytes T naifs et pour la génération et le maintien de la
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mémoire des lymphocytes CD4 et CD8. La signalisation IL-7 est également associée a plusieurs

types de leucémies lymphoides (Salimetrics, 2020a).

IL-10 : Interleukine-10 humaine (IL-10) est principalement produit par les monocytes et
certains lymphocytes. C’est une cytokine anti-inflammatoire qui inhibe la synthése de
nombreuses cytokines (dont IFN-y, IL-2, IL-3, TNF-a, TNF-B et GM-CSF) qui suppriment les
réponses pro-inflammatoires Thl impliquées dans la promotion de la phagocytose. Les taux
d’IL-10 sont modérément ¢€levés pendant le stress aigu et le cancer de la bouche (Salimetrics,

2020a).

IL-12p70 : L’Interleukine-12p70 humaine (IL-12p70) active les cellules T et les cellules
NK (Natural Killers) qui stimulent la production d’IFN-y, principalement produit par les
macrophages et les lymphocytes T (Salimetrics, 2020a).

IL-13 : L’interleukine-13 humaine (IL-13) est sécrétée par diverses cellules immunitaires,
impliquée dans un certain nombre de processus biologiques. Les concentrations d’IL-13 dans la
salive peuvent refléter celles observées dans les voies respiratoires de maladies comme

I’asthme(Salimetrics, 2020a).

IL-17A : L’interleukine-17A humaine (IL-17A) est une glycoprotéine homodimére
principalement par les cellules T-helper activées 17 (Thl7). Plus spécifique aux fonctions
associées a la cavité buccale, IL-17A est également impliqué dans le syndrome de Sjogren(c’est
un processus auto-immun aboutissant a une sécheresse des muqueuses et pouvant impliquer

d’autres organes(Liapi et al., 2016)) et la défense contre la candidose (Salimetrics, 2020a).

V. Identification de microbiome salivaire

La bouche humaine est colonisée par une communauté diversifiée de microorganismes,
notamment des bactéries, des archées, des champignons, des protozoaires et des virus. Dont
seulement 50% des bactéries peut €tre cultivée (Marsh et al., 2009; Wade, 2013), une des
raisons pour lesquelles les bactéries buccales ne sont pas cultivables est que les organismes se
développent naturellement dans un biofilm multi-espéces et partagent les nutriments et

communiquent avec d’autres membres de la communauté (Wade, 2013).

A Dmtérieur de la bouche, différents habitats sont colonisés par des consortiums
d’organismes caractéristiques et peuvent étre divisés en trois groupes qui sont colonisé€s par des

communautés semblables : la gencive et le palais dur; la langue et la gorge; et la plaque
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dentaire, a la fois supra- et sous-gingivale (Wade, 2013). Ces surfaces sont baignées en continu
dans un fluide principalement la salive, qui agit comme véhicule pour le transport de cellules
bactériennes d’un site a I'autre dans la cavité buccale et facilite probablement le transfert de
personne a personne (Socransky & Haffajee, 2005), donc les organismes présents dans la salive

proviennent d'autres parties de la bouche de maniere disproportionnée (Sutter, 1984).

La nature des différents environnements change de temps en temps. L’environnement
buccal est modifié¢ par 1’éruption naturelle et la perte de dents, ’hygieéne buccale, le régime
alimentaire, la thérapie antimicrobienne et les changements hormonaux (Sutter, 1984), mais des
¢tudes sont trouvées que la flore buccale peut rester stable de 5 jours jusqu’a 7 années

(Belstrom et al., 2016).

1. La flore bactérienne
Selon les premicres études sur la salive qui se font par culture, Plus de 250 espéces
bactériennes orales ont €té isolées et caractérisées (Keijser et al., 2008), les anaérobies suivants
ont été trouvés par culture aux concentrations indiquées: Veillonella, 1,7-6,9 X 107/ml ;
Fusobacterium, 5,6 x 10* - 2,5 x 10°/ml ; et Leptotrichia, 3,0 x 10°. Les autres anaérobies
présents dans la salive sont les Bacteroides a pigments noirs, les autres Bacteroides et
Selenomonas, les cocci et bacilles gram-positifs (Sutter, 1984). Alors, Veillonella est la bactérie

anaérobie la plus abondante dans la salive.

Le développement d'équipements et de techniques d'analyse génétique a permis de
découvrir des bactéries non cultivables qui situent dans la bouche et d'é¢largir la liste bactérienne
buccale. Jusqu'a 700 espéces de bactéries peuvent coloniser a 215 cm? du surface de la cavité
buccale et environ 500 espéces peuvent étre détectées dans le sous-gingival (Socransky &
Haffajee, 2005), la microflore salivaire est identique pour tous les emplacements et surtout les
bactéries du biofilm de supra-gingival, mais ne pas pour les échantillons sous-gingivaux
(Socransky & Haffajee, 2005; Yamanaka et al., 2012). Le nombre total de bactéries viables
dans la salive est plus que 10® par ml (Socransky & Haffajee, 2005; Yamanaka et al., 2012),
ce qui signifie qu’une personne ayant un débit salivaire normal de 750 ml excrétera plus de 5 g
de bactéries solides dans la salive en 24 h (Lynge Pedersen, 2016), les données des sujets de
Sjogren suggérent que la diminution du débit salivaire limite la croissance des especes
bactériennes sur les surfaces des dents et des tissus mous et modifie la composition microbienne

(Socransky & Haffajee, 2005).
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L’¢tude d'Aas et al. (2005), basée sur une analyse de 9 sites dans la bouche de 5 sujets
cliniquement sains, ils sont trouvés que les espéces communes a tous les sites appartenaient aux

genres Gemella, Granulicatella, Streptococcus et Veillonella.

Keijser et al.(2008) font un pyroséquengage pour 71 échantillons salivaires et de 98
¢chantillons a partir de la plaque supra-gingivale des adultes sains, ce qui a donné les résultats
suivants : la présence des 3621 et des 6888 phylotypes au niveau de l'espéce dans la salive et la
plaque respectivement. Les embranchements abondants trouvés dans tous les échantillons sont
représentées 99.6% de tous les séquences. ils sont Actinobacteria, Bacteroides, Firmicutes,
Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochetes, ou division candidate TM7 qui sont les méme résultats
avec les travaux de Lazarevic et al.(2010), tandis que Firmicutes, Bacteroides et Proteobacteria
sont les plus abondantes dans la salive (Keijser et al., 2008). Ca était prouvée aussi par Streckfus
et Kulasinghe (2015). 50% de la microflore salivaire confinée a 3 genres parmi les 185 genres
trouvés dans la salive et qui sont Prevotella (19.70%), Streptococcus (19.68) et Veillonella
(12.6), et le genre le plus diversifié¢ était le genre Prevotella. Au total, les estimations de la
richesse des communautés bactériennes totales variaient entre 8480 et 12 650 phylotypes dans la

salive (Keijser et al., 2008).
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Figure 4. Abondance relative du phyla principal identifi¢ dans la salive (barres sombres)
et la plaque (barres claires). Ces 7 phylas prédominants représentent ensemble > 99 % des
séquences identifiées. Le nombre total de séquences était N = 73,485 et N = 124,188 dans la
salive et dans la plaque, respectivement. (Keijser et al., 2008)
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—Fusobacteria
| 3%

— Other Phylums

M Lactobacillus

Other
Firmicutes

Figure 5. Microbiome oral partagé. Classification moyenne au niveau du phylum et du genre des
bactéries communes colonisant la cavité buccale (Les données ont été regroupées a partir
d'études précédentes).(Streckfus & Kulasinghe, 2015)

Il exicte plusieurs études qui confirment que le microbiome orale se different d'une
région a une autre (Nasidze et al., 2009; Wang et al., 2019), d'une personne a une autre

(Belstroem et al., 2016) ct selon la stimulation salivaire (Gomar-Vercher et al., 2018).

Dapris Wang et al.(2019), les échantillons oraux humains appartenaient de 17 phyla
bactériens, les plus dominants sont Firmicutes(37.81%), Proteobacteria(30.11%),
Bacteroidetes(17.76%), Fusobacteria(9.07%) et Actinobacteria(4.75%).Selon Lundmark et al.
(2019), ils ont trouvé les mémes phyla abandentes avec différents pourcentages au Proteobacteria
(16.6%) et au Bacteroidetes(22.1%). wang et al.(2019) trouvent aussi qu’au moins 264 genres

sont analysés, 11 genres était les plus abondents avec Streptococcus (23,52 %),Neisseria

(15,30 %) et Haemophilus (13,21 %).

Selon Nasidze et al.(2009) qui prennent des échantillons de différentes régions du monde,
ils trouvent que les streptocoques sont les plus abondantes chez tous les 120 personnes
participants et seulement 8 genres sont communs entre ces personnes. Selon Wang et al.(2019) ,

chaque population a un groupe bactérien abondante spécifique pour elles.
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Belstrom et al.(2016) prouvent que la microflore salivaire est stable chez une seule
personne pendant toute la journée et la semaine, mais elle se différe d'une personne a une autre,
donc ils ont conclu que chaque individu a son propre empreinte bactérienne salivaire

personnalisée.

selon Gomar-Vercher et al. (2018) qui ont fait une comparaison entre une salive stimulée
et non stimulé, les résultats montrent des différences significatives entre la microflore de ces
deux types de salive. IlIs ont constat¢ que la salive stimulée contenait un nombre estimé
d’espéces plus de trois fois plus ¢élevé que la salive non stimulée. De plus, la composition
bactérienne au niveau de la classe et du genre ¢tait radicalement différente entre les deux types

d’échantillons.

Des ¢études prouvent que les bactéries a gram positif comme Streptococcus et
Actinomyces peuvent distribuer dans la majorité de la cavité buccal et trouvent que les bactéries a
gram négatif sont diverses et comprennent des especes qui sont facultativement et
obligatoirement anaérobies, ainsi que des especes qui sont microaérophiles et capnophiles (Un
capnophile est un micro-organisme, généralement extrémophile, dont la croissance est optimale
lorsque la concentration de CO; est relativement élevée. Un tel micro-organisme est souvent

microaérophile en méme comme Helicobacter (Capnophile, s. d.)) (Marsh et al., 2009).

La composition de la microflore orale est complexe et la Human Oral Microbiome
Database (eHOMD) ¢largie a inclus 770 especes microbiennes de 230 genres dans 16 phylas
bactériens et archaiques. De toutes les especes de cette base de données, 57 % sont officiellement
nommées, 13 % sont non-nommées mais cultivées et 30 % sont connues uniquement sous le nom
de phylotypes non cultivés (Wang et al., 2019), quelques bactéries non-cultivables
appartiennent du Bacteroidetes, Firmicutes et Synergistetes ou tout 1’embranchement est

incultivable comme TM7 et SR1(Wade, 2013).
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Tableau 4. Les principaux genres bactériens trouvés dans la cavité
buccale (Marsh et al., 2009).

Gram positive Gram negative
Abiotrophia Actinobaculum Anaeroglobus Aggregatibacter
Enterococcus Actinomyces Mega sphaera Campylobacter
Finegoldia Alloscardovia Moraxella Cantonella
Gemella Arcanobacterium Neisseria
Granulicatella Atopobium Veillonella Capnocytophaga
Peptostreptococcus Bifidobacterium Centipeda
Streptococcus Corynebacterium Desulfomicrobium
Cryptobacterium Desulfovibrio
Eubacterium Dialister
Filifactor Eikenella
Lactobacillus Flavobacterium
Mogibacterium Fusobacterium
Olsenella Haemophilus
Parascardovia Johnsonii
Propionibacterium Kingella
Pseudoramibacter Leptotrichia
Rothia Methanobrevibacter
Scardovia Porphyromonas
Shuttleworthia Prevotella
Slackia Selenomonas
Solobacterium Simonsiella
Tannerella
Treponema
Wolinella
* Mycoplasma are also isolated from the mouth
* There are also unculturable bacteria that have yet to be placed in a genus; some belong to the phylum, TM7.
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2. La flore fongique
Les levures du genre Candida sont des hotes habituels de la cavité orale humaine (Marsh
et al., 2009; Ahariz et al., 2010; Streckfus & Kulasinghe, 2015), il est également isol¢, en
faible nombre, des jeunes adultes en bonne santé. Les sujets dont les défenses immunitaires sont
amoindris ou ceux dont la microflore orale est perturbée, peuvent développer une infection a

partir de ce réservoir (Ahariz et al., 2010).

Diverses especes de Candida se trouvent dans la bouche on estime que Candida albicans
représente plus de 80 % de tous les isolats de levure orale. En termes de prévalence orale,
C.albicans est suivi par, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida guilliermondi Candida
kefyr et Candida parapsilose. 11 existe d’autres especes qui sont rarement observés comme :
Paracoccidioides  basiliens, Aspergillus spp, Cryptococcus neoformans, Histoplasma
capsulatum, Mucor spp, Saccharomyces spp, Geotrichum spp et Rhizopus spp (Marsh et al.,
2009).

Ces especes se trouvent sur les muqueuses de la bouche sous forme de blastoconidies
(cellules rondes bourgeonnant avec environ 4u de diameétre), la transition vers le parasitisme
provoque l'apparition de fibres. Levure il peut surinfecter des lésions de parodontite ou de la

péri-implantite (Ahariz et al., 2010).

3. La flore virale
La présence de virus dans la bouche a fait I’objet d’études approfondies au cours des

derniéres années, surtout depuis l’avénement des techniques de réaction en chaine par

polymérase (PCR) (Marsh et al., 2009).

La plupart des virus oraux vivent en symbiose avec leurs hotes et ils peuvent jouer un
role important dans la formation de la diversité microbienne de la cavité buccale (Lynge

Pedersen, 2016)

Avec excrétion virale active dans la salive. Les virus de I’herpes existent en phase lytique
(active) ou latente (dormante) et persistent en tant qu’infection permanente de I’hote. Le passage
d’une période de dormance a une période de réplication active chez les adultes en bonne santé
peut se produire spontanément ou plus probablement en raison de changements

environnementaux (stress physique ou émotionnel) (Streckfus & Kulasinghe, 2015).
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Chapitre II : Le cancer du sein et leur relation avec le microbiome

salivaire et la salive

CANCER DU SEIN

Le cancer du sein est la forme de cancer la plus fréquente et la premiere cause

de déces par cancer chez les femmes dans le monde.

Le cancer du sein est considéré comme ’une des principales priorités mondiales
en termes de santé publique. Il est la pathologie cancéreuse la plus fréquente chez les
femmes, devant le cancer du cdlon -rectum et le cancer du poumon. A I’échelle
mondiale, il représente 24,2 % de ’ensemble des cancers incidents féminins selon
GLOBOCAN 2018. Cependant, le pronostic de survie diminue avec 1’age et la sévérité

de la maladie, au moment du diagnostic (Zerhari, 2019).

1. Définition
La notion de ”Cancer du sein” releve d’une nomenclature générique qui fait
référence a tout un ensemble de proliférations néoplasiques de la glande mammaire qui
différent tant du point de vue histologique qu’en ce qui concerne leur comportement

¢volutif (Puddu & Tafforeau, 2005).

Le terme de “cancer du sein” ne désigne que les tumeurs malignes,
potentiellement agressives, du sein tandis que le terme de “tumeur du sein” désigne a

la fois les tumeurs malignes et bénignes (Puddu & Tafforeau, 2005).

Le terme ‘“carcinome” ou «épithéliomay est parfois utilisé, comme synonyme
de “cancer”. En réalit¢ carcinome est un terme spécifique de morphologie
microscopique (histologique) qui désigne les plus fréquents des cancers du sein
d’origine épithéliale c’est-a-dire dérivant des unités sécrétoires (lobules) ou des canaux

lactiféres (Puddu & Tafforeau, 2005).

2. Incidence, mortalité et prévalence
En 2018, des 18078957 nouveaux cas de cancer et un total de 9555027 de décés
par cancer ont €été observés dans le monde. Le cancer du sein représente 11,6 % de
nouveaux cas (le deuxieme au monde) et de 6,6 % de déces (le cinquieéme au monde)

La prévalence dans les derniers cinq ans est chiffrée a 43,84 millions de personnes avec
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le cancer et a 6,87 millions de personnes avec le cancer du sein et qui est représenté

15,68 % du patient atteints du cancer (GLOBOCAN, 2018a).

En Algérie, le cancer du sein en 2018 représente 22,3 % (le premier) de

nouveaux cas de cancer qui sont 53073 personnes et il représente 40,7 % (le premier)

de nouveaux cas chez les femmes qui atteignent le cancer et qui sont 29112 cas et de

16,2 % de déces, la prévalence de cancer du sein dans les derniers cinq ans est de

26,64% de patients atteint le cancer en Algérie (GLOBOCAN, 2018b).

Le cancer est donc un enjeu de santé publique, humaine et social majeur

affectant tous les pays et il est la pathologie la plus fréquente chez les femmes

algériennes.

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, females, all ages

Breast
2088 849 (24.2%)

Other cancers
3246 828 (37.7%)

Colorectum
823 303 (9.5%)

Stomach
a 349 947 (4.1%)
Corpus uteri

382 069 (4.4%)

Lun
725 352 (8.4%)

Thyroid Cervix uteri
436344 (5.1%) 560 847 (6.6%)

Total : 8 622 539

Estimated number of new cases in 2018, Algeria, females, all ages

3

Thyroid Colorectum
1714 (5.9%) 2627 (9%)

Other cancers
8605 (29.6%)

Breast
11 847 (40.7%)

Gallbladder
865 (3%)
b Stomach
868 (3%)
Ovary
992 (3.4%)
Cervix uteri
1594 (5.5%)

Total : 29 112

Dats source: Clobocan 2018
Graph production: Global Cancer
Obsenvatory (hite:/.

rternstions! Agency for Resesrch ca Cancer

Figure 6. Un secteur représente le nombre estimé de nouveaux cas en 2018
des femmes, tous ages (a) : dans le monde, (b) : en Algérie. (Cancer Today)
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3. Développement du cancer du sein

1. Anatomie, embryologie et physiologie du tissu mammaire

Le sein est un organe pair situé par-dessus le muscle pectoral, qui contenant des
glandes mammaires exocrine, lactifére noyées dans du tissu graisseux et de fibres de
soutien composés de tissu conjonctif (ligaments de Cooper). Il parcourut par des
vaisseaux sanguins et des vaisseaux lymphatiques, le tout est recouvert par la peau

(Zerhari, 2019).

les glandes mammaires sont des glandes sudoripares apocrines fortement
modifiées (Young et al., 2013), qui se développent embryologiquement, a la 4éme
semaine de grossesse, lorsque I’embryon ne mesure que 8 mm, le long de deux lignes,
les crétes mammaires qui s’étendant des aisselles a I’aine, ces crétes vont finir par
disparaitre, sauf a hauteur du 4éme espace intercostal (Tadler, 2016). Chez les étres
humains, une seule glande se développe de chaque coté du thorax, bien que des tissus
mammaires accessoires puissent tre trouvés n’importe ou le long des conduites de lait.
Les seins des deux sexes suivent un cours de développement similaire, la glande

mammaire reste au repos jusqu’a la puberté (Young et al., 2013).

Apres quoi les seins féminins se développent, sous 1’action des cestrogeénes la
glande mammaire augmente en volume par augmentation du tissu glandulaire et du
tissu graisseux périphérique. La formation des lobules est dépendante de Ia
progestérone et ne peut pas avoir lieu en ’absence d’ovulation. Lors du cycle menstruel,
la glande mammaire subit des fluctuations selon les variations des concentrations
plasmatiques d’cestrogeénes et de progestérone. Les sécrétions hormonales stimulent la
croissance et la multiplication des canaux (Tadler, 2016), lors de la grossesse, les
actions combinées de la progestérone et de la prolactine stimulent les alvéoles, qui
sécretent du lait pendant la lactation (Zerhari, 2019), lors de la péri-ménopause, les
lobules régressent, ce qui peut conduire a la formation de kystes. A la ménopause, les
seins, comme les autres tissus reproducteurs féminins, subissent une atrophie
progressive, les lobules s’atrophient, ne laissant que les canaux et le tissu adipeux et
conjonctif. Ce phénomene ne signifie pas nécessairement que le volume du sein
diminue, car la perte de tissu glandulaire peut étre compensée par I’augmentation de la

masse graisseuse (Tadler, 2016).
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Chaque sein se compose de 15 a 25 unités indépendantes appelées lobes du sein
(Young et al., 2013), chaque lobe est composé¢ de 20 a 40 lobules et chaque lobule
contient 10 a 100 alvéoles (Tadler, 2016), 1’alvéole est une cavité¢ arrondie qui est
bordée de cellules sécrétant du lait (Zerhari, 2019), chaque lobule consistant en une
glande tubulo-acinaire composée. La taille des lobes est assez variable et la majeure
partie du sein est composée de quelques gros lobes qui se connectent a la surface.
Immeédiatement avant de s’ouvrir sur la surface, le conduit lactifére forme une dilatation
appelée sinus lactifére. Les lobes sont incrustés dans une masse de tissu adipeux,
subdivisée par des septa collagenes. Les lobules sont séparés par un tissu interlobulaire
collagéne moyennement dense, tandis que le tissu de soutien intralobulaire entourant
les canaux dans chaque lobule est moins collageéne et plus vasculaire. La peau entourant
le mamelon, I’aréole, est pigmentée d’environ 3 cm de diameétre et contient des glandes
sébacées(les glandes de Montgomery) qui ne sont pas associées aux follicules pileux

(Young et al., 2013).
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Figure 7. Schéma représente I'anatomie du sein normal (What Is Breast
Cancer ?, s. d.).
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2. Vascularisation et innervation du tissu mammaire

A- Les arteres

La vascularisation artérielle du sein provient de trois pédicules principaux :

1) I’artére thoracique interne, qui vascularise un peu plus de moiti€¢ supérieure
de la glande.

2) l’artere thoracique latérale, qui vascularise la partie latérale de la glande.

3) les arteres intercostales vascularisent la partie superficielle et glandulaire

(Tadler, 2016).

Artéra thoracique sup.

A, axillaire

A, sous-scapulaire

Branche

A. thoracigue latérale pectorale

A. thoraco dorsale

Branches

mammaires latarales Branches

marmmaires
| meédiales

Figure 8. Schéma représente la vascularisation du sein (Medicine Key, 2017).

B- Les veines

Le drainage veineux du sein s’assure par :

1) les veines thoraciques internes au niveau médial.

2) la veine axillaire au niveau latéral.

3) les veines intercostales au niveau postérieur ou profond.

Le réseau superficiel péri-aréolaire s’appelle le réseau de Haller, visible pendant
la grossesse, qui draine radiairement vers la périphérie dans les veines jugulaires
externes, céphaliques et sous-cutanées de ’abdomen. Le réseau profond chemine entre
les lobes et assure un drainage vers les veines thoraciques internes, axillaires et

intercostales (Tadler, 2016).
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C- les lyvmphatiques

Les ganglions et les vaisseaux lymphatiques composent le systéme lymphatique
qui aide notamment a combattre les infections. Les ganglions lymphatiques du sein sont
repartis en 3 sites principaux ; leurs importances sont capitales en matiére d’extension
des cancers du sein :

e Au niveau de l'aisselle (ganglions axillaires) ;

e Au-dessus de la clavicule (ganglions sus-claviculaires) ; sous la clavicule

(ganglions sous-claviculaires ou infra-claviculaires) ;
e A l'intérieur du thorax, autour du sternum (ganglions mammaires internes)
(Anatomie du sein - Cancer du sein, s. d.).

En outre, la partie superficielle du sein (réseau sous cutané et aréole) possede

son propre drainage lymphatique. Celui-ci va se jeter principalement dans les ganglions

axillaires (Tadler, 2016).

Les ganglions lymphatiques

ganglions axillaires A E . ganglions mammaires
internes

vaisseaux lymphatiques

Figure 9. Schéma représente les ganglions lymphatiques. (Tadler, 2016).

D- les nerfs

Deux groupes de nerfs issus des plexus cervicaux et brachiaux et des nerfs
intercostaux sont responsables de I’innervation du sein :

1) les nerfs superficiels, cutanés

2) les nerfs profonds, qui suivent le trajet des vaisseaux dans la glande
mammaire.

L’innervation de la plaque aréolo-mamélonnaire est fournie par les nerfs

intercostaux thoraciques 3 a 5 (Tadler, 2016).
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3. Processus de cancérogenése et de métastase
C’est ’ensemble d'événements qui conduisent a la transformation d'un tissu

physiologique (normal) en un tissu cancéreux (Bazan & Besancon, s. d.).

Les cellules cancéreuses échappent au systéme de contrdle et survivent en
dehors de cet équilibre, conduire a une propagation incontrdlée. Le cancer est un
processus en plusieurs étapes qui commence par une anomalie dans une seule cellule
en raison d’une mutation. Donc la glande mammaire qui contient de nombreuses
cellules en croissance et en différenciation, peut €tre une cible sensible pour la

transformation cancéreuse (Zerhari, 2019).

Les principales étapes du développement du cancer sont l'initiation, la

promotion et la progression (Zerhari, 2019).

L’initiation est la premiere phase du développement du cancer. Cette phase
concerne une seule cellule ou un petit nombre de cellules endommageées. Les agents
initiateurs causent des dommages a 'ADN et peuvent donc activer des oncogenes et
inactiver des génes suppresseurs de tumeurs (gene capable de supprimer les effets des
mutations d'autres genes). Cela provoque une dérégulation des voies de signalisation
biochimiques liées a la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire (Zerhari,

2019).

La promotion est la deuxieme étape qui se produit dans les cellules qui ont été
mutées un initiateur. L'effet des actions qui se produisent pendant la promotion, induit
une propagation clonale des cellules initiées, par lI'exposition continue a un agent

promoteur (Zerhari, 2019).

La progression est la phase finale de la transformation cancéreuse. Dans cette
phase, les cellules sont complétement échappées au mécanisme de régulation mis en
place par le corps humain, ou il y a l'apparition et la croissance de tumeur maligne, qui
se traduit par I’envahissement et le développement des cellules cancéreuses dans les
tissus avoisinants. Ces cellules peuvent se disséminer vers des sites secondaires et

former des métastases (Zerhari, 2019).

La métastase est la capacité des cellules tumorales a quitter la tumeur primitive,
a migrer et a s’implanter dans un organe a distance, puis elles se proliférent et alors

formant des nouveaux foyers tumoraux. La propagation métastatique est liée a une
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infiltration tissulaire locale des cellules tumorales, caractérisée par la pénétration et la
migration de ces cellules dans les tissus normaux voisins du foyer tumoral. La métastase

caractérise les tumeurs malignes (Pointillard et al., 2010).

Les organes les plus touchés par des métastases lors d’un cancer du sein sont le

foie, les os et les poumons (Les stades du cancer - Cancer du sein, s. d.).

4. Classification du cancer du sein

1. Classification selon les types de cancer du sein
1.1 Carcinome canalaire in situ (CCIS) : Renvoie aux cellules anormales
repérées dans les canaux galactophores. Ces cellules sont considérées comme non
envahissantes puisqu’elles ne se sont pas propagées aux tissus mammaires voisins. 11
est considéré comme une forme précoce de cancer qui peut devenir infiltrant et toucher

d’autres tissus du corps (Types & sous-types de cancer du sein, s. d.).

1.2. Carcinome lobulaire in situ (CLIS) : Renvoie aux cellules anormales
trouvées dans les lobules, les glandes qui produisent le lait dans le sein. Bien que ce
type est rare de se transforme en un cancer invasif, mais il est li¢é a un risque de
développer un cancer du sein infiltrant plus tard dans la vie (Types & sous-types de

cancer du sein, s. d.).

1.3. Carcinome canalaire infiltrant : Un cancer apparu dans les canaux (ceux
qui transportent le lait des glandes au mamelon) et qui s’est propagé aux tissus

mammaires environnants (Types & sous-types de cancer du sein, s. d.).

v" Le carcinome mammaire sécrétoire :

Il est considéré comme un sous-type de carcinome canalaire infiltrant, causé par
une grande sécrétion de mucine dans la tumeur. Il a affinité a faire des métastases et
des récidives locales. Il prolifere lentement, mais il est préférable de le soigner
vigoureusement. Il représente moins de 0,1 % de tous les cas de cancer du sein
envahissant et les traitements possibles comprennent la chimiothérapie, la radiothérapie
et la mastectomie (La mastectomie est l'enlévement chirurgical, partiel ou total,

d'un sein ou des deux) (Types & sous-types de cancer du sein, s. d.).

1.4. Carcinome lobulaire infiltrant : un cancer qui apparut dans les lobules
(les groupes de glandes mammaires) et qui a envahi les tissus mammaires voisins

(Types & sous-types de cancer du sein, s. d.).
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1.5. Le carcinome métaplasique : Un type de cancer qui se caractérise par le
changement d’un type de cellule cancéreuse en un autre. Moins d’1% des cancers du
sein sont métaplasiques et ils peuvent étre traités par la chirurgie, la radiothérapie et la

chimiothérapie (Types & sous-types de cancer du sein, s. d.).

1.6. Le cancer inflammatoire du sein : C’est une forme rare de cancer qui rend
le sein rouge, enflé et sensible comme s’il était infecté. Il s’agit d’un type de cancer
agressif, localement avancé (c’est-a-dire un cancer qui se propage aux tissus ou aux
ganglions avoisinants, mais non aux autres organes) qui bloque les vaisseaux

lymphatiques dans la peau du sein (Types & sous-types de cancer du sein, s. d.).

1.7. Le cancer du sein métastatique : Connu aussi sous le nom de cancer du
sein avancé ou de stade IV. Il consiste en la propagation des cellules cancéreuses de
leur lieu d’origine vers d’autres parties du corps. Ils dépendent de diverses propriétés

cliniques et pathologiques de la tumeur initiale (Le cancer du sein, 2013).

1.8. Le cancer triple négatif : La particularité du cancer du sein «triple négatit»
est qu'il ne possede pas de récepteurs pour les hormones féminines (cestrogene et
progestérone), ni de surexpression des récepteurs Her2. En fait, ils ne peuvent pas étre
traités par une hormonothérapie ou une thérapie anti-Her2 ciblée. Ils sont donc plus
difficiles a traiter, selon le Dr Christophe Le Tourneau, oncologue et chef du
département d’essais cliniques précoces de I’Institut Curie (Paris) (2018), environ 15
% des cancers du sein diagnostiqués chaque année appartiennent aux catégories des
cancers du sein de type « triple négatif », dans l'ensemble, ce sont des cancers plus
agressifs, méme si certains ont des caractéristiques spécifiques qui les rendent
acceptable a une thérapie anti-androgénique, par exemple, et d'autres répondent assez
bien a la chimiothérapie. De plus, I'immunothérapie est assez prometteuse pour ces

cancers, mais seulement chez certains patients (Cancer du sein, s. d.).

Autres carcinomes : médullaires, colloides ou mucineux, tubulaires,
papillaires. Ces types de cancer du sein sont plus rares. Les principales différences entre

ces types de cancer reposent sur le type de cellules touchées (e cancer du sein, 2013).
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Cancer du sein canalaire et lobulaire in-situ et invasif
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Figure 10. Schéma représente les types principaux du cancer
du sein. (« Diagnostic de Votre Cancer Du Sein » s. d.).

2. Classification selon les stades du cancer du sein (classification TNM)

La stadification est le fait de classer un cancer en fonction de sa quantité
présente dans le corps et de son emplacement lors du diagnostic initial. Cette opération
se fait par les examens pour savoir quelle est la taille de la tumeur, quelle partie du sein
est atteinte par le cancer, si le cancer s’est propagé a partir de son lieu d’origine et ou il
s’est propagé. Le systéme de stadification le plus couramment utilisé pour le cancer du
sein est la classification TNM (Stades du cancer du sein - Société canadienne du

cancer, s. d.).

La classification TNM est basée sur le principe de I’extension
anatomique. TNM signifie en anglais « Tumor, Nodes, Metastasis » soit « tumeur,

ganglions, métastases » (Puddu & Tafforeau, 2005).
La classification TNM veut dire :

e T : La taille et l'infiltration de la tumeur : Etudier la taille et I'infiltration de
la tumeur pour donner une indication sur le degré d'évolution de la maladie (Les

stades du cancer - Cancer du sein, s. d.).
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N : L'atteinte ou non des ganglions lymphatiques, le nombre et leur
emplacement : L’étude du nombre de ganglions envahis et leur emplacement
pour savoir plus sur le degré de propagation du cancer (Les stades du cancer -

Cancer du sein, s. d.).

M : La présence ou non de métastases : Les cellules cancéreuses peuvent
envahir d'autres organes que les ganglions lymphatiques et y développer des

métastases (Les stades du cancer - Cancer du sein, s. d.).
Tx a T4 pour la taille de la tumeur ;

Tx : Non déterminé.

TO : Pas de signe de tumeur primitive.

T1 : Tumeur <2 cm.

T2 : Tumeur >2 cmet <5 cm.

T3 : Tumeur > 5 cm.

T4 : Tumeur de toute taille avec extension directe a la paroi thoracique ou a la

peau (Puddu & Tafforeau, 2005).

CLASSIFICATION TNM DU CANCER DU SEIN

Tx - aucune infermation
SUT |3 tUmeur

T2 tumeur dé 2 4 5 om
T3 tumeur de plus de 5 em

Tis : Carcanome in-siu

Tda | tumeur dtendus
a la pargi thoracique,
quelle que soif 3a Lale

Figurell. Schéma représente le classement TNM du cancer du
sein.(Zemmouri, s. d.).
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v" Nx a N3 pour le degré d'envahissement des ganglions ;

@)

Nx : I'envahissement des ganglions ne peut pas étre évalué.
NO : Absence de signe d’envahissement ganglionnaire régional.
N1 : Ganglions axillaires homolatéraux mobiles.

N2 : Ganglions axillaires homolatéraux fixes entre eux ou a d’autres

structures.

N3 : Ganglions mammaires internes homolatéraux (Puddu & Tafforeau,

2005).

v" Mx a M1 pour la présence ou non de métastase a distance ;

@)

@)

@)

Mx : Détermination impossible de ’extension métastatique.
MO : Absence de métastases a distance.

M1 : Présence de métastases a distance (Puddu & Tafforeau, 2005).

Le stade des cancers du sein au moment du diagnostic est exprimé par un chiffre

romain allant de 0 a IV (Les stades du cancer - Cancer du sein, s. d.).

Tableau 5. Groupement par stades du cancer du sein.
(Puddu et Tafforeau 2005).

Stade T N M
Stade 0 Tx NO MO
Stade I T1 NO MO
Stade IIA T0 N1 MO
T1 N1 MO
T2 NoO MO
Stade IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Stade IIIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Stade IIIB T4 Toute N MO
Toute T N3 MO
Stade IV Toute T Toute N M1
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Stades du cancer du sein

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4

Figurel2. Schéma représente les stades du cancer du sein.
(Ce qu’est le cancer du sein — Blog santé, s. d.).

4. Les facteurs de risques
Les chercheurs ne connaissent pas avec certitude les causes directes du cancer
du sein, mais ils ont défini des facteurs de risque prouvés par des études
épidémiologiques et des facteurs des risques possibles pour lesquels les preuves

scientifiques sont peu consistantes (Puddu & Tafforeau, 2005).

"Tout ce qui augmente le risque de développer une maladie est appelé facteur

de risque." (Puddu & Tafforeau, 2005).

4.1. Hormones

1. Facteurs hormonaux endogénes
Age précoce des premiéres menstruations

De nombreuses études montrent que le risque de cancer du sein augmente a la
survenue des premieres regles avant 1’age de 11 ans (Kumar et al., 2015) ou de 12 ans
(Nkondjock & Ghadirian, 2005). Le fondement biologique de cette association
correspond a I’exposition précoce et prolongée a I’imprégnation hormonale qui existe
durant la période d’activité¢ des ovaires. Cette exposition est considérable lorsque les
cycles menstruels sont réguliers. Une telle hypothése concorde avec les taux
d’cestrogenes €leves apres les regles, que I’on observe chez les femmes qui ont eu leurs

menstruations précocement (Nkondjock & Ghadirian, 2005).
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Ménopause tardive

Les femmes qui ont leur ménopause apres 50 ans présentent un risque accru de
cancer du sein, en comparaison avec celles dont les menstruations cessent précocement.
Le risque de cancer du sein augmente d’environ 3 % pour chaque année supplémentaire,
a partir de ’age présumé de la ménopause. Le mécanisme par lequel la ménopause
tardive augmente le risque de cancer du sein semble le fait d’une production prolongée

des hormones ovariennes (Nkondjock & Ghadirian, 2005).
2. Facteurs hormonaux exogenes
Contraceptifs oraux (la pilule)

Le risque de cancer du sein est augmenté d’environ 25% chez les femmes
utilisant couramment les contraceptifs oraux. Cependant, ce risque diminue

progressivement a I’arrét de la consommation (Nkondjock & Ghadirian, 2005).
L’implant

Dans I’¢tude des registres danois la micro pilule progestative, Lévonorgestrel,
¢tait associée a un risque plus élevé que la Norethisterone et le Désogestrel. Cependant
le nombre d’utilisatrices de ces deux derniers était plus ¢élevé que pour le
Lévonorgestrel. Ce qui peut mettre en doute la causalité de cet effet du levonorgestrel

(Gompel, 2019).
Traitement hormonal substitutif (THS)

Le « collaborative group on hormonal risk factors in breast cancer » confirme
que le risque de cancer du sein est augmenté chez les femmes utilisant un traitement
hormonal de la ménopause et que cette augmentation serait aggravée par la durée de
prise. Cependant, le sur-risque relatif de cancer du sein chez les utilisatrices récentes
est plus élevé chez les femmes minces que celles de poids élevé. Et que les cancers du
sein diagnostiqués chez les femmes ayant utilis¢ un THM le sont a un stade clinique
moins avancé que chez celles qui ne ’ont jamais utilisé. Cette revue examine le cancer
du sein dans son ensemble et ne 1'analyse pas en fonction des sous-types moléculaires

(Weymuller et al., 2019).
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4.2. Facteurs liés a la reproduction
Multiparité et dge précoce a la premiére maternité

Les femmes qui ont eu au moins une grossesse avant 1’age de 30 ans ont un
risque moyen de cancer du sein inférieur de 25 % par rapport aux femmes nullipares.
Par rapport aux femmes qui ont accouché cinq fois, les femmes qui ont accouché huit
a neuf fois ont réduit leur risque d'environ 30%. La grossesse provoque une
différenciation accélérée du tissu mammaire et une prolifération rapide de 1’épithélium.
Le développement du cancer du sein est li¢ a la vitesse de prolifération des cellules
épithéliales mammaires et inversement au degré de différenciation (Nkondjock &

Ghadirian, 2005).
Allaitement naturel

Le « collaborative group on hormonal risk factors in breast cancer » a déterminé
que ’allaitement a un effet protecteur sur tous les types de cancers du sein (diminution

du risque de cancer de 4,3 % pour toute année d’allaitement) (Weymuller et al., 2019).

Plus la durée de I’allaitement est longue, plus les femmes sont protégées contre
le cancer du sein. La lactation produit des changements hormonaux endogenes, en
particulier une réduction d’cestrogénes et une augmentation de la production de
prolactine, qui sont censés réduire I’exposition cumulative des femmes aux cestrogenes.

Par conséquent. (Nkondjock & Ghadirian, 2005)

4.3. Facteurs génétiques, environnementaux, démographiques et sanitaires
Histoire familiale et mutations génétiques

Dans la tranche d'age des 25-40 ans, l'influence de 1'héritage dépasse le tiers. La
consultation sur la génétique cancérogene et la détection précoce du cancer permet de
reconnaitre le contexte de sensibilité familiale et de développer des stratégies de
surveillance pour ce trés jeune groupe de sujets (Cohen-Haguenauer, 2019). La
plupart des mutations génétiques trouvées dans le cancer du sein humain comprennent
deux types. Il existe d’une part des oncogenes activés, comme HER2, qui stimulent de

facon incontrdlée la croissance, la division et la survie des cellules. D’autre part, les
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mutations entrainent une perte ou une réduction de la fonction du geéne suppresseur de
tumeur, tels que Tumor Protein p53 (TP53) qui peu généralement aident a réguler le

cycle cellulaire, réparer des dommages a ' ADN et favoriser I'apoptose (Zerhari, 2019).
Radiations ionisantes

Une surveillance intensive de plusieurs populations montre que le sein est I'un
des organes les plus sensibles aux effets des radiations. L'exposition du tissu mammaire
aux rayonnements ionisants avant 1'age de 40 ans peut provoquer un cancer du sein. Le
risque de cancer du sein est similaire pour une ou plusieurs expositions a la méme
intensité totale. Les radiations ionisantes augmentent le risque de cancer du sein dans
la mesure ou elles endommagent I’ ADN et ses constituants (Nkondjock & Ghadirian,

2005).

A

Age

L'age semble également étre un risque prédicteur, mais il est difficile de prouver
que l'age lui-méme est un facteur pronostique indépendant. En effet, le pronostic des
femmes plus jeunes est généralement pire que celui des femmes plus agées (Puddu &
Tafforeau, 2005). La maladie est rare chez les femmes de moins de 30 ans. Le risque
augmente entre 50 et 75 ans (Nkondjock & Ghadirian, 2005). Cependant, on ne peut

pas dire que l'age soit la cause directe de cette situation (Puddu & Tafforeau, 2005).
Maladies bénignes du sein

Les maladies bénignes du sein constituent un facteur de risque de cancer du sein.
Elles sont histologiquement divisées en deux groupes : les I€sions prolifératives et les
Iésions non prolifératives avec ou sans atypie. Les Ilésions non prolifératives
n'augmentent généralement pas le risque de cancer du sein, ou si elles le sont, le risque
est trés faible. Les 1ésions prolifératives sans atypie multiplient le risque par deux, le
risque de maladie hyperplasique atypique combinée est au moins quatre fois plus élevé

(Nkondjock & Ghadirian, 2005).
Densité mammographique

Le risque de cancer du sein augmente avec le niveau de densité des tissus
mammaires en mammographie. Pour les femmes aux seins denses a la mammographie,

le risque augmente de deux a six fois (Kumar et al., 2015; Nkondjock & Ghadirian,
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2005). Ce risque accru est indépendant de l'influence d'autres facteurs de risque. On
estime que 30 % des cas de cancer du sein sont attribuables a une densit¢ mammaire a
la mammographie supérieure a 50 % par rapport a la moyenne (Nkondjock &

Ghadirian, 2005).

4.4. Facteurs liés aux habitudes de vie et nutrition
Obésité et prise de poids

L’obésité est un facteur de risque important pour le cancer du sein, non
seulement en raison de ses effets physiologiques sur 1’individu, mais aussi en raison de
sa prévalence mondiale en constante augmentation (Parida & Sharma, 2020). Elle
augmente le risque de cancer du sein chez les femmes ménopausées d'environ 50%
(Kumar et al., 2015), ce qui peut étre di a une augmentation des taux sériques
d'estradiol libre (Nkondjock & Ghadirian, 2005). L’obésité chez les femmes non
ménopausées diminue I’exposition aux cestrogenes suite a une fréquente anovulation

associ¢e (Weymuller et al., 2019).

Activité physique

L’activité physique modérée (au moins 4 fois par semaine, 30 a 60 minutes a
chaque fois) peut réduire le risque de cancer du sein d'environ 35%, en particulier chez
les femmes ménopausées (Kumar et al., 2015; Nkondjock & Ghadirian, 2005).
L'eftet protecteur de l'exercice physique sera de réduire 1'obésité du tronc. Le controle
du poids peut en effet jouer un role particulieérement important dans la diminution du
risque puisque I’association entre I’excés de poids et I’augmentation du risque du
cancer a ¢té établie pour plusieurs localisations (Puddu & Tafforeau, 2005). Une
activité physique intense augmente 1’dge d’apparition des premicres regles,
I’anovulation et le nombre de cycles menstruels irréguliers. Par conséquent, elle
diminue I’exposition générale aux cestrogenes endogenes.(Nkondjock & Ghadirian,

2005)
Alcool

Les données de 53 études épidémiologiques sur le risque de cancer du sein et la
consommation d’alcool ont été ré-analysées ; ils montrent que la consommation

d'alcool augmente le risque de cancer, et ce risque dépend de la quantité d'alcool
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consommeée (Puddu & Tafforeau, 2005). L’alcool causerait une augmentation de la
concentration des hormones sexuelles dans le sang (Puddu & Tafforeau, 2005), et une
production accrue de facteurs de croissance IGF (insulin-like growth factor). Les IGF
agissent comme des mitogeénes, inhibent 1’apoptose et interagissent avec les
cestrogenes. Une production accrue d’IGF augmente le risque de cancer du sein, surtout

avant la ménopause (Nkondjock & Ghadirian, 2005).
Déodorants et anti-transpirants

L’application de déodorants et ou anti-transpirants prés des seins ainsi que
I’utilisation de produits dépilatoires axillaires ont été accusés jouer un rdle dans le
développement du cancer du sein (Nkondjock & Ghadirian, 2005). Cette hypothése

n’a pas encore ét¢ prouvée scientifiquement a ce jour (Namer et al., 2008).
Les antibiotiques

Les chercheurs ont montré un lien entre l'utilisation d'antibiotiques a long terme
et le cancer du sein. Plus les femmes utilisent des antibiotiques, plus leur risque de
cancer du sein augmente (Puddu & Tafforeau, 2005). Ils montrent aussi que les
femmes qui ont pris des antibiotiques pendant plus de 500 jours en 17 ans en moyenne
sont deux fois plus susceptibles de développer un cancer du sein que les femmes qui
n'ont pas pris d'antibiotiques (Puddu & Tafforeau, 2005). Donc, toutes les
prescriptions d’antibiotiques soient justifiées par des épisodes infecticux réels (Bastuji-

Garin, 2005).
Aspirine

L’utilisation cumulative d'aspirine a faible dose pendant plus de quatre ans est
associée a une réduction du risque de cancer du sein. Cette analyse est toujours en cours
(Cairat et al., 2019). Malgré les premiers résultats encourageants, il est trop tot pour
recommander l'utilisation de 1'aspirine pour prévenir le cancer du sein. L'aspirine a de
nombreux effets secondaires (en particulier des effets secondaires a long terme), tels

que des ulceres et des saignements d'estomac (Puddu & Tafforeau, 2005).
Prothéses mammaires

Le cancer du sein touche 1 femme sur 9, avec un ratio identique chez les femmes

porteuses de prothéses mammaires (Flipo et al., 2013). Chez les femmes ayant des
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implants mammaires, comme l'implant est radio-opaque, la sensibilit¢ des
mammographies est légerement inférieure. Les auteurs de 1’étude concluent que la pose
d’implants mammaires n’augmente pas le risque de développement ultérieur d’un
cancer du sein mais la vigilance et donc le dépistage reste de mise pour ces femmes-la

comme pour les autres (Puddu & Tafforeau, 2005).

4.5. Aspects nutritionnels
Les experts du réseau « National Alimentation Cancer Recherche » (NACRe)
ont publié¢ un rapport en 2017 qui a déterminé qu'en prévention primaire et secondaire,
il est impossible de conclure que l'alimentation a un effet bénéfique ou nocif sur la

progression du cancer du sein (Maumy et al., 2020).
Graisses

L'hypothese a été émis que la consommation des graisses, en particulier des
graisses saturées, favorisera la croissance des cellules cancéreuses du sein malignes en
augmentant les taux d'cestrogénes circulants, de lipoprotéines de basse densité et de
cholestérol, en favorisant une réponse inflammatoire et en réduisant 1'apoptose a la suite
d'une expression génique modifiée. Au sujet de la consommation de produits laitiers
riches en maticres grasses, les auteurs observaient un risque de mortalité par cancer du

sein (Maumy et al., 2020).
Protéines

L'impact de 'apport en protéines sur le cancer est controverse et diverses sources
de protéines (viande rouge, lait, protéines végétales) peuvent augmenter le risque de
cancer du sein. Il n'y a pas de corrélation entre l'apport en acides aminés et la survie

sans récidive, ni sur la survie toutes causes confondues (Maumy et al., 2020).
Sucre et hydrates de carbone raffinés

Une consommation excessive de sucres raffinés et de glucides est une cause
importante d'hyper-insulinémie et de résistance a l'insuline. Le mécanisme qui est a la
base de la résistance a l'insuline explique le risque accru de cancer du sein (Puddu &
Tafforeau, 2005). Le régime cétogeéne repose sur une alimentation pauvre en glucides.
Ce régime cétogene reposerait sur la diminution de I'absorption des glucides compensés
par des apports élevés en graisses insaturées, ce qui peut entrainer la famine et

l'apoptose des cellules cancéreuses (Maumy et al., 2020).
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Alimentation riche en viande grillée, cuite au barbecue ou viande fumée

La viande grillée, cuisinée au barbecue ou fumée est une source d'hydrocarbures
aromatiques polycycliques et est li€¢e au cancer du sein. Par conséquent, en prévention
primaire, il est recommandé¢ de limiter les apports. Chez les femmes consommant de la
volaille fumée et du poisson, le risque de mortalité liée au cancer diminue (Maumy et

al., 2020).
Vitamine C

La vitamine C, de par ses proprié€tés anti-oxydantes, peut affecter la progression
du cancer du sein, notamment en neutralisant les radicaux libres. Un apport important
en vitamine C avant le diagnostic est associ¢ a une diminution de la mortalité par cancer
du sein. Ils ont observé qu'une augmentation de 100 mg/jour de vitamine C alimentaire
était associée a une réduction de la mortalité toutes causes confondues apres un cancer

du sein (Maumy et al., 2020).
Jetline intermittent

Le jeline ou la restriction calorique est traditionnelle dans de nombreuses

religions comme ramadan chez les musulmans (Raynard, 2015).

Certaines ¢études animales ont observé une diminution de la croissance tumorale
et une augmentation des taux de survie associ€s au jeline intermittent. Le risque de
récidive était augmenté pour une durée de jeline nocturne (jeGine entre la prise
alimentaire du soir et la premiere prise du lendemain) inférieure a 13 h/nuit par rapport

au groupe effectuant un jeline nocturne de plus de 13 h/nuit (Maumy et al., 2020).

Le jeline peut ralentir le vieillissement cellulaire, limiter les processus

inflammatoires et réduire le risque de certaines maladies.(Raynard, 2015)
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Les biomarqueures salivaires dans la détection du cancer du sein

1. Définition de biomarqueure

C’est une caractéristique mesurée qui peut indiquer la réalisation d'un processus
pathogenes, normal, ou la présence d'une réponse a une exposition ou a une
intervention. Les types de biomarqueurs sont des caractéristiques moléculaires,
histologiques, radiographiques ou physiologiques. Le biomarqueure n'est pas une
évaluation de la facon dont une personne se sent, fonctionne ou vit, mais un outil pour
I'évaluation des risques, le diagnostic, la supervision, la prévision, la prédiction d’une
évolution et I'observation des réactions biologiques (U.S. Food and Drug

Administration, 2020).

2. Les différents biomarqueures salivaires impliqués dans le diagnostic
La plupart des cancers du sein sont diagnostiqués tardivement, ce qui entraine
une mortalité¢ ¢levée. La mammographie de dépistage traditionnel est considérée
comme le diagnostic de référence pour le cancer du sein, mais la sensibilité de ce test
varie selon le type de mammographie. D'autres biomarqueurs de ce cancer sont a I'étude

(Trigui, 2018) :

1. Transcriptome
C’est I'étude de I'ARN messager (ARNm) dans les cellules ou les
organismes.(X. Wang et al., 2017)

mARN

Les MicroRNA ou ARNm sont de courtes séquences de nucléotides d’ARN non
codants (21 a 25 paires de bases de longueur). Ils fonctionnent comme régulateurs
d’expression génique au niveau post-transcriptionnel. Le consensus actuel est que
I’ARNm ont une fonction importante dans le développement de tumeur ; les tumeurs
amplifient la production d’ARNm oncogene tout en supprimant la production d’ARNm
anti-tumor, créant ainsi une signature distincte d’ARNm qui peut étre utilisée pour
identifier les sous-types moléculaires tumoraux tout en jouant ¢galement un role dans
I’initiation de la tumeur, les métastases et la résistance aux médicaments (Abrao

Nemeir et al., 2019).
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Parmi les 133 mRNA qui ont été trouvés dans les tissus du cancer du sein, 8
séquences sont trouvées dans la salive (CSTA, TPT1, IGF2BP1, GRM1,GRIK1, H6PD,
MDM4, S100A8) (Abrao Nemeir et al., 2019).

2. Protéome
C’est ’ensemble des protéines synthétisées par une cellule(X. Wang et al.,

2017)
Mucine

Dans les cellules saines, le CA 15-3 ou MUC-1 a un rdle de protection,
lubrification et hydratation des surfaces externes des couches de tissus épithéliaux qui
tapissent les conduits des différentes parties du corps. Cependant, toute altération de
son expression a été directement liée a la formation de cancer et de métastases (Abrao
Nemeir et al.,, 2019). Principalement utiliser dans la détermination et pour la
surveillance de la métastase du cancer du sein (Trigui, 2018) et de la thérapie
efficace(Abrao Nemeir et al., 2019), cette fonction clinique est due au fait que les
niveaux sériques de CA 15-3 sont proportionnels aux stades différents et a la taille de
la tumeur. I1a également été démontré que le CA 15-3 dans la salive est 50 % plus élevé
chez les patientes atteintes d’un cancer du sein que chez le groupe témoin (Abrao

Nemeir et al., 2019).

Les récepteurs épidermiques humains (HER)

La famille des HER (Human Epidermal Receptor) est une famille importante de
biomarqueurs protéiques qui comprend les récepteurs du facteur de croissance

¢pidermique (EGFR ou HER1 ou c-erbB-1) et HER2.

HER1 ou c-erB-2 ont également été¢ augmentés dans la salive des malades de
cancer du sein(Trigui, 2018), il a ét¢ suggére d’utiliser des concentrations salivaires de
HER?2 pour détecter les types de cancer du sein HER2. HER2 a été un biomarqueur
utile comme indicateur pronostique de la diminution des taux de survie des patients
atteints d’un cancer du sein métastatique, et souvent un indicateur de la prolifération de
la tumeur dans d’autres organes. HER2 figure également parmi les biomarqueurs
recommandés pour la surveillance de la réponse au traitement du cancer du sein enrichi

en HER2 (Abrao Nemeir et al., 2019).
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La protéine de résistance du poumon LRP (lung resistance protein)

L'expression de la protéine de résistance du poumon (LRP) dans la salive a
montré que les niveaux de LRP sont significativement plus élevés chez les sujets
atteints de cancer du sein par rapport aux femmes en bonne santé (Abrao Nemeir et

al., 2019; Wood & Streckfus, 2015).

Lipoperoxydation (LPQO)

Les valeurs de LPO chez les patients de cancer du sein ont été moins que les
valeurs normales des contrdles selon Emekli-Alturfan et al.(Emekli-Alturfan et al.,

2008; X. Wang et al., 2017).

Protéine tumoral (P53)

P53 est une protéine importante qui a été liée a causer I’apoptose cellulaire une
fois qu’il détecte des dommages a I’ADN. Quelques types de cancer du sein ont été
connus pour muter p53 pour le désactiver. Cliniquement, p53 est principalement utilisé
pour évaluer I’efficacité de la chimiothérapie pour le cancer du sein. En raison de son
augmentation lorsque des Iésions tumorales se produisent. Il a ét¢ démontré que les
niveaux salivaires de p53 sont 25 % inférieurs chez les patientes atteintes de cancer du

sein que chez les personnes en bonne santé (Abrao Nemeir et al., 2019).

Protéine total

Les valeurs mesurées dans la salive chez les patients de cancer du sein sont

moins que les valeurs normales chez les controles (Emekli-Alturfan et al., 2008).

3. Meétabolome
Le métabolome correspond a l'ensemble des métabolites retrouvés dans un

systeme, et leur concentration (X. Wang et al., 2017).

Biomarqueurs potentiels

Cinqg biomarqueurs potentiels (Choline, Isethionate, Cadavarine, NI-
Acetylspermidine et Spermine) ont montré des concentrations significativement plus
¢levées chez les patientes atteintes de cancer du sein comparativement a des individus

en bonne santé (Jinno et al., 2015; Trigui, 2018).
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VEGR. EGF. CER

Les niveaux de facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF), de facteur
de croissance épidermique (EGF) et d'antigéne carcino-embryonnaire (CER) dans la
salive €taient significativement augmentés chez les patientes atteintes de cancer du sein

(Brooks et al., 2008; Porto-Mascarenhas et al., 2017; Trigui, 2018).
ATP6APICA

I’ATP6APICA est une enzyme d’ATPase qui est corrélée avec plusieurs
tumeurs dont le cancer du sein qui permet de détecter directement un risque de cancer
du sein et de développer un dispositif de biocapteur destiné au dépistage et a la détection

d’un risque de cancer du sein (Arif et al., 2015; Trigui, 2018).

Taurine, valine et acide sialique

La taurine semble intéressante en ce qui concerne l'identification des stades
précoces du cancer du sein (Trigui, 2018), tandis que la valine a démontré un excellent
résultat au 65 test de précision diagnostique pour les stades avancés (Cheng et al.,
2015). L'augmentation de 1'acide sialique salivaire peut étre un marqueur prédictif utile

pour ce cancer (Ozturk et al., 2011).

4. Immunologie

Auto-anticorps

Les autoanticorps peuvent jouer un role dans le dépistage du cancer du sein. Ils
ont trouvé une plus grande expression des autoanticorps salivaires (IgG anti-MUCI,
[gM anti-MUCI1, IgG anti-HER2 et IgM anti-HER2) chez les femmes touchées par le
cancer du sein que chez les femmes en santé. La corrélation la plus ¢€levée pour le
dépistage était la combinaison d’IgG anti-HER2 et d’IgG anti-MUCI1 (Laidi et al.,
2016).

Leucocyte

Les leucocytes sont plus ¢levées dans les sujets avec le cancer du sein que les

sujets sains (Emekli-Alturfan et al., 2008).
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5. Physiologie
Le pH

les valeurs du pH chez les controles négatifs étaient (7,4+ 0,44) qu'ils sont élevés

par rapport aux sujets malades qu'ils sont(6,7+ 0,8) (Emekli-Alturfan et al., 2008).

6. Microbiome

Les bactéries

Aucune étude ne trouve un changement dans la microflore bactérienne de la
salive des patients atteint le cancer du sein (H. Wang et al., 2017). Mais Farrell et
al.(2012) et Torres et al.(2015) sont démontrés que la combinaison de Neisseria
elongata et de Streptococcus mitis dans la salive peut distinguer les patients atteints de
cancer du pancréas des sujets sains. Sun et al.(2018) trouvent que Aggregatibacter
actinomycetemcomitans et une faible diversité bactérienne ont été rapportés chez des
patients présentant des lésions gastriques précancéreuses, et une diversité bactérienne
salivaire accrue et a des niveaux ¢levés de Aggregatibacter gingivalis dans les cas de

cancer gastro-intestinal d'origine diverse (Belstrem, 2020).

Le cancer du poumon était également li¢ a la microflore salivaire d'apres Zhang
et al.(2019), dont les principaux résultats étaient des taux plus élevés d'especes de
streptocoques et de veillonelles dans la salive de patients atteints d'un cancer du poumon
non a petites cellules, et des niveaux salivaires plus faibles d'especes de streptocoques
en combinaison avec une faible diversité bactérienne chez les femmes non-fumeurs
atteintes d'un cancer du poumon par rapport a controles sains appari¢s (Yang et al.,

2018).

Les Candida

Candida ne sont présents que chez les patients de cancer du sein et selon Davies
et al.(2002) Candida albicans était les organismes les prédominantes isolés a partir des
prélevements salivaires avec une prévalence des différentes variantes de la candidose
buccale C. glabrata , C. dubliniensis ,C. tropicalis ,Saccharomyces cerevisiae (Davies
et al., 2002, 2006). la sécheresse buccale ou xérostomie entraine une augmentation du

nombre de levures et du risque de candidose (Ahariz et al., 2010).
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CHAPITRE III : Matériels et méthodes

Objectif d’étude
Le présent travail consiste a une étude d’analyse microbiologique et physico-

chimique de la salive chez les patientes qui atteint le cancer du sein.

Cette étude a été effectuée au niveau de laboratoire central et le service

d’oncologie d’Etablissement Public Hospitalier Mohamed Boudiaf de Médéa.

Patients ciblés
Les prélevements salivaires proviennent des patientes de service d’oncologie et
des patientes hospitalisées au niveau de service post-opératoire femme et a partir de nos

camarades qui représentent les contrdles négatifs.

Matériels

Durant notre stage de fin d’étude nous avons utilisés un matériel non-biologique
qui représente des appareils (annexe 1), des milieux de culture et des solutions (annexe
2), et un matériel biologique qui il s’agit de la salive prélevée au nombre de 50 patientes

et 10 contrdles négatifs.

Méthodes

1. Prélévement salivaire
Deux écouvillons et un seul flacon de prélevement sont utilisés pour chaque

patiente pour un prélévement salivaire.
-Un écouvillon pour la réalisation d’un examen bactériologique.
-Le deuxieme écouvillon pour I’examen mycologique.

-Le flacon pour mesurer le pH salivaire.
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Figure 13. Le matériel de prélévement utilisé
(ORIGINALE).

e Principe

Les échantillons sont prélevés d’apres les malades a 1’aide des deux écouvillons
qui sont imbibés dans la partie sublinguale soigneusement sans les toucher avec les
autres zones (les dents, la langue), ces derniers ont été remis dans leurs tubes

rapidement. Ainsi qu’une quantité suffisante de bave est récoltée dans le flacon.

Le transport au laboratoire doit étre le plus rapidement possible pour éviter le

desseéchement des écouvillons.

Figure 14. Mode de prélévement.
(ORIGINALE).

Cette étape a été accompagnée d’une fiche de renseignement (annexe 4) sur
laquelle le nom, le prénom, I’age, nombre des séances de la chimiothérapie, présence

des stomatites et s’il y a des vomissements le jour de prélévement ont été mentionnés
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et codés, les écouvillons et le flacon doit comporter ce code et la date de prélévement,

toutes ces informations ont été organisées dans un registre par la suite.

2. Analyse directe de la salive

2.1. Examen physique de la salive
C’est un examen macroscopique consiste a observer si la salive est visqueuse

ou bien aqueuse, cet examen est réalisé au moment de prélévement.

2.2. Examen chimique de la salive

C’est le faire savoir du pH de la salive a 1’aide des bandelettes paramétriques.
e Principe

Les bandelettes paramétriques sont trempées dans le flacon qui contient la salive
fraichement émises et dans des conditions aseptiques. La lecture doit se faire une
minute aprés le trempage et I’interprétation du résultat est faite en comparaison avec

une réglette d'échelles colorimétriques d'analyse comparative des bandelettes.

Figure 15. La mesure de pH par la bandelette paramétrique
(ORIGINALE).

2.3. Examen microscopique de la salive

v Examen 2 I’état frais

C’est un examen sous microscope optique consiste a une étude des bactéries et

des levures dans leur état vivant, cela veut dire I’indication de la présence ou non des
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germes bactériens et des levures avec 1’observation de leur morphologie et leur

mobilité, ainsi I’indication de la présence ou I’absence des cellules épithéliales.

Technique et lecture
Cette opération se fait a ’aide de I’¢écouvillon de prélévement (qui contient la
salive et une petite quantité¢ d’eau physiologique), qui est appuyé sur une lame stérile

et recouvrir délicatement par une lamelle.
Ensuite, la lecture se fait sous microscope optique au grossissement de x40.

v Coloration de gram pour la salive direct

e Principe
La coloration de gram est une technique de coloration la plus utilisée dans
I’étude et la classification des bactéries, elle permet de les classer en deux groupes selon

la structure de leur paroi en : Bactéries a Gram positif et bactéries a Gram négatif.

e Technique

Sur notre étude, une goutte de la salive directe est mise sur une lame et étalé par
une lamelle stérile, Cette lame doit €tre séchée jusqu’a ce que le frottis représente un
aspect mat a la température de laboratoire ou en chaleur douce (dans 1’étuve ou au-

dessus de la flamme de la veilleuse du bec Bunsen).

La procédure suivante est la fixation qui consiste a tue les bactéries et a les coller
sur la lame, sans altérer leur structure. La lame étant tenue par une pince, est passée

dans une flamme chauffante 3 a 4 fois.

Puis une coloration par une solution de violet de gentiane (ou le cristal violet)
pendant une minute, le colorant va traverser les parois et membranes des bactéries pour
se fixer dans le cytoplasme ; a cette étape, toutes les cellules sont colorées en violet. Un

ringage est suivi.

Par suite la lame est recouverte au Lugol (45 secondes) qui va renforcer le violet
de gentiane contenue dans le cytoplasme bactérien. La préparation est ensuite traitée
par une solution d’alcool a 96° pendant 30 secondes, cette étape est cruciale car elle

détermine les deux groupes des bactéries. Chaque étape est suivie par un ringage.
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Les bactéries a Gram positif résistent a la décoloration, car elles possédent une
couche épaisse de peptidoglycane qui empéche la pénétration de 1’alcool et donc elles

ne décolorent jamais et reste violet.

Les bactéries a Gram négatif sont rapidement décolorées, car elles possédent

une couche mince de peptidoglycane.

La lame apres avoir été rincée, elle va subir une contre-coloration avec la
Fuchsine (une minute), ce colorant va traverser les parois et va colorer en rose les
bactéries qui ont €té décolorées pendant I’étape précédente. Donc, les bactéries a Gram

positif prennent la couleur violet et les bactéries a Gram négatif se colorent en rose.

Apres la récupération, le rincage et le séchage de la lame, une lecture est réalisée
par microscope optique généralement a I’objectif x40 puis x100 avec une goutte de

[’huile @ immersion.

Remarque : Toutes les lames sont numérotées par un effaceur avant le

processus.
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Figure 16. Les étapes principales de la coloration de Gram.
(ORIGINALE).

1. Des lames préparées et numérotées 2. Coloration par le cristal violet 3.Rincage

4. Fixation par le Lugol 5.Décoloration par I’alcool 6. Contre-coloration par la

Fuchsine.

v Coloration de MGG

e Principe
La coloration de May-Griinwald Giemsa (MGG) est une méthode de coloration

utilisée en hématologie pour différencier les cellules du sang. Elle nous a permis de voir

les globules blancs.

Dans notre étude, cette coloration est utilisée pour différencier les cellules

présentes dans la salive, y compris les cellules épithéliales et les globules blancs.

e Technique

Un frottis d’une goutte de la salive est réalisé sur une lame stérile a I’aide d’une
lamelle afin de recouvrir toute la lame par la goutte qu’elle va par suite se fixer a I’aire

libre.

Une étape de coloration successive est suivie de deux colorants. Le premier
colorant est le May-Griinwald, en versant directement sur la lame d’une fagon de la

recouvrir, pendant 4 minutes, puis la rincer par I’eau de robinet. La deuxiéme coloration
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se fait par une dilution du colorant Giemsa (9ml d’eau de robinet + 1 ml de colorant
Giemsa) ; la lame est recouverte par cette suspension pendant 10 minutes, suivie d’un

ringage.

Apreés récupération et séchage a l’aire libre de la lame, une lecture par
microscope optique se fait par objectif x40 puis x100 avec une goutte de I’huile a

immersion.

3. Analyse bactérienne de la salive
3.1. Techniques d’ensemencement et d’isolement

Préparation de la suspension

Aprées avoir effectué les prélevements, 1 ml d’eau physiologique est ajoutée au

tube de I’écouvillon a I’aide d’une seringue et il est agité a I’aide d’un vortex.

Figure 17. La méthode de préparation de suspension salivaire.
(ORIGINALE).

Mise en culture ou ensemencement

A partir de cette suspension, on a ensemencé plusieurs milieux de culture
gélosés coulés préalablement dans des boites de pétri (annexe 3), afin d’isoler le

maximum des microorganismes présents dans nos échantillons.
Les milieux gélosés utilisés sont les suivants :

Gélose nutritive (GN) : Utilisée pour la culture d’une grande variété¢ des
microorganismes. L utilisation de ce milieu doit conduire a I’obtention de colonies bien

isolées.
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Gélose Hektoen (GH) : Milieu sélectif permettant 1’isolement et la

différenciation des entérobactéries pathogénes et les BGN.

Gélose Chapman (GC) : Milieu sélectif pour I’isolement et la numération des
staphylocoques. Il permet également de différencier les especes fermentant le mannitol

de celle qui ne le fermentent pas.

Gélose au sang frais (GSF) : La gélose Muller Hinton au sang est un milieu
d’enrichissement trés nutritif permettant la culture et 1’isolement d’une grande variété
de microorganismes et plus particuliecrement des germes trés exigeants (tels que

streptocoques et pneumocoques) ainsi I’étude de type d’hémolyse.

Gélose au sang cuit (GSC) : La gélose Muller Hinton au sang cuit est un milieu
d’isolement enrichi (pour les germes qui présentent d’exigence notamment pour la

culture d” Haemophilus influenza).

Les géloses sont séchées avant 1'utilisation.

Figure 18. Les milieux gélos¢ utilisés pour la
culture bactérienne. (ORIGINALE).

e Technique d’ensemencement

On utilise la méthode des quadrants pour I’ensemencement des milieux gélosés
et on divise la boite en trois cadrans et met la date d’ensemencement et le code de

I’échantillon.
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-La suspension salivaire est prélevée a 1’aide d’une pipette pasteur stérile dans
des conditions d’asepsie rigoureuses a partir de tube d’écouvillon et elle est déposée

pres du bord de la boite.

-Des stries dans un mouvement de zigzag serré ont été réalisées par une anse de
platine stérile dans des conditions d’asepsie rigoureuses et refroidie, sur I’environs la

moitié de la boite.

_ . 14 14 14 V' r . 14 hY M
La boite a été tournée environ 90°, et I’ensemencement est réalisé a partir des

stries précédentes sans stérilisation de I’anse encore une fois.
- Un Z final a ét¢ fait dans le troisiéme cadrant.

-Tous le travail a été réalisé sur une paillasse soigneusement nettoyée et dans la

zone stérile du bec Bunsen.

‘_ .3

~ w,‘ ‘ &f,‘

Figure 19. Les étapes de l'ensemencement de la suspension
bactérienne. (ORIGINALE)

Incubation

-L’incubation des milieux de culture a été fait en aérobiose dans 1’incubateur
pour la gélose Chapman, Gélose nutritif et la gélose Hektoen et en anaérobiose dans
I’étuve pour la gélose au sang et au sang cuit, ou les boites sont couvercle vers le bas,

pendant 24h a 48h et a température de 37°C.
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i

Figure 20. L'incubation des milieux de culture en aérobiose et
anaérobiose. (ORIGINALE)

3.2. Identification

L’identification bactérienne comporte une série d’étapes, les résultats obtenus

au cours de chaque étape permettent I’orientation des démarches ultérieures.

1 Identification macroscopique

L’apparition des modifications sur les milieux de culture aprés la période

d’incubation représentent des colonies observées a 1’ceil nue.

Cette description doit mentionner la taille des colonies, la forme (plates,
bombées) I’aspect de la surface (lisse, rugueuse, brillante), la couleur (blanchatres,
jaunatres...), 'hémolyse et finalement I’abondance des colonies a été signalée par

(rares, nombreuse, trés nombreuse). (Annexe 5)

2 Identification microscopique

Elle a été réalisée par la coloration de gram sur des frottis.

e Principe

v Préparation des frottis

Sur une lame parfaitement propre une goutte d’eau physiologique a été étalée
avec une trace d’une colonie bien isolée prélevée a 1’aide d’une pipette pasteur ou anse

de platine stérile en mouvement circulaire régulier.

La lame est séchée et fixée selon le protocole précédent.
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v Coloration de gram

I faut attendre le refroidissement des lames avant de commencer la coloration.
La coloration de gram permet de différencier les bactéries d'apres leur forme et leur
affinit¢ pour les colorants. Les étapes de la coloration sont déja mentionner

précédemment.

v Lecture microscopique

Repérer les bactéries a 1’objectif x40 sous le microscope optique, puis mettre
une goutte d’huile a immersion sur le frottis et faire la mise au point a objectif x100. Le
champ se placer dans un endroit ou la répartition des bactéries homogene et la
coloration nette, cela permet d’observer le mode de regroupement (en chainette,
diplocoque/ diplobacille, en amas ou isol¢), la forme (Cocci, bacille ou coccobacille) et

I’abondance.

Figure 21. Des lames prétes a lire sous microscope optique.

(ORIGINALE)
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Ensemencement bactériennes de la salive

Mise en culture

Y A 4
j n anaérobiose m En aérobiose

GSF GSC GN GC GH
\ ) \ )
| |
Incubation 37°C @ Incubation 37°C
Pendant 48h Pendant 24h
[ |
!
Lecture
-Abondance R macroscopique
-Taille .
Couleur des colonies
-Aspect
-Hémolyse v
-Forme Coloration de
Gram
A 4 é
Lecture

microscopique

Figure 22. Diagramme explicatif d'analyse bactériologique de la salive.
(ORIGINALE)
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4. Analyse mycologique de la salive

4.1. Techniques d’ensemencement et d’isolement
-Tout le travail a été réalisé sur une paillasse soigneusement nettoyée et dans la

zone stérile du bec Bunsen.

Préparation de prélévement

Apres avoir effectué les prélévements, quelques gouttes d’eau physiologique
sont ajoutées au tube de I’écouvillon pour I’'imbiber a 1’aide d’une seringue stérile et il

est agité a I’aide d’un vortex.

Figure 23. La méthode de préparation de prélévement
salivaire. (ORIGINALE)

Mise en culture ou I’ensemencement

A partir de ce prélévement, on a ensemencé le milieu de Sabouraud
chloramphénicol coulé préalablement dans des tubes inclinés, afin d’isoler les Candida

présents dans nos échantillons.

La gélose Sabouraud : est un milieu d'utilisation générale, permettant la
croissance et I’isolement d'une grande variété de levures et moisissures. L'addition
d’antibiotique chloramphénicol inhibe la croissance des bactéries Gram positif et Gram

négatif.
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Figure 14. Préparation de milieu Sabouraud au chloramphénicol. (ORIGINALE)

e Technique d’ensemencement :
Sur chaque tube, on indique le code de I’échantillon et la date d’ensemencement.

- L’ensemencement est réalisé a 1’aide de 1’écouvillon imbibé qui est étalé bien

sur toute la surface de la gélose.

-Le tube est fermé, mais il est laissé non vissé.

Figure 25. L'ensemencement de prélévement sur
milieu Sabouraud par 1'écouvillon imbibé.
(ORIGINALE)

Incubation

- L’incubation des tubes de Sabouraud a été faite en aérobiose dans 1’incubateur

pendant 24h a 48h et a température de 28 +2°C.
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4.2. Identification
L’identification mycologique comporte une série d’étapes, les résultats obtenus

au cours de chaque étape permettent I’orientation des démarches ultérieures.

1 Identification macroscopique

L’incubation permet I’isolement rapide de colonies levuriformes blanches et
crémeuse observées a I’ceil nue, leur absence signifie que la culture est négative et
I’échantillon est pauvre des Candida. Mais leur présence ne signifie jamais que sont

des levures sauf apres une lecture microscopique.
L’abondance des colonies a été vérifiée au cours de la lecture macroscopique.

2 Identification microscopique

Permettre de voire les levures avec sa taille et sa forme qui différent de celles

des bactéries.

e Principe

v" Montage d’état frais.

-Une gouttelette d’eau physiologique est met sur une lame stérile.

-Une partie de la colonie est prenne a I’aide d’une pipette pasteur stérile et 1'est

bien dispersé dans cette goutte.
- Elle est couverte par une lamelle stérile sans formation des bulles d’air.

v Lecture microscopique

Repérer la lamelle a I’objectif x40 sous le microscope optique, et faire la mise

au point, le champ se placer dans un endroit ou la vision des levures est nette.

Les colonies sont parfois des bactéries résistent au antibiotique additif au milieu
Sabouraud et ¢a va orienter a une culture négative et a I’absence des levures dans

I’échantillon.

Les levures présentes au cours de I’examen direct sont identifiées par des tests
complémentaires qui sont les tests d’identification des Candida (le test de Blastese et

le repiquage sur milieu Rice Cream).
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4.3. Tests complémentaires de I’identification de Candida

1. Test Blastese (test de filamentation sur sérum)

e But

La rechercher des tubes germinatifs caractéristiques de Candida albicans.

e Principe

v Préparation de bouillon Blastése

-Dans un tube a essai stérile, une colonie blanche isolée sur le milieu de
Sabouraud Chloramphénicol d’incubation de 48 h est émulsionnée dans 1 ml de sérum

(patient du jour) a I’aide d’une pipette pasteur stérile.

-L’incubation est faite a 37°C pendant 3 heures.

Figure 26. Préparation du bouillon Blastése.
(ORIGINAL)

v La lecture

-La lecture se fait a partir d’'une goutte de cette émulsion entre lame et lamelle
stériles sous microscope optique avec I’objectif x40, le champ se placer dans un endroit

ou la vision des levures est nette.

-La présence de filamentation ou bien la formation de tubes germinatifs du

Candida albicans est recherchée :

o Filamentation positive : Candida albicans.

o Filamentation négative : autre espéce de Candida ou de levure.
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Figure 27. Un tube germinatif caractéristique de Candida
albicans sous microscope optique objectif x40.
(ORIGINALE)

2. Le test de chlamydosporulation sur le milieu Rice Cream (RAT)

¢ But

La recherche de présence de psudomycélium + blastopore + chlamidospore
caractéristiques de Candida albicans et la différenciation de Candida albicans d'autres

Candida sp.

e Principe

v Préparation de la suspension levurienne

-Dans un tube a essai stérile, une colonie blanche isolée sur le milieu de
Sabouraud Chloramphénicol d’incubation de 48 h est émulsionnée dans une

petite quantité d’eau physiologique a I’aide d’une pipette pasteur stérile.

Figure 28 . Préparation de la suspension levurienne. (ORIGINALE)
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v" Mise en culture ou ’ensemencement

A partir de cette suspension levurienne, on a ensemencé le milieu de Rice Cream
coulé¢ préalablement dans des boites, afin de rechercher la présence de Candida

albicans.

Milieu Rice Cream (RAT) : Ou le Rice Extract Agar (gélose d'extrait de riz :
Riz, Agar et Tween) est utilisée pour la différenciation de Candida albicans a d'autres

Candida spp, sur la base de la formation de chlamidospore.

Figure 29. Le milieu Rice Cream (RAT) pré-coulé
dans les boites. (ORIGINALE)

v" Technique d’ensemencement

-Quelques gouttes de suspension levurienne sont versées a la surface de milieu

Rice Cream et sont étalées sur la surface a 1’aide d’un rateau stérile.
-3 a 4 lamelles sont placées et sont appuyées un peu sur la surface.

-La boites est inversée et est incubée a 28 +£2°C pendant 24h a 48h dans

I’incubateur.
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Figure 30. Les étapes de I’ensemencement de la suspension levurienne.

(ORIGINALE)

v Lecture

-La boite est observée directement sous microscope a 1’objectif x40 au niveau

des lamelles.

-S’il y a une formation de mycélium, pseudomycélium ou chlamydospores, ¢’est

la confirmation de présence d’espece C.albicans.

- S’il y a seulement des levures, ¢’est un cas d’espéce inidentifiables et on passe

a ’identification par la galerie Api Auxacolore.

v Conservation des souches

Sur milieu Sabouraud, la colonie suspectée est repiquée et conservée dans un

réfrigérateur a température 5 £2°C pour leur identification par la galerie Api par la suite.

69



Chapitre 111 Matériels et méthodes

B
Sued |

Figure 31. Des souches de candida spp
conservée sur milieu Sabouraud.
(ORIGINALE)

3. L’identification par galerie API Candida

e Objectif

API Candida est un systéme standardisé pour l'identification en 18-24 heures
des levures, notamment les plus fréquemment rencontrées en microbiologie clinique.
Les espéces identifiables par le systéme sont indiquées dans le Tableau d'Identification

en fin de la notice.
¢ PRINCIPE

La galerie API Candida comporte 10 tubes contenant des substrats déshydratés,
pour réaliser 12 tests d'identification (acidification de sucres ou réactions

enzymatiques).

Les réactions produites durant I'incubation se traduisent par des virages colorés

spontangs.

La lecture des réactions se fait a I'aide du tableau de lecture et l'identification est
obtenue en consultant la liste des profils de la notice ou a l'aide d'un logiciel

d'identification.

v Préparation de la galerie

Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau

physiologique dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
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Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

Sortir la galerie de son emballage individuel et placer la galerie dans la boite

d'incubation.

v" Préparation de I'inoculum

Ouvrir une ampoule d'API NaCl 0,85 % Medium (2 ml) comme indiqué dans la
notice, a l'aide d'une pipette ou d'un écouvillon, prélever une ou plusieurs colonies
identiques bien isolées et réaliser une suspension d'opacité €gale a celle de 1'étalon 3 de
McFarland : évaluer par comparaison a un témoin d'opacité ou avec un densitometre.
Utiliser préférentiellement des cultures jeunes (18-24 heures). Bien homogénéiser la

suspension de levures.

v Inoculation de la galerie

-Répartir la suspension de levures précédente uniquement dans les tubes en

évitant de faire des bulles.

- Recouvrir les 5 premiers tests (GLU a RAF) et le dernier test (URE) d'huile de

paraffine (tests soulignés) aussitot apres l'inoculation de la galerie.

- Refermer la boite d'incubation et Incuber 18-24 heures a 36°C + 2°C en

atmosphere aérobie.

v Lecture de la galerie

Aprées 18-24 heures d'incubation :

-Lire les réactions en se reportant au tableau de lecture de la notice technique et

les noter sous forme de + ou —sur la fiche de résultats.

-les tubes 8 et 9 sont bifonctionnels et permettent la réalisation de 2 réactions

dans le méme tube :
- tube 8 : BXYL (test n° 8) / BNAG (test n° 11).
- tube 9 : BGUR (test n° 9) / BGAL (test n° 12).

- Coder les réactions obtenues en un profil numérique : sur la fiche de résultats,

les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée pour
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chacun. En additionnant a l'intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant a des

réactions positives, un profil numérique a 4 chiffres est obtenu.
v Identification

Elle est réalisée a partir de la base de données a l'aide du profil numérique.

Figure 32. Galeries API Candida, ampoules d’ API NaCl 0,85 % Medium (2
ml), boites d'incubation, fiches de résultats. (ORIGINALE)
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Ensemencement mycologique

Mise en culture sur milieu
Sabouraud chloramphénicol

I_‘

Incubation & 27°C

Culture négative |#—— pendant 24h 3 48h

—————| Culture positive

b

é Vérification de

Bactérie résistes Absence Recherche la
au des - présence des I'abondance
chloramphénicol levures levures des colonies

é Présence Test de filamentation

Repiguage sur Rice Cream des test de Blastése

r 3

1 levures ‘

Incubation & 27°C Incubation & 37°C
Pendant 24h & 48h Pendant 3h

14 LI

Cherche de tube
germinatif

Cherche de chlamidospore

T S

Candida albicans

Candida spp

\

=
@ Candida albicans
_‘l‘

=

La galerie Api Auxacolore Pas identifier

Figure 33. Diagramme explicatif d'analyse mycologique de la salive.
(ORIGINALE)
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Résultats et discussion

Résultats et discussion

L’étude des patientes
1. Répartition de la population selon I’age
Dans la population étudi€e, la plus jeune femme avec le cancer du sein avait 28
ans et la plus agée avait 78 ans avec une moyenne de 48 ans, un nombre tres €levé dans

un intervalle d’age de 38-57 qui représente 57,2%.

14 14
10 10
— Age des patientes

28-37 38-47 48-57 58-67 68-78

N
o

=
4]

Nombre des patientes
w o

® nombre des patientes

Figure 34. La répartition de la population selon I’age.

Ce qui ne concorde pas avec 1’étude de Nkondjock et GhadirianLe (2005) qui
dit que le risque augmente entre 50 et 75 ans et le travail de Puddu et Tafforeau qui
trouve que 77% des cancers du sein surviennent apres 1’age de 50 ans et 47% des

cancers du sein sont diagnostiqués dans la tranche d’age 50-69 ans.
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2. Répartition de la population selon les séances de la chimiothérapie (CT)

La majorité des échantillons sont prélevés a partir des patientes qui sont déja
terminées deux a trois séances de la chimiothérapie, et la minorité appartient a celles
qui sont déja dépassées les cinq séances, six pourcent des malades ont été dans 1’étape
de I'immunothérapie (vaccination) et 18 % n’ont pas encore commencées la

chimiothérapie.

® Avant CT

m2a3

m43a5
Plusde 5

W Vaccination

Figure 35. Répartition de la population selon les nombres des

séances de la chimiothérapie.

On observe que les séances de la chimiothérapie influent sur certains parametres

et n’a aucune relation avec autres.

Il y a une relation entre la chimiothérapie et la présence des stomatites
(Tableau06), la plupart des patientes qui ont des stomatites appartiennent a celles qui

ont déja terminé deux a trois séances de la chimiothérapie et représente 57,14 %.

Selon le médecin mycologue, dans la plupart des cas, la chimiothérapie
entrainera une immunodépression, qui provoque un déséquilibre immunitaire ce qui

conduit a la prédominance de certaines bactéries et induit des Iésions buccales.
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Tableau 6. La relation entre les séances de la chimiothérapie et la présence

des stomatites.

Stomatite

Oui Non

Avant CT 01 08

Séance de la 02-03 11 04

chimiothérapie i

(CT) 04-25 01 11
Plus de 5 0 3

Vaccin 1 9
Total 7 42

3. Répartition des échantillons salivaire selon les paramétres physicochimique

La viscosité salivaire

Plus que la moiti¢ des échantillons salivaire ont été visqueuses et seulement six

pourcent ont été aqueuses et le restes des échantillons ont été trés visqueuses.

f

Aqueuse M Visquese M Trés visquese

Figure 36. Répartition des échantillons selon la viscosité salivaire.

On remarque que la viscosité salivaire influence avec certain paramétre et n’a

aucune relation avec autre.
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Le pH salivaire

Le pH salivaire est varié entre 6 et 7.9 chez 86% des patientes et il était basique

et acide chez 12% et 2% successivement.

2%

m5-59
M 6-6.9
m7-79

8-8.9

Figure 37. Secteur représente la répartition des échantillons selon

le pH salivaire.

Le pH moyen de la salive non stimulée est de 6,8 a 7,1. Il varie en fonction de
la glande sécrétoire, de la stimulation, du débit et des ¢léments tampons (Merdes.L,

2009).

On n’a pas pu déterminer pourquoi cette différence de pH entre les patientes vu

que la majorité des femmes ne sont pas a jeline notant que ce test nécessite le jeline.

On note que le pH salivaire influence avec certains parameétres et n’a aucune

relation avec autres.
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4. Répartition des prélévements selon les paramétres microbiologique

Paramétres mycologiques

Apres la réalisation de la culture mycologique, 12 patientes ont été positives
dont cing parmi eux ont été déja positives a I’état frais, par contre 37 patientes ont

présenté des cultures négatives, bien que trois ont été positives a 1’état frais.

- 40 37 40
S 35 35
% 30 30
&2 25
Q 20 20
o 15 12 15
g 10 10
;. em N 5
5 5] —— ,
positive négative

détection de levure cultuvé

détection du levure par culture
m détection du levure a létat frais positive

m détection du levure a létat frais négative
Figure 38. Répartition des prélévements selon la détection des levures a I’état

frais et par culture.

On ne peut pas considérer I’examen a 1’état frais comme test de précision d’ou

la nécessité de la réalisation de la culture comme étape de confirmation.
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A partir des 12 cultures positives, la moiti¢ a été identifi¢e comme Candida
albicans et ’autre comme Candida sp. 76% des échantillons prélevés ont été des

cultures négatives.

M Candida albicans
M Candida sp

M Culture négative

Figure 39. La distribution des échantillons selon les espéces de

candida.

L’état frais des Levures a C.albicans a partir Candida sp a partir du
partir de colonie sur du test Blastése milieu Rice Cream
Sabouraud

Figure 40. Observation microscopique de levure, Candida albicans

et Candida sp a partir des déférentes tests mycologique a grossissement x40.
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Selon le médecin mycologue, la présence des Candida doit étre en général chez
la plupart des patientes immunodéprimées, mais dans notre population on a trouvé que
24% des cultures sont positives alors que 76% ne présente aucune affection par levures
ce qui est anormale dans notre cas donc on peut mener ce résultat & une mauvaise
lecture, soit causé par une erreur lors du prélévement ou bien un milieu de culture

périmé.

On observe selon la Figure 41 que la majorité des patientes affectées par
Candida ne prennent aucun traitement d’antibiotique, a I’exception des deux patientes
qui sont Candida positifs, donc on suggere que I’antibiotique consommé par ces deux

malades n’était pas d’un large spectre.

40
35
30
25
20
15
10

S e

Nombre des patientes

%]

Candida albicans Candida sp Culture négative

Candida

M Prisdes ATB W Absence des ATB

Figure 41. Histogramme représente la répartition de la
population selon la relation entre la présence des Candida et la prise

des antibiotiques.
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On remarque selon la Figure 42 que la présence des Candida est seulement au
pH neutre, par contre on note une absence totale des Candida dans la salive a pH acide

et basique. Ce mode de vie du Candida peut étre spécifique vue 1’originalité de notre

5-5.9 6-6.9 7-7.9 8-8.9

pH

population d’étude.

Nombre des patientes

O B B N N W W & bW

m Candida albicans ® Candida sp

Figure 42. Répartition de la population selon la relation entre

la présence des Candida et le pH salivaire.

Mais on observe que la viscosité salivaire n’influe pas sur la présence ou

I’absence des candidas dans notre population selon la Figure 43.
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Candida albicans Candida sp

M Salive aqueuse M Salive visqueuse M Salive trés visqueuse

Figure 43. Répartition de la population selon la relation entre

la présence des Candida et la viscosité salivaire.
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Paramétres bactériologiques

Cocci et bacille

Chaque pourcentage dans I’histogramme (Figure 44) des cocci et bacilles

appartient aux 49 patientes.

120%

100%

80%

60%

40%

20%
mmbite 0.00%

0%

cocci G + cocci G - bacille G + bacille G -

pourcentage

Figure 44. Distribution des cultures bactériennes selon la présence

des cocci et des bacilles.

Tous les échantillons contiennent les cocci gram positif et seulement 65.3 % des
¢chantillons ont des bacilles gram positif et 6% des cocci Gram négatif avec I’absence

total des bacilles Gram négatif.

i

‘3
A L‘y‘ﬁ' g
2>

Cocci Gram + Bacille Gram +

Figure 45. Observation microscopique des cocci et

bacilles Gram positif & grossissement X 100.
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Il existe des cocci et bacilles a Gram négatif, mais toujours les cocci et les
bacilles a Gram positif restent les plus abondants, on peut dire que les cocci Gram

négatif sont Veillonella selon Sutter (Sutter, 1984).

On a fait la culture seulement pour 48 heures, et ¢a limite I'apparence des

bactéries qui ont un développement lent sur la gélose au sang frais (anaérobiose).
Cocci

Toutes les cultures bactériennes observées sous microscope optique ont contenu
des cocci Gram positif, parmi les 49 cultures 16 % ont été¢ identifi¢ comme
Streptococcus sp et dans le reste des cultures I’identification des streptocoques a été

indéterminée.

Streptococcus sp

uindéterminée

16%

Cocci gram positive présente

Micrococcus sp

® abondante
W coccl +

présente

W rare

Figure 46. Distribution des cultures bactériennes selon les

especes des cocci Gram positif (Streptococcus sp, et Micrococcus sp).

Les microcoques ont été observés sous microscope optique et présentes dans
toutes les cultures, dont 51% ont été abondante, 37% ont été présente et 12% ont été

rare selon leurs distributions sur la surface de la boite pétrie.

Concernant les streptococcus sp, elles sont des cocci a Gram positif, disposés
typiquement en diplocoques (deux coques) ou en chainettes de longueur variable, qui
sont exigeantes en nombreux facteurs de croissance. Le sang ajouté aux géloses permet
leur multiplication in vitro, qui peut étre favorisée par l'apport de CO, ou par une

atmospheére anaérobie. Ce genre appartient a I’embranchement des Firmicutes.
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N ::‘y:z
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Figure 47. Streptococcus sp regroupées en chainette et en diplocoque sous

microscope optique a grossissement X 100.

Selon I’étude d'Aas et al. (2005) ils sont trouvés que les Streptococcus est un

genre commun a tous les sites buccaux.

Keijser et al. (2008) trouvent que 50% de la microflore salivaire confinée a 3

genres parmi les 185 genres trouvés dans la salive I’un est streptococcus.

A propos des Micrococcus sp, elles sont des cocci a Gram positive de diametre
souvent supérieur a 1pum groupés en amas irréguliers ou réguliers en tétrade elles sont
des aérobies stricts. Elles appartiennent a I’embranchement Actinobacteria (au paravant

actinomycetes).
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Figure 48. Micrococcus sp regroupées en tétrades sous

microscope optique a grossissement x100.
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Streckfus et Kulasinghe (2015) montrent que I’embranchement Actinobacteria

est I’'un des embranchements abondants dans la salive.

On observe dans la Figure 49 que notre population présente une abondance des

microcoques a I’état aqueux et visqueux, par contre ils sont rares a 1’état treés visqueux.
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viscosité M microcoque abondante M microcoque présente M microcoque rare

Figure 49. Répartition des cultures bactériennes selon la

relation entre les microcoques et la viscosité salivaire.

Bacille

L’abondance et la présence des bacilles ont été signalées par rapport aux cocci

au cours de la lecture microscopique a I’état frais et apres la coloration du Gram.

Les bacilles Gram positif ont été observés dans 65.3% des échantillons,

seulement les lactobacilles et les Bacillus ont été identifi€s sous le microscope.

Les bacilles Gram négatif n’ont pas été observés sous le microscope apres la

coloration de Gram dans tous les échantillons.

85



Résultats et discussion

A partir des 49 patientes, microscopiquement Bacillus sp ont été présentes
en 37% et indéterminé pour 63 % des cultures. Dans les échantillons ou les bacillus ont
été présentes, on note la présence des bacilles dans 72 % et leur abondance en 28 %.
Par rapport aux échantillons ou les bacillus ont été indéterminé, la présence des bacilles

était 87 %.

Bacillus sp

M Indéterminée W Présente

W Abondante W Présente

Figure 50. Répartition des cultures bactériennes en fonction du pourcentage

de la présence des Bacillus sp.

Les bacillus forment un genre de bactéries a Gram positif, appartenant a la
famille des bacillacées (Bacillaceae) et I’embranchement des Firmicutes. Les
dimensions de ces bactéries sont variables ; elles peuvent aller de (0.5 x 1.2 um) a (2.5
x 10 um). Elles sont aérobies ou aéro-anaérobies facultatives, et tirent leur énergie par

respiration ou fermentation.
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Figure 51. Bacillus sp regroupées en diplobacille sous microscope optique a

grossissement x100.
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Pour Lactobacillus sp, elles ont été présentes en 33% et indéterminée
en 67%. Dans les échantillons ou les lactobacilles ont été présentes, on note la présence
des bacilles dans 83% et une abondance de 17%.
Relativement aux échantillons ou les Lactobacillus ont été indéterminée, la présence

des bacilles était 81%.

Lactobacillus sp

W Indéterminée I Présente

I Abondante I Présente

Figure 52. Répartition des cultures bactériennes en fonction du pourcentage

de la présence des Lactobacillus sp.

Les lactobacilles  sont  des  bactéries  lactiques a  Gram
positif anaérobies facultatives ou microaérophiles en forme de tige ou dit batonnets.

Elles appartiennent a ’embranchement des Firmicutes.

Figure 53. Lactobacillus sp sous microscope optique a grossissement x100.

D’apris Wang et al. (2019) et Lundmark et al. (2019), les échantillons oraux
humains appartenaient de 17 phyla bactériens, I’une la plus dominante est Firmicutes

avec 37% de tous la microflore salivaire analysée.
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Malgré on note la présence des bacilles dans tous les échantillons, mais un
pourcentage de 32% restent indéterminé, cela est dii soit a une mal détection
des Bacillus et Lactobacillus, soit ce pourcentage représente des autres genres sous

forme des bacilles.

5. Répartition des cultures selon le type d’hémolyse

L’hémolyse alpha était présente dans toutes les 49 cultures qui ont été
ensemencées sur le milieu gélose au sang frais ou elle était bien détectable quand le
milieu de culture prend une couleur verdatre (destruction partielle des hématies) autour
des colonies, avec une présence de 57,1% de 'hémolyse béta qui était déterminée par
la décoloration du milieu (la destruction total des hématies) autour des colonies

bactériennes.
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Figure 54. Répartition des cultures bactériennes selon le type

d’hémolyse.

L’identification microscopique des bactéries qui ont fait I’hémolyse béta montre
qu'elles sont des streptocoques, microcoques et parfois des bacilles, mais on n’a pas pu
déterminer le responsable de cette hémolyse dans certaines cultures, toutefois, on les

trouve qu’elles sont sous forme des cocci Gram positif regroupées en chainette,
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diplocoque ou isolée, et il reste des échantillons non lu a cause de I’interruption de

stage.

Pour I’hémolyse alpha, on n’a pas pu déterminer exactement les bactéries
responsables parce qu’on a trouvé plusieurs formes au court de la lecture
microscopique. On trouve aussi dans notre étude bactérienne I’existence des bactéries

non-hémolytiques.

Selon le médecin microbiologiste le responsable majeur de ’hémolyse Alpha

sont les streptocoques oraux.
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Figure 55. L apparition de I’hémolyse Béta sur la gélose au sang frais.

Figuré 56. L’apparition de ’hémolyse Alpha ou le
milieu de culture prend une couleur verdatre (1) et I’absence

de I’hémolyse (2) sur la gélose au sang frais.
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6. Répartition cytologique des échantillons salivaire

Lors de I’analyse salivaire a I’état frais et par la coloration de MGG, on a trouvé
une présence des globules blancs dans 31 % des échantillons et une présence de cellules
bourrées par les germes dans la salive des 82% des patientes, il reste des échantillons

non lu a cause de I’interruption de stage.

Globule blanc Cellule bourrée

I Indéterminée W Présente W Rare

Figure 57. Répartition cytologique des échantillons salivaire selon la

présence des globules blancs et des cellules bourrées par les germes.

Selon le médecin cytologiste, la présence des globules blancs et des cellules

bourrés par les germes dans la salive est un état normal.

Figure 58. Les globules blancs sous microscope optique a grossissement x100.

1 a partir de la coloration de Gram et (2,3) a partir de la coloration de MGG.
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Figure 59. Les cellules épithéliales bourrées par les germes sous microscope
optique a grossissement x100. (1,2 et 3) a partir de coloration de MGG. (4, 5 et 6)

a partir de coloration de Gram.

La salive dite mixte (c’est-a-dire provenant de toutes les glandes salivaires une
fois celles-ci mélangées) et contient des cellules épithéliales, des bactéries, des

leucocytes et des débris alimentaires (BIRAUD Guillaume, 2009).

Les Actinomyces sont connues pour étre potentiellement pathogénes pour les

gencives, mais sont normalement contrdlées par les globules blancs (Coghlan, 2016).

Des chercheurs de I'université de Suede et de Danemark sont conclus que les
globules blancs présents dans la salive aideraient non seulement a nous défendre contre
les bactéries, elles produiraient des genres de "filets" capables de capturer et tuer les

bactéries (Hauguel, 2016).

A 1la surface de la peau les cellules cornées sont en desquamation permanente
de méme dans la cavité bucco-pharyngien les cellules épithéliales se renouvellent
constamment. Cette desquamation s'accentue surtout pendant la mastication des
quantités énormes de cellules sont alors rejetées et 1'on peut dire qu'apres chaque repas
la surface de revétement de la cavité buccale a été renouvelée. Les cellules épithéliales
qui tapissent la surface cutanée ou les muqueuses ne possedent pas de propriétés

phagocytaires et les microbes souvent agglutinés a leur surface peuvent pénétrer dans
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leur intérieur, mais ne sont pas englobés par elle, comme par les leucocytes, ils seront
délogés et entrainées en méme temps qu'elles avec la salive dans le canal alimentaire

ou I’estomac les détruira bientdt (Hugenschmidt, 1896).

7. Répartition des prélévements selon la prise des antibiotiques
Dans notre population, un petit nombre des patientes ont été sous traitement

antibiotique qui représente 10 %.

u prisdes antibiotique ~ ®absence des antibiotique

Figure 60. Secteur représente la répartition de la population selon

la prise des antibiotiques.

Il a été observé que la prise d'antibiotiques affecte certains parameétres et n'a rien

a voir avec d'autres.
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Leur influence sur la présence des stomatites

Les patientes qui ont atteint des inflammations buccales (stomatite) sont sept,

trois parmi eux ont été sous traitement antibiotique.

42 patientes n’ont pas présenté des stomatites et 40 parmi eux n’ont pas été sous

traitement antibiotique.

On suggere que les prix des antibiotiques n’a aucun effet sur la présence ou

I’absence des stomatites.

50 50
45 42 45
40 40
35 35
30 30
25 25
20 20
15 15
10 R 7 10
2
présence absence

stomatite M prise desATB M absence des ATB

Figure 61. Histogramme représente 1’influence des antibiotiques sur

la présence des stomatites.

L’influence avec la présence des bactéries cultivées

La plupart de notre patientes présente de Streptococcus sp, Lactobacillus sp,
Bacillus sp et une abondance aux Micrococcus sp au niveau de la muqueuse buccale
sauf les patientes sous traitement d’antibiotique, et ce dii au antibiotique a large spectre

qui provoque un déséquilibre du microbiome buccal.
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Pourcentage
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Figure 62 L’influence des antibiotiques sur la présence des

Streptococcus sp, Lactobacillus sp, Bacillus sp et Micrococcus sp.
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L’étude des controles négatifs
1. La population d’étude
On a fait les prélévements pour dix personnes saines seulement pour les prendre
comme témoin, mais la lecture des résultats se fait uniquement pour cinq personnes,
notant que ces résultats restent non significatifs parce que le nombre n’est pas suffisant
pour faire comparaissent et ce dii a 'interruption du stage a cause de la pandémie

Covid-19 qui touche tout le monde.

2. Les résultats principaux d’étude

Tableau 7. Les résultats principaux de 1I’étude des contrdles négatifs.

Age 22,8

30% visqueuse 70% aqueuse

10% positif (C.albicans)
mycologique

Streptococcus sp 10% présente 90% indéterminé
Bacillus sp 40% présente 60% indéterminé
Béta hémolyse 60% présente 40% indéterminé

Les cellules bourrées 60% présente 10% absente 30% indéterminé

La moyenne d'age de notre population saine est de 23 ans, avec un pH dans les

normes (7.1).

La majorité des échantillons ont eu une salive visqueuse. Pour les levures, leur
détection microscopique était totalement absente avec une seule identification du
Candida albicans dans un seul prélévement, la présence des Micrococcus sp,
Streptococcus sp, Lactobacillus sp et Bacillus sp a été identifié dans la plupart des

¢chantillons mais on n'a pas pu lire tous les échantillons prélevés.
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Quant a I'némolyse alpha, il a été présent dans toutes les cultures, avec un

pourcentage de 60% pour I'hémolyse béta.

Concernant les leucocytes et les cellules bourrées, il est difficile de déterminer
et de préciser leur état en raison de l'interruption du stade pour la cause mentionnée

précédemment.

La comparaison

L’un des notres objectifs dans cette étude est de comparer les résultats de la
composition salivaire entre les malades de cancers du sein et les personnes saines, mais
la comparaison est inutile parce que le pourcentage des personnes saines n’est pas

significatif.

Cependant, le médecin microbiologiste a observé que la salive trés visqueuse
est absente chez les contrdles négatifs et elle est montrée qu’il était expectative que le
caractére trés visqueux de la bave est dii a la faible consommation d’eau vu que ce

dernier provoque des nausées liées aux effets secondaires de la chimiothérapie.

Pour les contrdles négatifs, la bave aqueuse était abondante due a la

consommation normale de I’eau.
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Conclusion

Dans le domaine de la recherche biomédicale, beaucoup d'efforts ont été réalisés
ces dernieres années pour améliorer les méthodes du dépistage de cancer du sein. Aux
cours de notre travail réalis¢ pour cette étude, on a étudié les parametres

physicochimiques et microbiologiques de la salive chez les malades du cancer du sein.

Le présent travail a €té réalisé en collaboration avec le service d’oncologie et le
laboratoire central de ’EPH de Médéa. Cette recherche a été conclue par les résultats

suivants :

Notre Population est de moyens ages de 48 ans, ou les affections mycologiques
sont causées par 50 % de Candida albicans et 50 % de Candida sp et leur apparition

est dans un pH neutre.

Dans I’étude bactérienne, on a trouvé des cocci gram positif dans toutes les
cultures qui sont représentées par Micrococcus sp et Streptococcus sp, 6 % des cocci
gram négatif non identifié et 65 % des bacilles gram positif identifi¢é comme Bacillus

sp et Lactobacillus sp.

On a pu détecter la présence de Micrococcus sp dans tous les prélevements,
cependant les Streptococcus sp ont été identifi¢ dans 16 % seulement, mais cela ne veut
pas dire qu'elles ne sont présent que dans ce pourcentage, au contraire, elles sont
naturellement présent de fagon abondante dans la salive, mais au regard des capacités

disponibles et du temps, on n'a pu identifier que ce pourcentage.

Pour les bacilles gram positifs, 33 % ont été Lactobacillus sp et 37 % ont été
identifiés comme Bacillus sp, nous ne pouvons identifier que ces deux genres, mais en
raison du manque des matériels et d'interruption du stage, certains genres restent non

identifiés.

Pour les globules blancs et les cellules épithéliales bourrées par les germes, on
note une présence presque totale dans tous les prélévements des patientes et des

contrOles négatifs, et cela est expliqué comme un phonéme normal et naturel.

A cause de la pandémie Covid-19, on n’été pas capable de terminer notre étude
qui a été basée sur la comparaison des compositions salivaires entre les patientes et les

controles négatifs sains.
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En perspective, ce travail peut étre complété par des autres études approfondies
afin de déterminer la composition du microbiome buccale par I'utilisation de la fameuse
méthode d’analyse MALDI TOF pour faire un diagnostic de futur du cancer du sein et

d’éviter la réalisation de la biopsie pour minimiser la souffrance des patientes.
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Annexes



Annexe01 : Appareillages et verreries

Appareillage

Verreries

Autre matériel

e Incubateur (28*' et 37 °C)
e Etuve

e Bain marie

e Agitateur vortex

e Microscope optique

o Réfrigérateur

e Flacon de prélevement en

plastique

e Ecouvillon

e Boite de pétrie stérile
e Lame et lamelle

e Pipette pasteur stérile

o Tube a essai

Annexe(2 : Réactifs et solutions

Réactifs

Solutions

e Bandelettes urinaire
(parametre de pH)

e Anse de platine

e Bec bunsen

e Pince en bois

e Portoirs

e Seringue

e Masque chirurgical
e Gants jetable

e Papier film

e Marquer

e Effaceur

® Registre

e Papier filtre

e Cristal violet/ violet de gentiane | ® Alcool 90°

e Lugol

® Fushine

® Le plasma humaine
e Sang humain

e Eau physiologique
e | ’huile a immersion



Annexe03 : Préparation des milieux des cultures dans les boites pétrie

1. Les milieux des cultures utilisés ; 2. La fusion dans un bain marie;
3 et 4. Remplissage des boites au 2/3 seulement ; 5. Les milieux préts
pour I'ensemencement ; 6. Conservation dans le réfrigérateur.

Annexe04 : Exemple d’une fiche de renseignement

Code Nom Age pH Ne des séances de | Stomatite = Antibiotique Viscosité
Prénom chimiothérapie

PO1 z 44 6 5 non non visqueuse
P02 = 52 6,8 3 non non tres visqueuse
P03 z 55 6 4 non non visqueuse
P04 = 40 6,5 4 non non tres visqueuse
P05 z 47 6 5 non non visqueuse
P06 z 50 7 2 oui oui aqueuse
P07 z 51 6 2 non oui aqueuse
P08 = 37 6,8 2 non non agueuse
P09 z 47 7 3 non non visqueuse
P10 = 51 6,5 4 non non tres visqueuse
P11 = 52 6 vaccin non non agqueuse
P12 z 62 8 vaccin non non visqueuse

P13 z 43 7 vaccin non non visqueuse



Annexe05 : Identification macro et microscopique des boites pétri des patientes et contrdles.

- Observation
Milieu Jour 01 Jour 02 .
macroscopique
Patient N2 33 état : aqueuse pH=07
F N
-colonies moyennes
blanchatres
abondantes
Gélose
Nutritif -colonies fines
blanchatres
-des béta-
hémolytiques.
Gélose au -microcoques
Sang « ils sont superposé »
Frais
-riche en microcoques.
Gélose
au Sang -des colonies difficiles
Cuite a déterminées.
Gélose
Hektoene —
Culture négative




Gélose

Culture négative

nicol

Chapman
Gélose Culture positive
Sabouraud apparition des
Chloramphé it

colonies blanc
crémeuses

Rice Cream

Candida sp




Examen

Observation microscopique

Bactériologie

Remarque

Etat frais
Mycologie
Coloration .
De la salive
de gram

-présence des germes.

- quelque cellule épithéliale.

-quelque levure.

Coloration de MGG

- Bacillus abondantes.
-cocci.

-cellules épithéliales bourrée
par des streptocoques.

-cellules rond =noyaux nu.

Blastese Test

-Mal colorée.
-Noyaux nu.
-lymphocyte/polynucléaires.
-cellules épithéliales.
binucléaires=inflammation.

-PNN altérées sans
membrane abondante.

Absence de tube
germinative, Candida sp




Milieux

Jour 01

Jour 02

Observation macroscopique

Patient Ne 17

état : tres visqueuse

pH=5

-Clonies moyennes blanchatres.

Gélose -Colonies trés fines.
Nutritif
-Colonies fines B-hémolytiques.
- Colonies moyennes
blanchatres alpha
hémolytiques.
- Colonies trés fines beiges
abondantes alpha
Gélose au hémolytiques.
Sang - Colonies blanchatres
Frais bombées, moyennement
hémolytique (alpha).
-Levure
-Colonies moyennes
. blanchatres.
Gélose . L .
-Colonies tres fines beiges.
au Sang
Cuite
Gélose
Hektoene -Levure
Gélose Négatif Négatif
Chapman
Sa(;zll:)rsaeud -Presque 25 colonies.
Chloramph
énicol
Milieu Rice

Cream




Examen

Observation microscopique

Bactériologie

Etat frais

Mycologie

Remarque

De la salive

-Cocci.

-Examen négative.

Coloration
de gram

Des colonies

- Quelque cellule épithéliale
bourrée.
-Levures.
-globules blanc.
-Germes rares.
-Cocci
* On trouve des globules blancs
car la salive contient du crachat.

Blastese Test

1-a partir des colonies
blanchatres bombées,
moyennement hémolytique
(alpha) :

-Bacillus.

2- a partir des colonies trés
fines beiges abondantes alpha
hémolytiques :

-Cocci gram + trés fines

La présence des tubes
germinative, Candida albicans




MILIEUS

JOUR 01

JOUR 02

OBSERVATION
MACROSCOPIQUE

CONTROL NEGATIF N°

01

état : aqueuse

pH=7

GELOSE
Nutritif

-Colonies tres fines.

-Colonies moyennes jaunatres
abondantes

Gélose au
Sang
Frais

1-Micocoques rugueuses
jaunatres.

2-Colonies béta hémolytiques.

3-Colonies blanchatres trés
fines, laiteuses, sans hémolyse.

4-Colonies fines, fortement
alpha hémolytiques.

5-Colonies petites grisatres
moyennement alpha
hémolytiques : on fait un
réisolement.

6-Colonies fines grisatres sans
hémolyse : on fait un
réisolement.

Gélose
Au sang cuite

GELOSE
SABOURAUD
CHLORAM-
PHENICOL

Négatif

-Microcoques.
-Colonies tres fines.

-Colonies moyennes
crémeuses.

Négatif




EXAMEN

OBSERVATION
MICROSCOPIQUE

REMARQUES

Etat frais

bactériologie

Mycologie

Coloration
de gram

De la salive

Des colonies

On n’a pas pu pris des

stage

Colorati

on MGG

- Quelque cellule épithéliale.

- Des Rares germes.

Rien a signalée.

-Cellules épithéliales bourrée
par des germes.

-Globules blancs.
-Cocci G+ dominant.

-Lactobacilles trés rares.

. . formes.
photos a cause de I'arrét de

1-Cocci G+ de différents

diameétres en diplocoque et

en tétrades : elles sont des
microcoques.

2-Petites diplocoques,
petites chainettes de G+.

3-Bacillus des différentes

4-Cocci G+, petites, isolées,
diplocoques.

5-Elles prennent de mal la

coloration, donc on fait un

réisolement.

6-Cocci G+, diplocoques. On
fait un réisolement.

-Débris alimentaires.
-Noyaux nu.

-Cellules épithéliales
bourrées.

-Cocci G+ dominant.

-Lactobacilles trés rares




Annexe06 : Cellule épithéliale non bourrée par les germes a partir la coloration de MGG sous
microscope optique x100.




