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Résume

La parodontite est une maladie infectieuse emrdiune inflammation des tissus de soutien
des dents, une perte d’attache et une alvéolysegrgssive, elle est caractérisée par la
formation d’'une poche parodontale. Cette maladierekiite par des bactéries anaérobies a
Gram négatif telle que le complexe rouge et orange.

Cette étude a pour objectif la caractérisation phgrique des soucheBrevottella sp.
,Jporphyromonas sp. et bacteroides sp. qui font partie de la flore sous-gingivale et
I'évaluation de I'aptitude de ces souches a lanfdion du biofilm. Un autreobjectif de cette
étude était de comparer les données de questiesr#s parametres socio-démographiques
et les pratiques d'hygiene orale)entre des adajt@st des Iésions parodontales et d’autres qui

sont indemnes de parodontites.

L'étude des données de questionnaire concerne j&fs sndemnes de parodontites et 20
présentant des lésions parodontales. Parmi casipants, des échantillons des plagues sous-
gingivales ont été recueillis a partir de 06 sujstsns et 09sujets ayant des lésions
parodontales.L’identification est basée sur lesadg&res morphologiques, les caracteres

biochimiques et le test de sensibilité aux antigias.

Onze souches bactériennes ont été isolées a pagiplaques sous-gingivales des sujets
atteints des Iésions parodontales.Ces isolats tgmaenta 03 genreBacteroides sp. (28%),

Prevottella sp.(36%) et porphyromonas sp. (36%).

Les résultats de l'aptitude de formation de biofileonfirment I'effet de saccharose dans
'amélioration de la capacité de formation de Wiofdes souches isolées ainsi que la fiabilité
de la technique quantitative de microplaque datidn (PMT) par rapport a la méthode

gualitative sur gélose Rouge Congo (RCA) dansdiétdu pouvoir de formation de biofilm.

Mots clés parodontite, Bactéries anaérobies ,plaque sogsvgle, biofilm .



Abstract

Periodontitis is an infectious disease resulting in inflammation of the supporting tissues of the
teeth, loss of attachment and progressive aveolysis, itischaracterized by the formation of a
periodontal pocket. This disease isinduced by Gram-negative anaerobicbacteria such as the

red and orange complex.

The objective of thisstu dyis the phenotypic characterization of the Prevottella sp.,
Porphyromonas sp.et bacteroides sp.qui fent strains as part of the subgingival flora and the
evauation of the ability of these strains to biofilm formation. Another objective of
thisstudywas to compare guestionnaire data (socio-demographic parameters and ora hygiene
practices) between adult swith periodontal |esions and others who are free from periodontitis.

The study of the questionnaire data concerns 15 free from periodontitis and 20 with
periodontal lesions. Amongthese participants, samples of the subgingival plagues were
collectedfrom 06 healthy subjects and 09 subject swith periodontal lesions. The identification
is based on morphological characters, biochemical characters and antibiotic susceptibility
testing.

Bacteria strains were isolated from the subgingival plagues of subjects with periodonta
lesions. These isolates belong to 03 genera: Bacteroides sp. (28%), Prevottella sp. (36%) and
por phyromonas sp. (36%).

The results of the biofilm formation ability confirm the effect of sucrose in improving the
biofilm formation capacity of the isolated strains as well as the reliability of the quantitative
titration microplate (PMT) technique as compared to the method. red Congo agar (RCA) in

the study of biofilm formation power.

Key words: periodontitis, subgingival plague, anaerobicbacteria, biofilm,
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Liste des Abréviations

E.coli : Escherichia coli

EPS : exopolysaccharide

PAE : Pellicule Acquise Exogéne

MEC : Matrice extra cellulaire

Pg : Porphyromonas gingivalis.

AAC : Actinobacillus actinomecetemcomitans.
Tf : Tannerela forsythias.

Td : Treponema denticola

Spp : Toutes les especes ou plusieurs especes du genre.
Ec : Eikenella corrodens

Cc : Campylobacter concisus.

Cg : Capnocytophaga gingivalis

Cr : Capnocytophaga rectus

Cs: Campylobacter showae.

En : Eubacterium nodatum

Pi : Prevotella intermedia

Pn : Prevotella nigrescens

Pm : Prevotella melaninogenica

Fn : Fusobacterium nucleatum

BHIB : Bouillon coeur cervelle (Brian Heart Infusion Broth)
Strep : Streptocoque

CA-SFM : Comité de I'Antibiogramme-Société Francaise de dimlogie



DO : Densité optique

UFC : Unité formant colonie

PAI : polysaccharide andésine intercellulaire
RCA : Rouge Congo agar

PMT : Microplaque de titration 96 puits
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I ntroduction

Introduction :

La cavité buccale est un écosysteme dynamiquenapleae a équilibre fragile. Elle abrite
des micro-organismes divers qui constituent undééestructurale spécifique : le biofilm
buccal( Chardin et al. ,2006).

Le biofilm microbien a un effet important sur lans&ahumaine, en effet, plus de 60% des
infections rencontrées chez ’lhomme sont causéedgsabiofiimg(Li et Yu-mei, 2011).Le
biofilm le plus accessible se trouve dans la cadwitécale et il est appelé plaque dentaire
(Zijnge et al., 2012).

La plaque dentaire est un biofilm qui se dévelopgierellement sur les dents et se compose
d'environ 700 espéces bactériennes qui font pdetig&cosysteme complexe de la cavité
buccale(Kolenbrander et al., 2006).

Les interactions entre ces espéeces bactérienretesipremieres étapes de la colonisation
jusqu’a la formation des sous-gingivales matusest les principaux agents étiologiques des

maladies infectieuses de la bouche, comme la gtegt la parodontit@ang etal., 2011).

Les maladies parodontales sont des maladies nutttifalles, dont I'étiologie primaire est le
biofilm microbien. Des conditions spécifiques lieasssi bien a I'environnement qu’a I'h6te
déterminent la susceptibilité du sujet a développee flore bactérienne pathogene, une
infection et une réponse inflammatoire destructrice

La poche parodontale, Iésion élémentaire de ladoautite, constitue un environnement idéal
pour la colonisation et la prolifération de certsrespeces bactériennes, en particulier des
bactéries anaérobiet.ge H, 1965

De point de vue microbiologique, la flore commeagaiésente au niveau d’'un parodonte sain
est constituée principalement de bactéries Grantifpo®n mobiles, aérobies ou relativement
anaérobies. En présence d'une atteinte parodongal@aque sous gingivale est composée
surtout de bactéries Gram négatif, anaérobiedestrivec une grande proportion de motiles.
Ces bactéries possedent des facteurs de viruleérsomiecapables d’entrainer une destruction
tissulaire, WWiebe SH, 1996).




I ntroduction

De ce fait, et en tenant compte de toutes ces @snm@ a choisis de mettre la lumiere sur le

profil bactériologique de parodontite dans la régie Médéa.

L’objectif de ce travail est d’isoler quelques sbes anaérobies incriminées dans la maladie
parodontale a savoRorphyromonas, Prévotella et Bactéroidetsd’étudier leur pouvoir de

formation de biofilm .
Ce travail est constitué de quatre parties :

La premiére est une synthese bibliographique agsamble des informations sur le biofilm
buccale et sa physiologie. Nous décrirons commehuti-ci intervient dans la genése de la
maladie parodontale, avec ses signes et ses caititis, qui ne sont en fait que les motifs de
consultations de nos patients, par mettre en ardgs moyens nécessaires a I'élimination de
ce facteur, considéré jusqu’a présent comme phéaeteur étiologique.

La deuxieme partie détaille les matériels et métsod dont on a adopté la démarche

expérimentale suivante :

> Prélévements.
» Isolement et identification des souches cliniques.
» Evaluation de la formation de biofilm par deux noétes : (RCA, PMT, ).
La troisieme partie consacrée aux résultats etdistaission donne des résultats pertinents et

clairement argumentes.

Ce travail s’achéve par une conclusion généralepgunettra de tirer quelques perspectives

de prolongement a ce traval
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l. Généralité sur la cavité buccale

|.1.Généralité

La cavité buccale est I'entrée du tube digestifilulee digestif anatomiquement continu et
abrite environ 1%0'* micro-organismes, ce qui est plus que les quetqu®!® cellules qui
constituent le corps humain tout entier. Sur ldgdints sites du corps, la cavité orale est
l'une des plus densément peuplés et plus de 5@@esple micro-organismes ont été isolés a
partir de la cavité buccale en utilisant des métlsode biologie moléculaire récemment
développées. Ces micro-organismes colonisent lefaces orales ou ils forment un

consortium microbien appelé plague dentaire oulbiadral. (Takahashi , 2005)
1.2 .AAnatomie des organes dentaires

[.2.1 L'odonte :
et S émail

couronne ; | dentine

\ collet
| X_gencive
pulpe dentaire

racine

os alvéolaire

nerf, artére et veine

Figurel: Coupe d’'une de defDevals, Anne 2003).

Les dents sont des structures vivantes et minéesljsde couleur blanc ivoire. Grace au
parodonte, elles sont insérées dans I'os alvéotiérda méachoire, dessinant deux arcades
dentaires en forme de fer a cheval. On peut lesatien 3 parties : la racine et la couronne,

séparées par le coll@evals, , 2003 ; Danielle eil., 2005):

- Lacouronneest la partie visible de la dent, qui dépasse deteive
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- Le collet représente la limite entre la couronne et la racine

- La racine, non visible, est cachée par la gencive. Elle etardent dans I'os alvéolaire
((Woelfel , Scheid , 2007)

[.2.1.1. Les tissus dentaires

La dent est constituée de trois tissus minéraliémail, la dentine et le cément et d'un tissu
conjonctif : la pulpe dentaire composée notammennerfs et de vaisseaux sanguins qui
acheminent les éléments nourriciers vers la dentl'pdermédiaire de I'apex radiculaire
((Cavézian etal, 2006).

|.2.2. Le parodonte :

L’ensemble des tissus qui entoure, enveloppe dtestides dents s’appelle le parodonte : il
est constitué de quatre tissus différents, mirg&#aliou non : I'os alvéolaire, le desmodonte
(ou ligament alvéolo dentaire), le cément et la cgen Pourtant trés différents
anatomiquement et physiologiquement, ces tissugmibmmun le réle de soutien des dents
(Albert, Olivier, 1994)

1.2.2.1. La gencive

La gencive est la seule partie visible du parodoBte correspond a 'ensemble des tissus
épithéliaux et conjonctifs qui entourent les paritervicales des dents et qui recouvrent I'os
alvéolaire sous-jacent. La muqueuse gingivale, st portion de la muqueuse orale

kératinisée, de consistance plutdt ferme.

Des vaisseaux sanguins parcourent le tissu comj@iatonnent a la gencive sa couleur rose
pale, corail chez les personnes de couleur claibez les individus a la peau mate, elle sera

plus foncée et parfois piquetée de bfatbert, Olivier, 1994).

1.2.2.2 Le desmodonte

Le desmodonte, ou ligament alvéolodentaire ou pmarad, est un tissu conjonctif
fibrocellulaire dense, non minéralisé et tres vis@e, qui s’étend entre l'alvéole osseuse et
la racine dentaire. Il est composé de nombreudmesfide collagéne (et en moindres
proportions oxytalanes, réticulées et élastiquesyraupées en faisceaux, et d'un
compartiment cellulaire formé essentiellement dwofilastes (synthétisant le collagéne),
cémentoblastes et ostéoblas{étary , 2011 ; Margar et .Fehrenba , 2006 ; Lorimie.et
Kemoun., 2012)

Y
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1.2.2.3 Le cément

Le cément radiculaire recouvre la racine dentaié constitue I'interface entre la dentine et
les tissus desmodontal et gingiwalll ancre les fibres de collagene du ligamentlawtent,
pour l'unir a I'os alvéolaire : il constitue dona elément du parodonte, alors qu’il fait
anatomiquement partie de la dent. C’est un tissyooatif a peu prées aussi dur que l'os,

fortement minéralis€, avasculaire et non innébeéimier . , Kemoun., 2012).

1.2.2.4 L’os alvéolaire

C’est un tissu minéralisé, dur. Il protege et sufgptes dents (temporaires et permanentes),
dont les racines sont enchassées dans les prooéslaales, qui délimitent les cavités
alvéolaires et doivent leur développement a lagirés des dents dont ils dépendent : en effet,
ils se résorberont a la disparition des dents. Baulong de la vie, I'os alvéolaire subit,
comme les autres 0s, les mécanismes cycligues m@anrements osseuxLorimier.,
Kemoun,2012).

II. Le pouvoir de formation de biofilm

[1.1.Définition :

Le biofilm est une communauté structurée de micgaismes, se fixant a une surface inerte
ou vivante et réunis au sein d’une matrice d’exlygaccharides adhésive et protectrice qu’ils
secretent (Jain et al. ,2011) Cest une structure vivante en perpétuel remaniemint
constitue le mode de vie majoritaire des micro-nig@es, par opposition a I'état
planctonique, libre et isolé dans I'environnemésnt (Espinasse etl. , 2010)Biofilm peut

étre constitué d’une ou plusieurs espéces de mgaosmegBehlou, et Gilmore, 2008).

II.2.Etapes de formation des biofilms :

Les bactéries semblent initier la formation d'urofihin en réponse a une pression

environnementaléAnnous. etal ., 2009 )telle que le manque d’oxygene et de nutriments ou
la présence d’'un traitemerf/u. etal ., 2009)Les biofilms peuvent se développer sur une
grande variété de surfaces incluant les tissumtsydes dispositifs médicaux, ou tout autre
support retrouvé dans le sol ou dans les miliewaagues. On distingue généralement cing

étapes de formation de biofilrfiralaro et al., 2008) .
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I1.2.1. L’adhérence réversible :

En milieu liguide ou exposé a I'humidité, les baiet® planctoniques s’approchent d’'une
surface solidepar mouvement brownien, par sédimentation ou pabilité active (présence
de flagelle} (Hagiby, etal ., 2011).Elles s’y attachent de maniere réversible desantems
non spécifiques, électrostatiques et élerodynamsiq@ette étape est influencée par des
conditions environnementales impliquant le pH, hoglarité, la température, la concentration
en oxygene et en nutriments et I'hydrodynamiquéiluide .L’adhérence des bactéries est
egalement influencée par la nature de la surfat@ymment sa rugosité et son hydrophobicité.
Les bactéries adherent facilement sur une surfageeuse, hydrophobe et non polaire
(Beloin, etal ., 2005 ) .

[1.2.2. L’adhérence irréversible :

La fixation a la surface solide devient irréversibén raison de la production d’exo
polysaccharide par les bactéries et surtout grates structures d’adhérence variables selon
les espéces bactériennes, par exemple les fiméties curli pourkE.coli, qui interagissent

avec des récepteurs spécifiques présents surféecsyBeloin, etal ., 2005 ) .

11.2.3. Le développement précoce du biofilm :
Les bactéries se multiplient lentement et contihaenproduire des exopolysaccharides.Elles
s’agrégent entre elles et forment des micro cofynigli sont protégées par la matrice ex

polysaccharidiqugJacobsen, eal ., 2008) .

[1.2.4. La maturation du biofilm :

L’architecture complexe du biofilm se met en plagec la formation de canaux aqueux et de
pores entre les micro colonies permettant I'achemint d’oxygéne et de nutriments
nécessaires a la croissance de micro-organisfRelkesson. etal , 2008), ainsi que
I'élimination des déchetsTénke etal , 2006) La production et la sécrétion d’enzymes ou de
toxines provoque la dégradation des résidus présenians les surfaces environnantes et

permet ainsi la libération de nutrimeidsacobsen, SM etl , 2008).

11.2.5. Le détachement de bactéries :
Pour que la densité bactérienne sur une surfacé aeeindre 10 Un biofilm est

approximativement constitué de 85% de matrice eglidaire et de 15% de
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microorganismesBehlou, et Gilmore, 2008)La matrice extracellulaire est principalement
constituée d'eau (97%) et incluse également degnpoks d’exo-polysaccharides, de
protéines, des phospholipides, des nutriments stnaétabolites. Cette matrice a un réle
protecteur et un role structu@eloin, etal ,2005).

Les bactéries acquiérent un mode de croissancephysologie et un métabolisme différent
des bactéries planctoniques. Ces changements gpénas résultent d’une révolution du
profil d’expression de leurs genes. Toutes cessfoamations sont coordonnées grace a un
systeme de communication entre les bactéries dhérme espece au sein du biofilm, appelé
guorum sensin@gBehlou, etal , 2008 ) Ce systeme est fondé sur la production de mascul
diffusibles par les bactéries, par exemples les$-lamyoserinelactones chez les bactéries a
Gram négatif, qui donnent une indication de la dénsellulaire dans un environnement
donné(Filloux, et Vallet, 2003.

Les biofiims matures possédent une structure tedsionnelle avec plusieurs
microenvironnements différents qui évoluent seloa imolarité, le pH et la densité cellulaire
Du fait de cette hétérogénéité, I'état métaboliqume bactérie differe selon sa localisation il
existe une variété de phénotypes bactériens awseiiofilm. Les contacts rapprochés entre
les micro-organismes favorisent le transfert hariabde matériel génétique. Ce phénomene
pourrait notamment facilité la propagation des géme résistance aux antibiotiques
(Trautner, et Darouiche , 2004).Cellules/crf, des bactéries se détachent du biofilm et se
dispersent dans le milieu environnant apres un uret@ [I'état planctonique.
Traditionnellement, le détachement de bactériec@ssidéré comme un phénomene passif,
dépendant notamment des forces du flux du miliensdiequel le biofilm se trouve.
Cependant, le détachement de bactéries peut avssurée stratégie active, initiée par les
bactéries elles mémes, leur permettant de colomisenouvelles surfaces et de survivre
lorsque I'espace et les nutriments deviennent éisnit.es bactéries peuvent se détacher seules
ou par petits ou gros amas selon les mécanismdgjiép. Comme pour les autres étapes, le
détachement de bactéries est un processus compdexe implique des signaux
environnementaux et une communication entre leghas Ainsi un biofilm établi constitue
un réservoir de bactéries viables, capables d’atdwniser d’autres surfac€doshi, etal ,
2010).

-
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Figure 02 : Schéma présentant les étapes du développementfdmkiiyannick etal,
2014)

[1.3. La composition du biofilm dentaire

Le biofilm est constituée d’'une matrice extra deile et des bactéries.

[1.3.1. La matrice extra cellulaire :

L’adhésion des bactéries colonisatrices primairesRPAE déclenche des modifications
Phénotypiques de ces micro-organismes aboutisdargyaithese de MEC. Cette PAE est une
mince couche organique, homogene tenace qui seefsunles surfaces exposées dons la
cavité buccale. Elle est acellulaire, c’'est —a-diépourvue de micro-organisme ( ni bactéries
,ni autre cellules) ;jusqu’au moment ou les baegdommencent a s'y accumuler .La PAE
favorise la colonisation bactérienne. Progressivémedes colonies se développent et
s’organisent en élaborant la matrice intercellelaidinsi, le volume et I'épaisseur de la
plaque dentaire augmentent, on appelle se proceksyhase de maturation. La substance
inter-bactérienne est composée de glycoprotéinasisas, de bactéries lysée set de la MEC
bactérienne. La MEC est composée de 25% de phassuse mais aussi de saccharides
(dextranes, levanes, autres polysaccharides, ghyeggamyloectine), de sucres simples,
lipides, protéines, oligo-éléments, ions calciumpébsphates. Les hydrates de carbone
(polysaccharides, fructanes (ou levanes) et ghgéme dextranes) représentent 20%du poids
sec de biofilm. lls servent de source énergétiqoer pes bactéries ou jouent le réle de
charpente de la matrice et de la structure du lbidia MEC est synthétisée a partir des
sucres de [lalimentation, sous l'action d’enzymesactériennes, telles que la

glycosyltransférase ou encore la fructosyltransi&(@erger, 2010).

)
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[1.3.2. Les bactéries :

Plus d'une douzaine d'entre elles sont aujourd’blaissées comme pathogenes pour le
parodonte .Parmi celles-ci, on compte surtout kddsies Gram négatives, notamment Pg,
AAC, Tf, Td.

Certaines de ces bactéries possédent des prophé&ébkimiques importantes pour la
pathogénese des maladies parodontales .Elles apables de Co-agrégation, c'est-a-dire
gu’elles forment avec une ou plusieurs espéces atgeties des agrégats hétérogenes
dénommés complexes ou clustéBocransky et al.1998-1999.Un équilibre écologique
stable S’établit au fur et & mesure dans ces complet parmi les bactéries impliquées on
différencie les complexes tres pathogenes et legplExes peu pathogenes.

* Actinobacillusactinomycetemcomitans sérotype kjui forme un complexe a lui seul,
n'ayant pas pu étre rapproché des autres bactéries.

* le complexe jaune formé de Streptococcus spp.

* le complexe vert :Capnocytophagaspp., AAC sérotype a, Ec et Cc.

* le complexe violet Veillonella parvula et Actinomycesodontolyticus.

* le complexe orange Cg, Cr, Cs, En, Pi, Pn, Pm, et les sous-especEan.de

* le complexe rouge Pg, Tf et Td.

A. naeslundii 2
(A. viscosus)

S. mitis
S. oralis
S. sanquis C.gracilis

Streptococcus sp
S. gordonu
S. intermedius S. constellatus

S. noxia
A. actino. b

Figure 03 les complexes bactériens 8ecransky etal. (1998)

L’existence de ces complexes repose sur le failegibactéries qui les composent sont plus
souvent retrouvées ensemble gqu'avec celles dessawmmplexes. Certaines bactéries
pourraient sécréter des facteurs de croissancelpsautres. De plus, des associations inter

complexes existent, le complexe orange étant faténiié au complexe rouge, et les
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complexes jaune et vert étant eux aussi en relafidtherbert et al. 2004 ; Dufour et
Svoboda , 2010).

Il.4. La plaque dentaire :

Les accumulations bactériennes retrouvées daravigé duccale se présentent sous forme de
biofilms avec des aspects différents selon leur@pdmnais aussi leur composition et leurs
activités métaboliques. Le terme générique dedgys dentaire est utilisé pour regrouper ces

biofilms.
11.4.1. Composition de la plaque dentaire

La plague dentaire se compose de micro-organisind'sige matrice inter bactérienne. Elle
contient environ 20% de solides organiques et muigues et 80% de matiére solide . La

plaque dentaire compte plusieurs especes bactésaui se distinguent par :

+« Leur paroi gram+ ou gram- : la coloration est baméda plus grande perméabilité de
la paroi des gram a I'alcool.

% Leur métabolisme :

- Aérobie stricte : micro-organisme qui peut vivre s développer en présence
d’'oxygeéne .

- Anaérobie stricte : micro-organisme qui se dévetopgeulement en l'absence
d’'oxygene .

- Anaérobie facultatif : peut croitre dans un milipaurvu ou non d’oxygene, cela
concerne la majorité des bactéries.

% Leur forme

- Sphérique : coques, exemple : Streptocoques

- Cylindriques : batonnet ou filament, exemples :tbbacilles ou Actinomyceétes

- Incurvée/ spiralée : vibrions ou spirochéte, exempglreponema denticolaDufour,
etal.,1992).

11.4.2. La matrice de la plague dentaire

On appelle matrice intercellulaire la substanceriftactérienne élaborée par les bactéries
elles-mémes, appelée glycocalyx et enrichie péérdifits composants provenant de la salive,
du fluide gingivale ou des aliments mais aussi y&tesne de stockage extracellulaire des

bactéries constitué essentiellement d’hydrates atbooe. Le glycocalyx va apporter un

-
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caractére hydrophile a la plaque lui assurant umméegtion contre le dessechement des

d’espéeces spécifiqgues qui pour certaines deviemgahogenes.
I1.4.3.Formation de la plaque dentaire

Le biofilm est un dép6t mou , adhérent, de couldanc-jaunatre a la surface des dents et des
matériaux de restauration dentaire . Celui-ci senéoen quelques heures et ne peut etre
éliminé par un simple jet d’eau sous pression . &@&mnent va permettre de différencier la
vraie plaque dentaire de taateriae albaconstituée de dépots alimentaires, de leucocytes
désagrégés, de cellules épithéliales desquaméis raicro-organismes. Par contre,on ne la
retrouve pas au niveau des surfaces concernéela ffiaction au cours de la mastication
(cuspides). Ce biofilm peut étre éliminé par brgsseais se reconstituera sur la pellicule

acquise exogene (PAEImamurat, 2003).
I1.4.4. Plaque supra-gingivale et plaque sous-gingale

Il est essentiel de distinguer la plaque supratgaig de la plaque sous-gingivale,car le
milieu ou elles se constituent a des caractéristdjfiérentes.

-plaque supra-gingivale: De couleur blanc-jam atre elle est située efemibuvert (adhére a
la surface dentaire).C'est la premiere a se foreteslle est composée de bactéries aérobies
gram + cariogenesStreptococcus mutans,StreptococcusSalivarius @t@reccusSanguinis.
L’auto-nettoyage par salive est primordiale et dmaentration en oxygene est élevée .Cette
zone est exposée aux mecanismes d’attrition proprda cavité buccale (mastication

,déglutition, phonation,)et est directement actéssiu brossage.

- plague sous-gingivale située en milieu fermé (sillon gingivale et pegbarodontale),elle
est baignée par le fluide gingivale presque exehrsient anaérobie. Elle est moins adhérente
et moins dense que la plague supra-gingivale.L:aettoyage par la salive est nettement
diminué et la concentration en oxygene est faible y retrouve une flore de type parodonto-

pathogene dotée d’'un métabolisme anaérofreamurat, 2003).

I1.6. Classification du biofilm dentaire

[1.6.1. Biofilm supra-gingival :

N’est cliniquement détectable que lorsqu’il attaine certaine épaisseur, il apparait alors
comme un enduit blanc jaunéatre localisé tout d'dbler long du rebord gingival. Son

identification se réalise soit a I'aide d’'une sonldplacée sur la surface dentaire soit par

.
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coloration. La plaque débutante (moins de 7 joast)caractérisée par de forte proportions
d’'espéces des complexes jaune, pourpre et oraagdadue d’épaisseur modérée contient
d’'importantes proportions d’actinomyces et d’espéda complexe pourpre, tandis que les

plagues épaisses, matures, contiennent de foxpsmions de complexes vert et orange.

[1.6.2. Biofilm sous-gingival :

Il constitue la continuité apicale du biofilm sumgiagival, il est a I'origine des maladies
parodontales. Une colonisation initiale par dedéyées des complexes jaune, vert et pourpre
en méme temps que les actinomyces modifient 'enviement dans le biofilm, permettent
aux bactéries du complexe orange d'abord, puisneaficelle du complexe rouge de se
développer et de devenir majoritaires dans lesillnisf sous-gingivaux.(Bercey et
Tenembaum ,1996 ; Ouhayoun, , 2012)

T

Figure 04: Biofilm supra et sous-gingival selon les complexXasctériensBercey et
Tenembaum ,1996).

lll. Les maladies parodontales

[11.1. Définition

La maladie parodontale est une infection poly nii@one et multifactorielle initiée par la
présence de bactéries dans le sulcus gingival. deesieres généerent une Inflammation
tissulaire qui peut entrainer une destruction darlient alvéolaire, de I'os sous-jacent et du
cément allant jusqu'a la perte de la dent. La caapte inflammatoire résulte de I'agression
microbienne modulée par la réponse immunitairétagd (Taba etal . ,2012 ; Gomez et

al. ,2009 ) On distingue deux grandes familles d’affectioasoplontales:

12
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* Les gingivites
Les gingivites provoquées par la plaque bactérieepeesentent I'atteinte gingivale la
Plus fréquente. Elle peut survenir a tout age awex prévalence pouvant Atteindre 50 a
100% dans la population adul{Expertise et Inserm, 1999 ; Struillou x, 2002)cette
atteinte gingivale est réversible, le contréle aglaque permet un retour a la Normale. Elle
n'atteint que le parodonte superfic{glxpertise et Inserm,1999 ).

* Les parodontites
Si la gingivite n'est pas traitée, elle peut évolea parodontite, la plaque et sa Population
bactérienne descendent de plus en plus profondésnestla zone du sulcus (le Sillon situé
entre le bord de la gencive et la dent). La répanammatoire du corps Provoque une
rétraction des gencives et ainsi une séparatiota @kent. Des espaces qui S’appellent des
poches, se forment entre les gencives et les d€hssicie , 2003 ; Meurman el ., 2006) .
La plupart des microorganismes intervenant danspaeéologies sont des bacillesGiam
négatif, anaérobies strict§Porphyromonasgingivalis, Prevotellaintermedia, aeaila
forsythia, Fusobacteriumnucleatum, Campylobactetug, Treponemadenticol&)Sixou M
etal ., 1994 ).

l1l.2. Les différents types de parodontites :

[11.2.1.1a parodontite chronique :

La parodontite chronique est la forme la plus cemendes maladies parodontales .Sa
prévalence est plus élevé chez l'adulte mais edlat aussi survenir chez l'enfant . la
destruction des tissus de soutien est reliée &élsepce de facteurs locaux .elle est associée a
un schéma bactériologique versatile. Nous retrosivéréquemment du tartre sous-
gingivale .Son taux de progression est lent a m&odgec de possibles périodes de rapide
progression. Cette augmentation du de taux pragresseut étre en relation avec la
modification ou I'apparition de facteurs locauxst®mique ou environnementaux qui agiront
sur la réponse de I'h6te. les facteurs locaux petuirdluencer I'accumulation des plaques
alors que les facteurs systémiques (diabete, Vildsetonditions hormonales) influenceront
les décences de I'hGte .les facteurs environnemaentals la cigarette ou le stress
influenceront a la fois la réponse de I'h6te etdlamulation de la plaque. La perte d’attache
et l'alvéolés sont progressives, leur classificatge fait en fonction de I'étendue et de la
sévérité de I'atteinte. Elles peuvent donc étre :

s
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*Localisées :moins de 30% de sites atteints

*Géneéralisées:plus de 30% de sites atteingg-lemming ,1999).

TABLEAU 01: bactéries de la flore présente dans Igparodontite chronique (Afssaps,
2001).

Bactéries Fréquence d'isolemexst lolactéries
Actinobacillusactinomycetemcomitans +
Campylobacter rectus +
Eikenellacorrodens +
Fusobacteriumnucleatum +
Micromonas micros +
Porphyromonasgingivalis +
Prevotellaintermedia +
Prevotellamelaninogénica +

+,++ ou +++ fréquence d’isolement des bactérie

[11.2.2.La Parodontite agressive :

La parodontite agressive est une maladie infeciensrainant une inflammation des tissus de
soutien des dents, une perte d’'attache et une lgbasorapide . elle est caractérisée par la
formation d’une poche parodontale et/ ou d’'unesémn gingivale. Il existe habituellement
une incidence familiale. La dénomination, « « pardde agressive » »,a été choisie car elle
moins restrictive que la précédente ,, la parotl@tidébut précoce, qui été trop dépendante
de I'age du patient. Toute fois la nouvelle désigma« « parodontite agressive localisée » »
recoupe ; en général, le schéma clinique des amesemparodontites, juvéniles localisées, La
parodontite agressive représente une entité speéejfclairement différente de la parodontite
chronique .La perte d’attachement et I'avéolyset sapide ; leur classification se fait en

fonction de I'étendue de l'atteinte ainsi que laéséé. Elles peuvent donc étre :
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*Localisées :moins de 30% des sites sont atteints.

*Géneéralisées plus de 30% de sites atteinfSonetti, et Mombelli ,1999).

Tableau 02 : bactéries de la flore présente dansslgarodontites agressives (Afssaps,
2001).

Bactéries Fréquence d’isolement des bactéries
Aggregatibacteractinomycetemcomitgns ++
Bacteroidesforsythus +
Campylobacterrectus +
Eikenellacorodens +
Porphyromonasgingivalis +++
Prevotellaintermedia +
Spirochetes ( Treponemasp.) +

+,++ ou +++ fréguence d’isolment des bactéries
[11.3.Etiologies :

Définies comme étant d'origine infectieuse aupamgvéiaboutissement a la destruction

parodontale avec ou sans poches requiert la ré@manéme temps d’'un certain nombre de
conditions inspirées du modéle de Sokransky qui sénessaires, mais non suffisante sen
elles-mémes afin d’engendrer des dommages tissslapuatre d’entre elles sont décrites
dans la littérature.

[11.3.1. La présence de bactéries pathogénes :

La flore buccale de I'héte abrite de nombreusesespbactériennes, certaines font partie

de la flore commensale compatible avec la santédpatale du milieu buccal, et peuvent

par moment devenir virulentes par 'augmentatiorede nombre ou influencées par d’autres

especes. Alors que d’autres, sont considérées tBemésponsables de la perte d’attache dans
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certaines parodontites par leur capacité d’envahitissus parodontaux profonds.

[11.3.2. L'absence de bactéries protectrices :

Cette flore porte le nom de pro biotique car lextérdes vivent en symbiose dans
'écosystéme buccal, leur présence en proportiofiisante est indispensable dans la
maintenance de la santé parodontale. Elles sostd®#nées comme antagonistes aux bactéries
saccharo lytiques dont certaines espéecestidgptocoquequi s’'opposent auRorphyromonas
gingivalis, ActinobacillusActinomycetemcomitans et les Spirochedes sein du biofilm

bactérien.

[11.3.3.Environnement dento-gingival adéquat :

La difference de profil entre les bactéries aérmbé anaérobies, sous-entend qu’elles
nécessitent deux milieux spécifigues et adéquatmpatibles avec leur croissance et
multiplication. Les variations de certains factephg/siques comme le potentiel d’oxydo —
réduction (parametre critique déterminant), la §im®@s osmotique et la température
conditionnent fortiori leurs habitats. Par consggul’accumulation de tartre et le saignement
issu de l'inflammation est en faveur de la croisgades souches virulentes, en fournissant
trois facteurs primordiaux source de nutrition §ode fer constituants I'hémoglobine),
chaleur et anaérobiose. Facteurs de risque de iesleatieuses et parodontales.

[11.3.4. Défaillance acquise ou innée de I'héte :

Les polymorphonucleaires et les monocytes constities moyens de défenses de I'hote
Contre l'infection. Si leurs nombres ou fonctiomsisaltérés au décours de certaines maladies
générales telle que : la neutropénie, les agrapidses, les aplasies médullaires;
'envahissement des tissus parodontaux profonddaesité par les agents agresseurs. De
méme, un dysfonctionnement des monocytes peut @nstaté par une surproduction
d’interleukines (IL-}) génétiquement chez certains individus, ou perg étquis par la

surconsommation de tab@charon etal . , 2010).

[1l.4. L’évaluation du risque parodontal :

La susceptibilité des individus a développer un&adia parodontale est tres variable.
Selon 'académie américaine de parodontologiealiéation du risque permet d’estimer la
probabilité de survenue d’évenements indésiraldesl@s évaluations qualitatives et

guantitatives suite a des expositions a des fexwamgereux pour la santé ou de I'absence

.
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D’influences génétiques. Le risque en parodontelaw peut s’apprécier qu’a travers qu’'un
seul paramétre, mais la combinaison de plusiegexi; permet l'identification précoce des
personnes concernées et la mise en ceuvre des nug/prsvention.

[11.4.1. Facteurs liés au patient :

[11.4.1.1.Le contrble de plaque :

L’évaluation du risque d’accumulation de la platpaetérienne est treés significatif car son
réle dans I'étiopathogénie n’est plus a démontrer.

Par ailleurs, le brossage biquotidien participa &tuction de la charge microbienne, et par
conséquent le maintien de la santé parodo(fatichard , 2015).

111.4.1.2. L’age :

Il semblerait qu’il existe une corrélation étro@etre le vieillissement et la prévalence des
maladies parodontales, que les personnes agéegsrédigposées aux parodontites ; car la
majorité atteintes de pathologies, sont sous traitdés. Certains médicaments sont
responsables de la réduction du flux salivairepDe I'hygiéne est négligée, et participe

a I'apparition de la maladie parodontglattout et Mattout , 2003)

[11.4.1.3. Le Tabac :

Aujourd’hui, la consommation du tabac est admisedpanombreux auteurs comme un

facteur de risque de survenue et de progressitm maladie parodontale. Le risque est de 2,5
a 6 fois plus fréquent chez les fumeurs. On coasiae perte clinique plus importante de
I'attache épithéliale, de lyses osseuses, et yueaisccrue de récessions gingivales chez les
fumeurs, mais il est tout a fait sournois car lemifestations cliniques sont moins marquées
gue chez les non-fumeurs ; une réponse inflamneatéuite, une hypersialie et un fluide

gingival moins important lié a l'interaction avea Iicotine qui stimule la libération

d’adrénaline.

l11.4.1.4.diabéte :

Les sujets diabétigues ont une plus grande présalate la maladie parodontale, le

mécanisme d’action de cette maladie chronique Htpxg par trois théories : vasculaire,

immunologique et colla génique. Le maintien dedaté parodontale est axé sur un équilibre
glycémique adéqudtBouchard , 2015)
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l1l.4.2.Facteurs liés a la dent :

I11.4.2.1.Position de la dent au niveau de l'arcade

Toute malposition, malocclusion, ou encombrementtalee influence I'hygiene, en
conséquence la maturation de la plaque bactérismece de perte d’attache et de lyse
osseusé Bouchard , 2015)

[11.4.2.2. Restaurations iatrogenes :

Les reproductions de I'aspect anatomique des dientsspect des limites cervicales, ainsi que
I'espace biologique, par les obturations et lesatgations prothétiques ; sont les conditions
clefs du maintien de l'intégrité de I'organe dergaét son parodonte.

[11.4.2.3.Altération de la réeponse de I'hote :

La réponse de I'hdte est déterminante dans la géraes infections microbiennes par
l'intervention de I'immunité non spécifique et spigpie. Donc la dégradation de ['état
général par certaines maladies comme : les leuséftagranulocytose, la thrombocytopénie,
les troubles leucocytaires, entraine une déficieted’ immunité favorisant la destruction
parodontal€Pierrard ,2015).

[11.4.2.4. Le risque génétique :
Le polymorphisme génétique est responsable devéadiié de réponse de chaque individu.

Le phénotype hyper inflammatoire est une partidciéldnien répandue.

111.4.2.5. Le stress :

Le stress est la réponse psychosomatique d’un isrgandevant la perception d’'un défi ou
d’'une menace. Le stress agit sur le parodontgaoitvoie systémique soit par voie locale, en
altérant ses défenses immunitaires, et en dévatbpges para fonctions compensatoires
causant des prejudices directs sur le parodorgsi-a-dire que I'adaptation individuelle au

stress est plus impliquée dans la genése de lalpgit(Pierrard , 2015).
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Gingivte | Maladie parodontale | Maladie parodontale
: phase teminale

Genclve Tartre
inflammatoiro

Figure SEvaluation de la maladie parodontal.

[11.5. Relation entre état parodontal et flore sousgingivale :
[11.5.1. Composition de la flore des sites sains eles sites malades :

Depuis plus d'un siéecle, toutes la génération ddobistes sont arrivées a la conclusion
suivantes : la composition de la flore sous ginigivdes sujets présentes un parodonte sain
differe de selle des sujets présentant une paropatitie. En générale la quantité des
bactéries est plus importante chez les avec patibeloque chez les sujets exempts de
maladie. Les plus grandes différences se situentvaau des especes des complexes rouge et
orange ; en effet le nombre de bactéries appartedances deux complexes est
significativement plus élevé chez les individus aparodontite (Socransky et Haffajee
2000-2005).

|\Aa|ac‘lie

paro c]o ntale

Figure 06: comparaison entre dent sans probleme parodontaleet avec probleme

parodontal.
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[11.5.1.1. PARODONTE SAINS :

La sante parodontal peut étre définie comme urséate dans le temps de chaque des quatre
tissus parodontaux suivants : gencive os alvéolagment, ligament parodontal .on trouve
dans les sites sains ou assainis des germes privcenanilieu buccal et de la plaque dentaire.
La composition de la flore microbienne associééa sante parodontal varie cependant en

fonction de I'age et des antécédents de maladapatale :

*chez les sujets jeunes, la charge bactérienraiveient faible, la flore principalement
composée de gram positif , streptocoque ,actinesiyet seulement environ 15% de gram

négatifs

*chez les sujets agés sans antécédents de maladidontale autre que la gingivite, on
constate que le pourcentage de gram — peut montequp 45% : on retrouve

Fusobacteriummucleatum, Porphyromonasgingivalis/Brelaintermedia,.

*chez les patients présentant des antécédents ldeimparodontale, on trouve au niveau des
sites assainis une flore bactérienne semblable, 8%% de gram négatif. LA probabilité de
présenter au niveau de site sains des bactéri@s gégatif augmente avec I'dge et les
antécédents de maladie parodontale, il est proluplgdda présence de ce bactéries pathogenes
majore le risque d’apparition ou de résurgenceadadladigDarveau etal ., 2000-1997 )

Figure Treprésente une photo de parodonte sain.

111.5.1.2. Parodontite :

La flore de la poche parodontale est beaucoupg®#use que celle de la gingivite .elle varie

en fonction de la localisation :

*la plague supra-gingivale est comparable a cellgigivite

20
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*la plague sous gingivale est composée surtoutpabactéries anaérobies a gram négatif. La
composition de la poche parodontale est donc daastiessentiellement d’anaérobie ,de
bactérie a gram — et de spirochétes .Pour la glypaygene est toxique et elle ne requiérent
pas de carbonates . Beaucoup d’especes vivent guace protéines de fluide gingivale
,d’autregrace aux produits dérivés du métabolisfaaties especes (association bactérienne
spécifiqug. (Darveau etal. , 2000-1997 ).

Figure 8eprésente une parodontite

Tableau 03 : composition de la flore sous-gingivalen fonction de I'état de santé
parodontale Darveau etal ., 2000-1997

Etat sain Parodontite

Bacrérie aérobies ou facultatives 75% 10%
Bactéries anaérobies 25% 90%
Bactéries gram positifs 85% 25%

Bactéries gram négatifs 15% 75%
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l1l.6.La flore parodontopathogénes :

Les maladies parodontales sont d’origine bactédeéncomposante inflammatoire, sont

dites aussi infections mixtes, complexes faisarterwenir plusieurs types d’espéces
microbiennes parodontopathogenéBierrard et al . , 2015) Ces micro-organismes font
partie de la flore commensale de la cavité orald’ltfige. Tout changement qualitatif ou
guantitatif peut influencer I'équilibre de cet égsteme buccal, et aboutit a I'apparition de
maladies localement. Le macrobiote de la pochedoatale, a fait I'ceuvre de plusieurs
études depuis les annéesl1930ostalonga et Herzberg , 2008Néanmoins, les techniques
d’acquisition d’'information génétique par la méthode séquencage jadis ont permis aux
enquéteurs de définir les espéces bactériennesnssples de l'initiation et la progression de
la maladie. En 1998, Sigmund Sokransky a regro@®bactéries en complexes qui sont
associés a une couleur en fonction de leur degwirdlence, les plus pertinents font partie du
complexe rouge qui contieforphyromonas gingivalgont la multiplication peut altérer le
fondement des éléments nutritifs des niches bactéeis et rompre I'équilibre et les régles de
la symbios€Kudva etal ., 2010)

[11.6.1. Les principales bactéries parodontopathogenes
D’apres Verner (2007),« I'identification des différents parodontaux denles résultats
suivant :

*Porphyromonas gingivalis

Bacille de petites taille, gram négatif , anaérdairect, non sporulé et immobile , colonie de
1-3mm, ronde, crémeuse, bords irréguliers , lissegdrophobes, hémolytiques et

marron ,Catalase négatif, oxydase négatif .
*Prevotella intermedia :

Bacille gram négatif, anaérobie strict, non sporilémobile,colonie de 1-4mm, lisse, bombé

bords irréguliers, hydrophobes, non hémolytiqueggdfoncé ,opaques

*Bacteroides

Ce sont des bacilles, Gram-, catalase+, oxydaseipbile, anaérobies.

Il existe d’autres bactéries qui interviennent denparodontopathogéne#\ggrégatibacter
Actinomycemtemcomitans ,Capnocytophaga ,Eikenetl@dens Fusobacteriumnucleatum

Tannerella forsyth.
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Dans ce deuxiéme chapitre, nous décrivons les éshatilisées ainsi que le matériel ayant

servi dans I'élaboration, la réalisation et I'abss¢ment de notre étude.
1. Lieu et période d’étude

Ce travail a été réalisé durant la période allzgaird a mai 2018 au niveau du laboratoire de

la faculté des sciences - Université YAHIA Farddédéa.
2. Type d'étude

Il s’agit d’une caractérisation phénotypique dédee bactérienne anaérobie de la plaque
sous-gingivale chez Neuf (09) patients présentaatparodontite et six (06) sujets sains.

3. Objectifs de I'étude
» Objectif principal

Cette travail a pour objectif principale d’étes caractérisations phénotypique de
prevottella sp. , porphyromonas spacteroides spChez les atteintes parodontite.

-L’évaluation de I'aptitude des souches isoléesreér un biofilm bucco-dentaire
» Objectif secondaire

L’évaluation de [I'impact des parametres du ques@ine (les parametres Socio
démographiques, économiques et culturels et lestipea d’hygiéne bucco-dentaire) sur
I'atteinte parodontal.

4. Population d’étude

Cette étude a ciblé des personnes se présentaseraice clinique dentaire privé (Dr
MOSBAOUI Bilal .Médéa.) pour des soins et de cantro

L’examen clinique de chacun de ces sujets a ébétett par médecin dentiste qui applique les
recommandations de I'organisation mondial de s@DMS 1987 ; OMS 1997).

Les sujets concernés sont ceux qui ont réponducetefes d’inclusion et d’exclusion que
nous avons établie pour atteindre les objectifsatte étude .Chacun d’entre eux a rempli un

guestionnaire médicaux-dentaire avant d’effectegarélévemen(Voir annexe 01).
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4.1. Les criteres d’inclusion

Notre étude concerne des sujets agés de 23a 30eaznseuf (09) personnes présentaient une

parodontite et les six (06) sujets n'avaient auaitteinte parodontale (sains) .

4.2. Les criteres d’exclusion

* L’antibiothérapie dans les derniers 3 mois
» Présence des implants prosthétiques fixes ou nsobile
* Avoir moins de 24 dents permanentes

» Patients avec mauvaise hygiéne (ne se brossetgpdsents)
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. matériels

|.1.Matériels de prélevement la plague sous-gingive

- Pointe de papier

- rouleaux de coton

1.2. Milieu de culture
- Gélose Colombia ( Oxoid, England) .
- Bouillon cceur Cervelle(BHIB) ( Oxoid,Basingstoke)J

- Gélose de Rouge Congo

|.3. Matériels de culture anoxique
- Jarre d’anaérobie et générateur de Gaz
v Jarre anaérobie (BD GasPAEEZ container, USA)
v' Sachets générateurs d’anaérobiose, GasPack( BrGASEZ ,USA)

|.4.Disques d’antibiotiques

Vancomycine

Amoxicilline

Kanamycine

Collistine

1.5. Matériels d’étude du biofilm dentaire
-Microplaque de titration (96puits)

-Lecture de microplaque

1.6. Les détergents de nettoyage et de stérilisatio
- I'eau d’javel

-alcool

-éthanol 69%

-I'eau de robinet
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- solution PBS
|.7. autres matériels
- Microscope optique
- Balance, Plaque chauffante, Vortex,

- Etuve, Autoclave, Réfrigérateur

- Les boites de pétri, tubes Eppendorf,

- Les lames, les lamelles, pipette pasteur
- Ecouvillons stérile

- Microplaque 1000ul

- Bain marie

- Bec benzeéne
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Il. Méthodes
[I.1. Echantillonnage
11.1.1. Prélevement de la flore sous gingival

Les prélevements de la plague sous-gingivale coroér09 sujets présente un attient
parodontal et 06 sujets indemnes de parodonteprEévement ont été soigneusement

effectués dans des conditions d’asepsie, par Dsbadiui B. (dentiste prévis .Médéa.).

Les préléevements ont été effectués le matin 12Bsaler dernier brossage de la dent, et 2h

apres le dernier rep@é/olf ,2005).

11.1.2. Site de prélevement

Le choix du site de prélevement se fait apres apatles signes habituels d’activité de la
maladie(Verner ,2006):

e saignement au sondage
* indice gingival

e perte d’attache

e profondeur de poche

Aprés avoir considéré ces différents paramsetrBniques et radiologiques, le site de
prélevement est choisi, par exemple au niveamed’'dent présentant la poche Ila plus
profonde d’'un quadran{Wolf ,2005). Si plusieurs sites d’'un quadrant présentent une
profondeur de poche identique, le choix du site pagevement se fera de facon arbitraire.
Les préléevements peuvent se faire par paolsibe par site. En pool, les prélevements
de différents sites sont placés dans un ménileu de transport. En site par site,

chaque site a son milieu de transport.
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[1.1.3. Techniques de prélevement

Les deux méthodes les plus couramment dsiggour collecter la plaque sous
gingivale sont le prélevement a la curette l&e prélevement par pointe de papier
(Loomer ,2004). Ces techniques requiérent toutes deux ['éktmom préalable de la

plague supra gingivale pour empécher la comation ou la dilution de I'échantillon.
Dans notre étude nous choisissons la méthode deepie papier
> Prélevement a la pointe de papier
Cette technique s’effectue selon le protocole suiva
* suppression de toute la plague microbienne supgivgile

e introduction d’'une pointe de papier propre adéie parcelle stérile dans la poche
parodontale et la laisser 30 secondes.

* Retirer la pointe de papier et la placer dans be tppendorf

Le procédé peut étre répété plusieurs fois si estanécessaire afin d’obtenir une quantité
suffisante de contenant de plaque.

Deux regles importantes sont a respecter :

* |l ne faut pas contaminer I'échantillon prélevé pae flore normale

» |l faut réduire au maximum le contact avec I'oxygéte I'air.

Figure 9: prélevement par pointe de papier stérile.
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[1.1.4. Transport des prélevements au laboratoire

Les prélevements ont été transportés en anaérobiosaboratoire de microbiologie de la

faculté des sciences-Université de Yahia Farés édést-

Les prélevements ont été analysés dans un détlpeassant pas les 2 h apres prélévement.

-

Figure 10Les Eppendrof contenant le prélevement bactérien.

[1.2. Analyse des prélevements

Au niveau de laboratoire, les pointes de papigpréé&evement sont immédiatement déposées
dans des tubes Eppendrof contenant 1ml de BHIBuié# pour préparer les dilutions

[1.2.1. Préparation des dilutions

La dilution va permettre de réalisé la culture @i avec une densité moins importante et

donc analysable. On les prépare en suivant cestap

- Bien homogénéiser les tubes Eppendorf contenahtdendant 30 secondes a l'aide
d’un vortex
- A partir de cette suspension mére, on prépare ilefods décimales allant de 1@

10“*dans des tubes Eppendorf contenant 900 ul du bouBHIB pré réduit.

|
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[1.2.2. Ensemencement et incubation
Le prélévement est ensemencé pur et dilu&etl0”:
- 100ul de la solution mére et de dilutions?1€t 10* sont ensemencés sur les boites
pétri contenant la gélose Columbia au sang.
- Puis, les boites sont incubées en anaérobioseddarjarres a 37°C pendant 5 a7 jours
en utilisant des sachets générateurs d’anaérob{@ENbag, GENbox) et le

dessiccateur.

Figure llpréparation des dilutions (photo originale).

v' Atmosphére anaérobie

L’anaérobiose peut étre obtenue de difféerentes énesi Elle permet de cultiver les bactéries
les plus sensibles a I'oxygéne. D’excellents régsiltsont néanmoins obtenues, pour les
bactéries rencontrées en clinique humaine, aveailess anaérobies .des sachets générateurs
d’anaérobiose sont introduits dans ces jai@sllier et al. ,2004) (figure 14).

v les GENbox :
Avant de déposer les boites pétri dans la jarrggut la nettoyée et désinfectée a l'aide de
I'alcool dans une zone stérile ;
Apres on place les boites pétri ensemencées dgansdg
On ouvre le sachet d’aluminium et on sort le géeéirad’anaérobios@/oir figure 12), on le
place dans la jarre immédiatement, par ce que eaisesbrti de son emballage protecteur, le

sachet s'active au contact de I'air ; avant dedetenjarre on utilise I'huile de paraffine
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On ferme la jarre tout en positionnant et on ajusson couvercle. Et on l'incube a 37C°

pendant 5a7 jours.

Figure 12: sachet d’aluminium comporte le générateur GENbox

v les GENbag :
Dans une zone stérile on ouvre la poche (le systepuehe anaérobie GasPak EZ anaérobie),
on place les boites de pétri ensemencées a léntéde cette poche qui peut contenirde 1 a 4
boites ; Ouvrir le sachet d’aluminium ; sortir léngrateur d’anaérobiose ; on le place dans la
poche dans I'immédiat pour que I'atmosphére redtéradans le sachet sera completir(
figure 13)
On place le générateur dans la poche réformablelasdoites de pétri a I'intérieur. Aprés on
ferme la poche tout pressant sur les parties dertaeture a glissiére I'une contre l'autre

incuber le systeme a poche a 37C° pendant 5 &g.jou

" ;m”,mm' ; " ‘
= —‘ !
Anae : b < i
3 »

L4

Figure 13:sachet d’aluminium comporte le générateur GENbag.
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v" Mode d’emploi de la jarre
- Placer les boites de Pétri dans la jarre ;
- Ajouter I'indicateur d’anaérobiose ;
- Ouvrir le sachet aluminium, sortir le génératetle mettre immédiatement dedans ;

- Fermer immédiatement la jarre et incuber.

Figure 14 :a gauche un dessiccateur (remplace la jarre) cantam sachet générateur
d’anaérobiose Genbox et a droite une poche sté@itieenant un Genbag (photo personnelle)

[1.2.3. Repiquage

Le repiquage consiste a isoler les colonies pouderidbdes cultures pures a partir d’'un
mélange de colonies bactériennes comme suit :

-A partir des boites de pétri incubées, on effeqiliesieurs repiquages en se basant sur
I'aspect macroscopique des colonies.

-prélever chaque colonie d’aspect distinct a I'aitée 'anse de platine stérile (ou Pipette
pasteur stérile).

-ensemencer les milieux de cultures (gélose au)spagles colonies prélevées selon le
méthode des quadrants, qui ont ensuite incubéesldgarre en anaérobiose a 37C° pendant
5a7 jours.

Notre étude concerne les bactéries pigmentées iempuartenant au genkRorphyromonas

sp. , Bactéroides sp. et Prévotella sp.

E



Matériel et méthodes

11.2.4. Deuxiéme repiquage (subculture)

Apres incubation, les milieux gélosés seront caésr&isuellement pour éliminer les boites

contaminées. Ensuite, un deuxiéme repiquage comdesnboites contaminées pour obtenir

des boites de cultures bactériennes pures qui &oatanalysées pour identifier les espéces

bactériennes de la plaque supra-gingivale.

11.3. Identification phénotypiques des isolats

L’identification bactérienne est basée sur I'examecroscopique et macroscopique, les tests

biochimiques et le test de sensibilité aux antiqies(Mégraud ,1994).
Les tests suivants ont été réalisés pour chaque deiculture pure obtenue:
[1.3.1. Caractéres microscopiques

Les techniques d’examen microscopique permettétalolir une pré-identification pour le
microorganisme étudié.
11.3.1.1. L’état frais

Cet examen permet d’apprécier la forme et la mébili faut éviter de confondre la mobilité

d’'une bactérie avec les mouvements browniens.

Une goutte de I'eau distillée est déposée au celetla lame, puis ensemencé par une pipette
Pasteur contenant la culture pure de colonies stegppuis la recouvrir par une en évitant de

créer de bulles d’air. L'observation se fait pacrascope optique (grossissement x 100).
[1.3.1.2. Coloration de Gram

L’examen au microscope du préléevement aprés cadorde Gram permet de repérer quelque

fois la prédominance d’un type bactérien ( coccbaailles) et d’orienter le diagnostic

-Les bactéries a Gram positif apparaissent entv@eam-+).
-Les bactéries a Gram négatif apparaissent en@rsen-).

+ Réalisation d'un frottis
e Coloration de Gram
e Observation

La préparation des réactifs et Mode opérat@iogre annexe 03).

=
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[1.3.2. Caractéres macroscopiques

L’étude macroscopique consiste & une observatidized nu des colonies bactériennes
Présentes dans les boites de pétri afin de dém&earactéristiques :

- Odeur fétide caractéristique des anaérobies

- Aspect morphologique des colonies

- Présence de pigmentation noire des colonies
L’'aspect macroscopique des colonies est détermprés incubation a 37°C sur gélose

Columbia au sang pendant 2 jours.
[1.3.3. Caractéres biochimiques
[1.3.3.1. Test de catalase

Le test de catalase est utilisé pour détecterdagnce de I'enzyme catalase. La catalase est
une enzyme qui décompose le peroxyde d’hydroge@©P) en oxygéne gazeux et en eau,
un dégagement gazeux abondant sous forme de mowskebulles traduit la décomposition
de I'eau oxygénée sous l'action de la catalase.

Pour mettre en évidence cette enzyme, une partia delonie suspecte est diluée dans une
goutte d’eau oxygénée sur une lame stérile .Le gifgant de bulles de gaz indique la

présence de la catala@dlen et al.).

Figure 19 est de catalase (photo personnelle).
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2.3.3.2. Test de cytochrome- oxydase

Ce test permet de déterminer si un micro-organiguossede le systeme enzymatique
(cytochrome c¢) lui permettant d'utiliser I'oxygénére (O2) comme accepteur final
d’électron dans la chaine respiratoire. Il estiséah l'aide de disques préts a I'emploi,
imprégneés du réactifN-diméthylparaphénylene dianfineeyral et al. ,2007 ; Joffin etal
.,2006) :

- ATlaide de pinces placer un disque d’oxydase s@ lame porte objet.

- Chaoisir une colonie bien isolée et représentatevéactulture fraiche a tester.

- Prélever la colonie choisie a I'aide d’une ans@ldéne stérilisée.

- Frotter doucement la colonie sur le disque et alesdiapparition d’'une coloration

- violette dans un délai de 30 secondes.

Positive Négative

Figul6 : Teste oxydase
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11.3.4. Test de sensibilité aux antibiotiques
11.3.4.1. Principe

La détermination de la sensibilité aux antibiotsjaeété réalisée par la méthode de diffusion
des disques imprégnés d’antibiotiques sur milielu@bia au sang. Le but de la réalisation
d’'un antibiogramme est de prédire la sensibilitéendgerme a un ou plusieurs antibiotiques
pour établir un tableau thérapeutique. Dans lagmtésétude I'antibiogramme est un critere
ultime d’identification qui nous a permis de diff@cier entre les trois genresrphyromonas

sp., Prévotella sp. et Bactéroides sp.

11.3.4.2. Technique
-A partir de la colonie bactérienne incubée

-Avec un écouvillon essoré, ensemencer toute laceirde la gélose Columbia au sang en

stries serrées (successivement 3 orientation cecdke60C°)

Déposer les disque a la surface de la gélosesemplgiquant délicatement a la pince stérile
(CASFM, 2015).

-Il faut incubée les boiter a4C° pendant 4h.
Puis incuber les boiter en anaérobiose a 37C°med@heures.

En raison de la non disponibilité des APl 20 Aiséés pour lidentification des bactéries
anaerobies, on a pu se baser sur une autre aierrditdentification qui est le test de
sensibilité aux antibiotiques ; sachant que lestémms pigmentées en noir sont soit
Porphyromona sp., Bactéroides sp. ou Prévotsflaet pour ces trois genre on peut faire la
discrimination entre les trois genre par les temisbiotiques : kanamycine, vancomycine et la

colistineet amoxicilline .

[1.3.4.3. Lecture

Les souches bactériennes peut étre définie comnséhtexS), intermédiaire(l) ou
résistance(RICA-SFM ,2005

=
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[1.4. Les méthodes d’étude de la formation de bidfn

Dans le cas des maladies a biofilm mixté. slagit d’étudier les facteurs de
virulence/persistance de bactéries vivam ®iofilm, dans des environnements

soumis a différents paramét{@®uchard etal.,2015).

Bien que la standardisation des méthodes udkét des biofilms soit aujourd’hui
nécessaire. Plusieurs stratégies in vitro pgent de modéliser les biofilms. La grande
majorité des études sur les biofilms sordlisées en monoculture. C'est- a - dire que
'on étudie des biofilms formés d'une se@spece de microorganisme.

Les meéthodes utilisées sont soit des méthalatiques (culture en plaques de micro
titrages et analyse apres coloration auyst@l violet) Soit des méthodes

dynamiques comme des chambres en flux.

11.4.1. Méthodes des microplaques de titration

Les microplaques utilisées étaient en polgstgr comportant 96 puits sur lesquelles les
bactéries vont adhérer et former un biofilm. La hoée des microplaques detitration au
cristal violet, mise au point paO’'Toole et Kolter (1998)est une technique trés
utilisée, pour la formation de biofilm@Niu et Gilbert, 2004 ; Pierce eal.,, 2008).
C’est une technigue colorimétrique basée lsysrincipe que le cristal violet se lie de
maniére proportionnelle a la biomasse du ilbiofNiu et Gilbert, 2004)En effet cette
technique de coloration permet de visualies cellules qui s’attachent a la surface
et se colorent en pourpre avec le cristalet, alors que les surfaces abiotiques ne
sont pas coloréefPratt et Kolter, 1998)On a effectué latechnigue de microplaque
de titration en utilisant deux milieux(BHIB ET BHIB additionné de 2% de

saccharose) pour tester I'effet de saccharoske spouvoir de formation de biofilm

.
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2.4.1.1. Technique

-A partir des colonies isolée®drphyromonas sp., Prévotella sp., Bactéroideg sp.

effectuer des cultures d'une nuit dans labeux BHIB et BHIB+2% saccharose.

-Aprés 24 heures, ajuster le DO des susmpens bactériennes a 0.5

McFarland(I'équivalent de QFC/mI) & la longueur d’onde 600 nm.

-Inoculer chaque puits de la microplaque tdetion (96 puits) avec 20D de la

suspension ajustée

-Incuber les microplaques en anaérobiose & 3Fendant 48 heures dél-Ahmad,
2012)

-laver les microplaques 3 fois par la solitiPBS (phosphate -buffered saline pH=7)

pour éliminer les cellules bactériennes nonéegthtes

-sécher les plaques a 60°C pendant 10 mn rengsir puits par le Crystal violet a 0.1%
pendant 10 mr{(Al -Ahmad, 2012)

-laver les microplaques 3 fois par I'eau diééll

-laisser les microplaques sécher a 60°C pend@ntin.

-introduire dans chaque puit 200de I'éthanol et la laisser 15 min
2.4.1.2. Lecture

La lecture de densité optique se fait adéad'un lecteur de microplaques (bioTek,

Allemagne) a 570 nm
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2.4.1.3. Calcul de la valeur seuil de DO minimal et DO maximale

D’apres Al-Ahmad et al.2014) les valeurs seuil de DO minimale (DO MinJ2O
maximale (DO Max) ont été calculées selon flasnules suivantes:

DOwin=DO moyennddu témoin+ (33 de DO du temoin).

DO yax = 3% DQuin

d: l'écart type.

Selon ces deux valeurs seuils, les souclaetétiennes isolées ont été classées en trois

catégories:
Cl:souches non productrices de biofilm si DQ4DN
C2:souches modérément productrices de biofilms;BO@O<DOyax.

C3 : souches fortement productrices de biofilnD€)>DOyax

Cristal Violet

Tests en microplaque
coloration au violet de
gentiane

Vue de cote

: 6 f " 3
: L -

. i
“ A LA 1
ST . . <~ ) - .' G
{ AL 4 4 ! @ Vue de dessus | & 35|
Coloration au violet de gentiane " Biofilm + biofilm -

dans les plaques ellsa 96 puits

Biofilm + biofilm -

G:oculation / Croissance  Lavage Coloration

s s e

O\. iﬁca’
iR
O

Figure 17 :Formation de biofilm en microplagugellifa, 2014)
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[1.4.2. Méthode de Rouge Congo

La méthode du Rouge Congo est une méthadditajivg Freeman etal., 1989). La
gélose Rouge Congo est un milieu t@mvenable pour la détection de souches
productrices de slime. Sur ce milieu, lesuches exprimant le PIA (polysaccharide
intercellularadhesin) donnent des coloniesaesoiavec une surface rugueuse contre des
colonies de couleur rouge et a surface ligseur les souches PIA négatif
(Ziebuhretal. ,2001).

[1.4.2.1. Technique
-Préparer la gélose Rouge Congo en utilisant:

Le bouillon BHIB 37 g/L, saccharose 50 g/L, a@@rg/L et I'indicateur Rouge Congo 0.8
o/L.

-Ensemencer en stries une colonie a la curfdune boite de gélose Rouge Congo
(RCA).

-Incuber les boites en anaérobiose a 37°C pendldmeures
11.4.2.2. Lecture

Les souches productrices de biofilm donnesd dolonies noires a surface rugueuse
contre des colonies rouges a surfasselipour les souches non productrices

debiofilm.

Figure 18 : Culture sur la gélose Rouge Congtou et al., 2012).
(A) RCA-positive (colonies noires)B) RCA-positive (colonies noireg};) RCA-négative

(colonies rouges)
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|. Résultats de I'analyse statistique des données duestionnaire :

20 sujets présentant des poches parodontales ied@éBnes de parodontite qui habitent la
région Médéa ont répondu aux criteres d’inclusioml’exclusion, parmi ces prélevements

nous avons analysé 09 patients ayant des Iésioodqrdales et 06 indemnes de parodontite

L’age moyen de la population est de 27ans, ave@mmitude de 23a 30 ans.

l.1.Les parametres sociodémographiques et I'hygiernmicco-dentaire de I'échantillon :

Les fréquences de différents parametres sociod@pbigiues, et les frequences d’hygiéne
sont présentés dans Eapleau 1 annexe 4)

1.1.1. Répartition selon I'age et sexe

Ce travail a concerné 35 adultes des deux sexssd@gé3 a 30 ans. Avec une moyenne d’age

de27 ans. La répatrtition des participants selagel'@st présentée dans la figure suivante:

Iesgef_fectlfs tran Ch e d 1 a g e

8 4

7 .

6 .

5 W sains
4 H malade
3 .

2 .

1 .

0 - population

23-25 25-27 27-29 29-31

Figure 20 :représente la répartition des deux populatiorenseanche d’age

Nos résultat sont révélé que dans le groupe dedssijdemnes de parodontite,9 (60%)
personnes appartiennent a la tranche d’age 23-27Ean6 (40%) appartiennent a la tranche
d’age 27-30.

Dans le second groupe 20 sujets ont été incrindaés cette étude, 8d'entre eux sont agés de
23 a 27 ans, 4 appartiennent a la tranche d’ag028s et 8 sujets sont agés de 27-29 ans qui

est la tranche d’age la plus représentée dansocpgr
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Une étude rapportée pAtban dar et ramas (2002)sur des étudiants ougandais, a montre
que le taux de prévalence des parodontites estfdeuplus élevé chez les adultes que chez
les enfants dgés de 13 a 15 ans.

pourcentage% selon le sexe

m femme

B homme

Figure 21: la répartition des deux populations selon leesex

Dans notre échantillon 43% des patients étaiesede masculin et 57 % de sexe féminin. On
note une nette prédominance féminine. Cette obsenvanilite en faveur de I'nypothese de la
prédisposition des patientes de sexe féminin alogpé une parodontite par rapport aux
patients de sexe masculin. Les résultats rapppaeBenoist (2004)ont mis en évidence une
prédilection pour le sexe féminin. Il considére ¢geindividus de sexe féminin ont un risque
de parodontite plus élevé dans une période autia Buberté, mais que cette prédisposition,
par rapport aux individus de sexe masculin baigee Bage.

En outre,Politis et Badawi (2010) ont réalisé une étude rétrospective dont I'objexdt de
déterminer la prévalence de la parodontite Sur 4iBts présentant une parodontite, Le
rapport hommes atteints de parodontite / femmiesnegs de parodontite est égale a 0,63

(61% de femmes face a 39% d’hommes).

1.2. Les parametres cliniques :

Les fréquences des différents parametres cliniqpas les sujets avec et sans Iésions
parodontales sont présentées déntableau 01 annexe 04).
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1.2.1 Répartition selon fréquence de brossage desnds :
Les fréquences de brossage des dents des dewatiopsiisont présentées danditpre
(22).

fréquence %

60 - fréquence de brossage des dents
50 -

40 -
M sains
30 A
H malade
20 -

10 +

0 - population

irreguliére 1 fois 2 fois 3 fois

Figure 22 :Les fréquences de brossage des dents pour legpdputation

Les fréquences de brossage des dents pour lespdpuiations sont révéléue (86 %) des
sujets indemnes des lésions parodontales se laosgaotidiennement les dents. Parmi eux,
(40%) indiquent se brosser les dents une foigquas et (13.33%) deux fois par jour Alors
gue, 50% des sujets a une lésion parodontale assdient les dents Irrégulierement et 20%
qui se brosse deux foins par jours ce qui est fissuft pour assurer une bonne hygiéne
bucco-dentaire

Il est admis aujourd’hui que pour agir efficacemeantre 'accumulation de la plaque, le
brossage doit étre effectué apres les repas. Issége du soir est également le plus important
dans la mesure ou, durant la nuit, la sécrétionaed diminue ; or la salive participe entre
autres a la protection des dents. L’hygiene buarttairea pour objectif d’éliminer la totalité
de la plaque bactérienne dont la présence estpenssable au développement de la
parodontite(Muller et al., 1997)De ce fait, 'hygiéne bucco-dentaire influence diegnent
sur la maladie parodontite.

En effet, une bonne hygiéne bucco-dentaire et poraen fluor, en particulier en application
local grace a des dentifrices qui en contiennentjradient I'influence de I'alimentation dans

la formation de la parodonti{dinnig, 2002).
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1.2.2 Répartition selon saignement de la gencive :

Les fréguences de saignement de la gencive des mplEuxations sont illustrées dans la
(figure 23.)

requence s S@ignement de gencive
56,00% -
54,00% -
52,00% -
50,00% -
48,00% -
46,00% -
44,00% -
42,00% -
40,00% -

population

sains malade

Figure 23 Réparation de fréquence de saignement de germivalé brossage des

dents chez les deux populations

La fréquence de saignement de la gencive lors aleshge est plus importante chez les sujets
ayant des poches parodontales (71%) que chezeeisdgmne de parodontite (29%).
L’examen clinique effectué par le dentiste indidmu@résence des poches parodontales a leur
début ou bien associées a une gingivite.

Le saignement de la gencive lors de brossage dds deut étre un signe de gingivite. Les
facteurs a l'origine de la transition de la sardgéoplontale a la gingivite sont une combinaison
d’exposition bactérienne, de colonisation et urichissement en bactéries Gram - dont, le
taux passant de 15 a 5q@arverau ,1997).1l est indiqué dans plusieurs travaux antécédents
gue la prédominance des bactéries Gram — en cgindwite engendre le développement

d’'une parodontite par la suite.
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1.2.3. La répatrtition selon la frequence de tabagise et d’alcoolisme :

Les fréquences de tabagismes et alcoolisme despiguMations sont figurées par la suite :

fréquence% tabagisme et alcolisme
25 -

20 A
15 A

10 - W tabagisme et alcolisme

population
sains maladie

Figure : 24les fréguences de tabagisme et alcoolisme poulel@s populations

Nous remarquons que la fréequence de consommatanod! et de tabac chez les sujets
malades est peu élevée par rapport les sujets makerde Iésions parodontales. Ces
fréquences moins importantes sont dues a la prédmoe féminine dans la présente étude
avec 9 femmes contre 6 hommes pour le groupe ééssademnes de lésions et 11 femmes
contre 9 hommes pour les sujets avec parodontitié.eSt connu que les femmes qui fument
sont mal vues et maudites par notre société.

Le tabagisme reste un facteur de risque de matedlaontales de fait que : Le monoxyde de
carbone contenu dans la fumée de la cigarette ifsvta croissance bactérienne. De plus, la
nicotine entraine une oxydation cellulaire, dimidaevascularisation gingivale et inhibe la
production de collagendenenbaumet ,2003; Calasal., 2005 ; Tenernbaum, 2003 ).

Les fumeurs présentent des variation qualitatidesla flore sous-gingivale, avec une
augmentation de la prévalence et la proportionbdeseries Gram négatif pigmentés en noir
(porpyromonassp ,Prevotellasp et Bacteroidesp) (Sixo et al,1996.)En outre, le tabagisme
est un facteur de risque de gingivite ulcéro-niéque aigue et est associé a une augmentation
de la profondeur des poches parodontales, derla gétache de parodontale et de la perte

d’os alvéolaire.
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1.2.4. La répatrtition des fréequences de la mauvais®leine :
Les frequences de la mauvaise haliene chez les gepulationssont ilustrées dans la
figure(25)

mauvaise haleine

fréquence%
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
O _

B mauvaise haleine

population
sains malade

Figure : 25 La répartition de fréquence de mauvaise haleiee s deux populations.

La fréquence de mauvaise haleine est plus élevée s sujets présentant des Iésions
parodontales (63%) que chez les sujets indemndssiens (37%). Nos résultats sont en
accord avec ceux rapportés p#OCEINI (2016) notant un pourcentage trés bas des sujets

indemnes de Iésions ayant une mauvaise haleine.

La maladie parodontale est un facteur potentiel aprtribue a la mauvaise haleine. Le
manque d’hygiéne bucco-dentaire, y compris le mande brossage dentaire, la non
utilisation des bains de bouche anti-plague ebla dentaire, est un facteur de risque de la
mauvaise haleinéPratibba et al., 2006) .

La mauvais haleine est relativemnet associeepaelsence des microflore bactériennes. Une
étude réalisée pafFéryavi et al. en 1999)a révélé des fréquences d’isolement du genre
Prevotella(bactérie anaérobie Gram -) significativement @igvées chez les enfants qui ont

une mauvaise haleine (19%) par rapport a ceux’quot pas ce probleme.
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2. Résultats de I'analyse des prélevements :

Les prélevements de la plaque sous gingivale deujis (9) présentant une parodontite et 6
indemnes de parodontite) ont été réalisés par DSBEOUI (médecin dentiste privés-
Médéa-), ils sont transportés au laboratoire dadalté des sciences -Université Yahia Farés
de Médéa-. Pour la caractérisation phénotypiques sieiches Gram — , anaérobies et a
pigmentation noire a savoir desrpyromonassp ,prévotella.sp et bacteroidesp qui sont

responsable de la parodontite.

2 .1.Résultats de l'identification phénotypique dessolats
2.1. 1.Résultats de I'examen microscopique de pédfement

2.1.1.1. L'états frais

L’état frais de tous les prélévements des plaqaas-gingivales des deux Populations nous a
permis de constater que la microflore bactérierme&at derniers est immobile. Des études
antérieures ont considéré que le grand nombre detries anaérobies a Gram négatif
immobiles est un signe de Iésions parodontaNesri et al. ,2001),cela justifie probablement

la présence de ces bactéries dans nos prélevements.

2.1.1.2. Coloration de gram

L’observation par la coloration de Gram nous a peiae recenser la coloration de Gram des
prélevements dentaires des sujets ayant ou indedesekesions parodontales sont colorées
par la couleur rose ce qui signifiées que lessesibactériennes sont des Gram(-) ce qui est
en accord avec les résultats d’'une étude antérjiRazkiewicz, 2006)De méme, les Bacilles
étaient prédominants par rapport aux coccobaglies tous les prélevements analyféasir

Figure 26et le tableau 4).

=
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Figure 26 observation microscopique de coloration de grapho{o personnelle)

(Grossissement x100).

Tableau 04: les résultats de la forme, la mobilité et Cdiomde Gram de différents isolats.

Isolats Forme Mobilité Coloration de Gram
Al Bacille Immobile Gram -
A2 Court Bacille Immobile Gram -
A3 Bacille Immobile Gram -
A4 Coccobacille Immobile Gram-
A5 Coccobacille Immobile Gram -
A6 Coccobacille Immobile Gram -
A7 Bacille Immobile Gram -
A8 Bacille Immobile Gram -
A9 Court Bacille Immobile Gram-
A10 Coccobacille Immobile Gram-
All Court Bacille Immobile Gram-
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2.1. 2.Résultats de I'examen macroscopique de pegement.

Les bactéries ont été cultivées, repiquées smilleu Columbia au sang en anaérobiose a
37C° | 5-7 jours pour les deux populations. Aprédecpériode incubation les colonies a
pigmentation noire ont été poussées sur le milieavec des tailles différentes (petite,
moyenne et grande) et de forme variable (lisse bgora bord..) .( voir les figure 27,28)

Photo 27: Représente les colonies bactériennes #ig@ement chez les sujets présente un
|ésions parodontal.

o S s e

Photo 28 :Représente les colonies bactériennes aprés 'igvieahez les sujets sains

Aprés le repiquage sur milieu Columbia addition®eséng dansles mémes conditions de
croissance, les colonies obtenues sont des colgniess et noires (Voir la figure 29).

E
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Photo 29 Représente les colonies bactériennes apres lgueagge chez les sujets maladie

(photo personnelle)

» Comparaison entre les colonies obtenues des dewgpplations :

D’aprés les colonies présente dans(fegire 27, 28,29)précédentes nous remargquons
gue plusieurs morphotypes identiques ont été isblgartir des plaques sous-gingivales
des deux populations, la difféerence entre le pouegge des bactéries des deux

populations est illustrée dans la figure suivdRigure 30).

frequence % frequence des population

20 -
15 A

10 A

m frequence%

. population
sains malade

Figure 30 :fréquence d’isolement des bactéries chez les pdepulations.

La fréquence d’isolement des bactéries anaérobggaenmtées en noiPorphyromonassp.
Prévotella sp, Bactéroides sp) était plus importante en cas d'une atteinte partade
(16.66%) par rapport a la plaque sains (3.33%)uwendique que la composition de la flore

sous-gingivale des sujet présentant un parodoime sifere de celle des sujets présentant
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une parodontopathie. Les grandes différences wensiau niveau des especes des complexes
rouge et orange ; en effet, le nombre de bactéqgmrtenant a ces deux complexes est
significativement plus éléve chez les individus aymarodontite(Socrasnsky ,2005).a
culture bactérienne en anaérobiose sur géloseraudss préléevements des plaques sous -
gingivales a permis l'isolement des bactéries aimés Une étude réalisée sur la microflore
des maladies parodontalg®arveau ,1997a montré une forte ressemblance avec la

composition bactérienne des prélevements de platpiastre étude

2.1.3. Résultat de l'identification biochimique.

> Test de la catalase

Les résultats du test catalase indiquent queulsaart des isolats ne possedent pas I'enzyme
catalase, donc catalase (-), et certaines d’awtsequlent I'enzyme donc sont des Catalase

positive(+) ce qui est d’'accord avec les résubiaterieurgVerner., 2006).

Figure 3Résultat de teste Catalase

» Test cytochrome oxydase

Les résultats obtenus montrent qu'il n'ya pas uage de couleur vers le violet, donc les
isolats sont dépourvus d’oxydase donc sont desasegl-) ce qui d’accord avec les études
de(Verner., 2007).

E
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Figure 3Résultats de test oxydase

Tableau 05 Résultats des testes catalase et oxydase datsisol

Isolats

Catalase

Oxydase

+

A10

All

E
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2.1.4. Résultats d’'identification des isolats pda Sensibilité aux antibiotiques

L'antibiogramme est classiquement utilisé en bexdtgie médicale afin de déterminer la
sensibilité bactérienne a différentes moléculetbeiques. Cette méthode permet également
de contréler immédiatement la présence d'un mutantd'une résistance inductible, de
distinguer l'effet antagoniste ou synergique d'association de deux antibiotiques de cet
examen appliqués aux bactéries anaérobies et daipgde la cavité buccale apportent des
informations importantes au clinicien afin qu'iligge choisir I'antibiotique ou l'association de

molécules antibiotiques la plus appropriée.

Tableau 06 :Représente I'ensemble des résultats de la setsibilla résistance des souches

étudie par antibiogramme

Les souches AMX VA KAN COL
Al S S R R
A2 S S R S
A3 S S R R
A4 S S R R
A5 S R R R
A6 S S R S
A7 S R R R
A8 S S R R
A9 S R R R
Al10 S S R S
All S S R S

AMX : Amoxicille, VA : Vancomycine, KAN :KanamycineCOL :Colistine.

S : souche sensible R : souche résistante .

La détermination de la sensibilité des souchegésohux antibiotiques choisis nous a permis
de regrouperles 11 isolats en trois (03) espéePesvotella sp, Bacteroides sp,

Porphyromonas sp.es résultats sont détaillé par la Suite




Résultats et discussion

2.1.4.1. Porphyromonas :

Ce sont des coccobacilles de petite taille, Gragatifé immobile, non sporulé, anaérobie
strict.

Les colonies de 1-3nm, ronde, crémeuse, bord iliEguisse, hémolytique et marron
Catalase négatif, Oxydase négé@¥érner, 2007).

Les résultats des sensibilités aux antibiotiques Bgurent dans le tableau suivante :

Tableau 07: Résultats de la sensibilité pgerphromonas .spux antibiotiques :

Souches AMX VA KAN COL

Porpyromonas | S S R R

AMX : Amoxicille, VA : Vancomycine, KAN :KanamycineCOL :Colistine.

S : souche sensible.R : souche résistante

Dans cette étude, le genRorphyromonas spétait aussi présent dans les plagques sous-
gingivales des deux populations, avec des fréqeertifférentes. Les résultats de la
sensibilité aux antibiotiques confirment la résise@a dePorphyromonassp. a la Colistine
(CA-SFM, 2015)Des etudes antécedentes ont réevélé une prévaleimeteé de
Porphyromonasspet d'autres bactéries anaérobies appartenant dunplgu Bacteroides
(Prevotellasp. Capnocytophaga ,et Bacteroidgs) dans la plaque sous-gingival des sujets
malades ayant une parodontite et ils étaient mio@ggients chez les sujets saik®i(ser et

al., 2008, ces souches colonisent la plague dentaire enagissant avec d’autres bactéries,
tels que le groupe des streptocoques of@aep etal.,2008)et elle ont été liees a diverses
maladies orales telles que les maladies parodentdlda carie dentair@Nadkarni et al.
2004).

Photo 3&antibiogramme dporhyromonasp
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2.1.4.2. Bactéroides
Ce sont des bacilles, Gram-, catalase+, oxydaseipbile, anaérobies, non pigmentées.
Les résultats des sensibilités aux antibiotiqupsréis dans le tableau suivantes :

Tableau 8 Reésultats de la sensibilité Bactéroidesp. aux antibiotiques :

Souches AMX VA KAN COL

Bacteroidess. | S S R S

AMX : Amoxicille, VA : Vancomycine, KAN :KanamycineCOL :Colistine.
S : souche sensible.R : souche résistante .

La souchéBacteroidesp. Etait présente dans les prélévements des lésgies des deux
populations conformément aux résultats des étuskeegenteéPreza etal., 2008) le test de
Sensibilité aux antibiotiques confirme la résiseamde cette souche a la Kanamycine
(Dubreuil, 2006).

Photo 34ntibiogramme dbacteroidesp

2.1.4.3. Prévotella

Ce sont des courts bacilles, Gram-, catalase-,asg/limmobile, anaérobies, non sporule .
Colonie de 1-4nm, lisse, bombé, bords, irrégulieos, hémolytique beige fonce opaque.
Catalase -, oxydase-
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Tableau 9 :Résultats de la sensibilité Beevotellasp. Aux antibiotiques :

Souches AMX VA KAN COL

Prevotella S R R R

AMX : Amoxicille, VA : Vancomycine, KAN :KanamycineCOL :Colistine.

S : souche sensible R : souche résistante

L’identification phénotypique des prélevements lnesien anaérobiose a révéle la présence
de la souch@revotellasp. Dans les plaques sous-gingivales des deux popusatie test de
Sensibilité aux antibiotiqgues confirme qu’il s’adit genrePrévotellaa cause de sa résistance
a la Vancomycine et la colistine conformément asultats de I'antibiogramme établi dans
D’autres travauXDubreuil, 2006 ; CA-SFM, 2015).

Le genre Prevotella sp. se trouve dans les plagdgmsires supra et sous-gingivales, la salive,
la

Muqueuse buccale et dans la zone de I'amygdale davité buccaleeslles sont fréquemment
observées chez les individus sains et ne sont gagest associées a des maladies. Cette
bactérie est I'une des colonisateurs précoces d®uahe des enfants, par agrégation avec
d'autres espéces bactérienftdaraldsson, 2005)et son isolement a partir des prélévements
dentaires des deux populations étudiées est eélaton avec les résultats cités par d’autres
auteurqTanner etal., 2011).

A -

Photo 3antibiogramme dprévotellasp.

&
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La répartition de Porphyromonassp.,Prévotellasp.etBactéroidessp. Isolées en cas de
parodontite :
Les fréguences des souches isolées chez les prgstntant des parodontites sont présentées

dans la figure suivani@/oir figure 36).

fréquence%

28%

M Porpyromonas,sp
M Bactéroide,sp

Prevotella,sp

Figure 36 Répartition des isolats en cas de parodontite

Les résultats ont indiqué que les souches appatteaax genresPorphyromonaset
Bactéroidessont les plus fréquemment isolées suivies pardeshes appartenant au genre
Prévotella .

Des études antécédentes ont révélé une prévalena®e @ePorphyromonasp. et d'autres
bactéries anaérobies appartenant au phylum dumatd#e Prevotellasp Capnocytophaga,

et Bacteroidesp) dans la plague sous-gingival des sujets makagies une parodontite et ils
étaient moins fréquents chez les sujets sdde§iser et al., 2008. En outre, Porphyromonas
est fortement corrélé a la parodontite a causeadmpacité a éluder le systeme immunitaire
de I'h6te sans inhiber 'ensemble des réponsearmfiatoires qui vont s’avérer bénéfiques

contre les autres bactéries parodonto-pathogétagskiengallis, 2011).

2.2. Résultats de I'évaluation de I'aptitude desaats a former un biofilm :
Les soucheporpyromonassp. ,prevotellesp. et bacteroidesp. isolées ont été testées pour
mettre en évidence leur capacité a former un loofiar des techniques différentes : méthode

de Rouge Congo (RCA) et la méthode des micropladeeration.
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2.2.1. Méthode de microplaques de titration a 96 pis :

Suite aux nombreuses études rapportant I'effea@@mposition du milieu de croissance sur
La production du biofilm, il nous a semblé utileétlidier la formation de biofilm par la
technique de microplaques de titration décrite guémment en utilisant le milieu BHIB seul
et supplémenté de 2% de saccharose.

Le cristal violet a été utilisé pour colorer le filim, et aprés séchage, le colorant a
étésolubilisé avec I'alcool. Et cela conduit a turbidité homogene du coloraf®tepanovic
etal., 2000)

Les différents isolats cliniques ont été divisé8amtégories, y compris les non producteurs

de biofilm ouC1, les modérément producteurs de biofilmGf) et les fortement producteurs

de biofilm ouC3. Sachant que :

Figure 37 :la microplaque de titration et le lecteur de mit¢agpe utilisés dans la méthode
PMT.

2.2.1.1. Les valeurs seuils pour I'essai de boulildHIB sans saccharose :

DOmin=0.104+(3x0.038)
DO min= 0.22

DO max=3 x0.22

DO max= 0.66

Les valeurs inférieure a 0.22 représentent lestesunon productrices de biofilm , les valeurs
comprises entre 0.22-0.66 ont été associées asesoleches modérément productrices de

hY

biofilm et les valeurs DO supérieures a 0.66 cpoedent aux souches fortement

E

productrices de biofilnfVoir figure 38).
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BHIB non saccharosés

la DO 630 nm
0,5 -
0,45

m DO

s souches

Figure 38 : Répartition des souches selon la production delmicfur le milieu BHIB non

saccharoses

La détermination quantitative de la formation defibin chez toutes nos souches a été réalisée
par la technique sur microplaques PMT

L’'essai de BHIB non saccharosé a revélé que 40% sieiches sont moyennement
productrice de biofilm a savoBacteroidessp ,porpyromonasp et prevotellaspet 60%des
especes de ces genres n'ont pas la capacit@deine un biofilm .Les résultats obtenus par
la techniqgue PMT sont en accord avec les obsengatitautres auteurs qui montrent que peu
de souches sont formatrices de biofilms dans uieunde croissance sans supplément (sucre,
antibiotiques ou Nacl(Cho etal., 2002); ( Johanne®tal., 2002) ; (Mathur etal., 2006)

2.2.1.2.. Les valeurs seuils pour I'essai de bowill BHIB additionné de 2% saccharose O
DO 1min=0.210+ (3x0.054)

DO min=0.37

DO max=3 x 0.37

DO max=1.116

Les valeurs inférieures a 0.37représentent leshe&suton productrices de biofilm , les valeurs
compris entre 0.37-1.16 ont été associées avesdashes modérément productrices de
biofilm et les valeurs DO supérieurs a 1.16.comesient aux souches fortement productrices
de biofilm.
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BHIB + 2% saccharoses
la DO 630 nm

0,9 -
0,8 -

0,7 -

0,6 -
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0,1
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Figure 39 : Répartition des souches selon la production deilticur le milieu BHIB

saccharoses

L’essai sur milieu BHIB +2% de saccharose a véue 50%(3/6) deBacteroidessp.
,porpyromonasp. et prevotellasp.sont fortement productrices de biofil33.33 % (2/6)Yes
especes de ces genres sont moyennement produdeidasfim et 16.67% (1/6) n'ont pas
la capacité de produire un biofilm

Pour évaluer lI'impact des conditions environneniestaur la formation de biofilm par la
méthode PMT nous avons utilisant le milieu de ssance (BHIB) additionné de 2% de
saccharose et non additionné de supplément. leguite une augmentation en nombre de
souches capables de former un biofilm par la tegliPMT avec 30% (3/6) des souches
produisant un biofilm en présence d'un de ces sapghts. Par contre la technique PMT de
BHIB saccharosé a donné un pourcentage de 40%0)(#noins que lI'essai de BHIB
saccharosé. Le saccharose semble stimuler plusrr@afion du biofilm, I'étude d&kasha
(2012) et ses collaborateurs ainsi que cellagarwal, et Jain en 2013ont montré une
augmentation de la production de biofilm par dedaits cliniques lorsqu'ils sont exposés a
des concentrations de saccharose différentes.

D’autre partVuong et Ottoen., (2002 expliquent que I'addition de grandes quantités de
sucre au milieu de croissance induit un état dEsstqui a son tour stimule une fermentation,
ce qui augmente la production de PIA et par cormdtgla production de biofilmCette
hypothése pourrait expliquer la formation de tinfchez leporphyromoasp. ,bacteroides

sp. et prevotellesp.dans le milieu BHIB saccharoseés.
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2.2.2. La méthode de culture sur Rouge Congo AgaRCA)

Les trois souches isolées ont été testées pourenset évidence leur capacité a produire de

slime sur milieu rouge Congo, Les souches prodiedride slime avaient un phénotype

variable ou positif. Les résultats obtenus souosilés dans la figure et le tableau suivant :

Tableau 10 : Résultats de la production de slime pda méthode RCA.

Souches Couleur de colonies Phénotype (slime)
A2 Noire fort Positive (+++)

A3 Rouge Positive (-)

A5 Noire fort Positive (+++)

A6 Rouge Négative (-)

A7 Noire Positive (++)

A8 Noire Négative (+)

A9 Rouge Négative (-)

All Rouge fort Négative (- - -)

+Souches moyenne productrices, ++ Souches ferteproductrice, — Souches NP .

Photo 4Q Résultats de formation de biofilm par la méthddeRouge Congo

A : productrice de biofilm

Bnon productrice de biofilm
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Aprés 48 heures d’incubation, la production de sliest remarquée chez les genres comme
suit : Les souches deevotellasp. sont fortement productrice de slim e (colsmie couleur
noire foncée ). Les souches gerphyromonassp. et bactéroidesp sont moyennement
productrices par contre les non productrices dandes colonies de couleur rouge. Comme

la montre la figure suivante :

fréquence%

60%

50%

40%

30%

20%

10% m fréquence

0% -
fortement moyennement non productrice population
productrice productrices

Figure 41 Répartition de la fréquence des souches selpougoir de formation de biofilm

par méthode de Rouge Congo.

La recherche de la production de slime sur milieuge Congo a révelé que (25%) des
prevotellasp. parmi les souches étudiées sont fortement prdadestde biofilm ,25% de
porpyromonassp et bacteroidesp. sont moyennement productrices de biofilm et 50% des

autre especes sont non productrices de biofilm.

» Comparaison entre les deux techniques (PMT, et ROA

Nous avons étudié | évaluation de formation deilpiopar deux méthodes PMT et
RCA pour évaluer l'aptitude de formation de biofilrdes souches de
porpyromonassp , prevotella.sp et bacteroidesp. et pour estimer la bonne

technique de formation de biofilm.
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Tableau 11:représente le pourcentage de formation de bigddmdeux méthodes.

Pourcentage de PMT(BHIB PMT (BHIB RCA

production de biofil nonsaccharosé) saccharose) N/b-6
N/b: 10 N/b: 4

Fort production 0% 50% 25%

Production 40% 33.33% 25%

moyenne

Pas de production  60% 16.67% 50%

N /b : nombre des bactéries teste.

Nos résultats ont révélé gu’il n ya aucune corigtaentre les résultats obtenus par les deux
techniques , et que le saccharose joue un rolertaqgodans I'amélioration de pouvoir de
formation de biofilm des isolats étudié par techeié®MT.

La technique PMT est la plus largement utiliséesttconsidérée comme un test standard pour
la détection de la formation de biofilm. Cette noéth a été rapportée comme étant la plus
sensible, précise et reproductible pour la déteatiuin de la formation de biofilm Elle

permet une détermination quantitative pour compbaehésion des différentes souches et

aussi examiner un grand nombre d'isolats simultenéfRasheetal ., 2012).

Enfin, la détection précoce de formation de biofithez les souchgsorphyromonassp. ,
prevotellasp. et bactéroidesp. en pratique peut étre 'une des étapes esHestpour la
prévention et la gestion des infections causéesgmpathogenes .La lutte efficace contre les
biofilms nécessite la connaissance approfondieilplesdes mécanismes de leur formation

rendue abordable par 'utilisation des méthoddsdia
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Conclusion :

La flore bucco-dentaire varie dans le temps et dib@ a 'autre chez le méme individu et
constitue ce qu'on appelle le biofilm dentaire qssure la croissance de nombreuses

populations qui y trouvent I'entraide nécessailestonditions écologiques.

L'étiologie de la maladie parodontale est bactéeeret plus précisément poly bactérienne.
Ces bactéries sont regroupées au sein du biofimanle sous-gingivale qui est une partie

intégrante de I'écosysteme parodontal. La parodomtisulte d'un déséquilibre de cet

écosysteme. Les bactéries du biofilm sont regraipéecomplexes dont la présence est plus
ou moins corrélée a la santé ou a la maladie. hetébes les plus associées a la parodontite
sont celles du complexe rouge et orange c'estegpaiphyromonas sp. ,prevotelle sp.

Et bacteroides sp.. Ces microorganismes sont des bacilles a Graranaérobie stricte

possédant de nombreux facteurs de virulence

De nombreuses méthodes de caractérisation derdasibwuis-gingivale ont été mise au point au
fil du temps dont la culture reste une méthodeé&lérence. L'identification des complexes
bactériens de la plaque sous-gingivale montre lédgminance des souches de
porphyromonas sp.,prevotelle sp.et bacteoidessp. chez les sujets atteints de parodontite par

rapport ceux qui sont indemnes de parodontite.

A titre statistique, la parodontite semble éige kb I'age et au sexe,les données des fiches de
guestionnaire ont révélé la prédominance de jparttd chez les sujets de sexe féminin
ages de 27 ans. De plus, le manque d’hygiéne biectaire favorise I'accumulation des

bactéries de la plague sous gingivale.

L’étude de l'aptitude de formation de biofilm pas deux méthodes (méthode PMT en
présence et en absence de saccharose et la m&)emontre que le pourcentage des
souches productrices de biofilm par la méthodeTPkh présence de BHIB saccharosé est

plus élevé que la méthode de RCA et la méthodé& Bibéences de saccharose.

Ces résultats confirment I'effet de saccharose tlanglioration de la capacité de formation

de biofilm ainsi que la fiabilité de la techniqu®MT) et par rapport a la méthode RCA.
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Conclusion

L’identification des complexe bactéries a l'origine parodontite est devenue un nouvel
enjeu. Elle permettrait non seulement de mieux cengre I'étiopathogénie, mais
essentiellement de proposer de nouvelles perspsctiverapeutiques afin de prévenir la

pathologie, de rationaliser les traitements, eti@gles récidives.
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ANNEXE 01 :

Fiche de questionnaire

Nom et prénom............cccvvevennn.

Date de naissance.............ccoeevin.... LiCU.. oo

Sexe [ e [ jmme

PrOT S SIONS . ..ot e e
Conditions SOCIOECONOMIQUES. ... vuveiieeeiet e e eeee e eeeeneeee e
Le motif de la consultation

Soins [ lontréle [ ]

Fréquence de brossage des dents

_R&gte [ ]
1fois  __|2fois [ I3fois [ ]
-lgdiére [ 1]

Nettoyage inter dentaire :

Soietigre(s) [ |  Cure-dent(cd] ] brosseinter-d [ |
Combinaigemcd) [ Jrienutilisé [ ]

Type de dentifrice :

Non fluorée [ ] florée [ ]

Régime alimentaire glucidique
oui [_lon [ ]

Grignotage entre les repas



Oui [ ] Non [ ]

Tabagisme et alcoolisme
Oui [ Non ]
Présence de mauvaise haleine
Oui [ I Non ]
Saignement de la gencive lors du brossage des dents
Oui [__INon ]
Douleurs des dents
oui [—INon ]
Hygienes
Acceptable [__lon acceptable
Nombre de dents
Dents Cariées [ ]
Dents Absentesl1
Dents Obturées [_]
Indice CAO =
Douleur lors de la mastication
oui [_1 Non

Date de prélevement: /[ [/

[ 1]

Signature



ANNEXE :2 LES composition des différents milieu utiisées:
Composition du milieu de culture BHIB :

Pour 1000ml de I'eau distille :

* Beef heartinfusion frome............ccoo i 2509

o Calf brain infusion frome......... ..o 200 Mg

*  Proteose PeploNe... ... 10 mg/l
o Sodium chloride. ... ... 5mgll

e Di-sodium phosphate............ccccvvviiiie i 22,5 mgll

o DEXITOSE. .ot ii et e a2 MO

Composition du milieu Columbia au sang

*  POIYPEPIONES ..o e 17,09 /L
e Peptone pancréatique de COBUN ........c.ceiviiiiiiiiiieee e 3,0.g/L
LY 01 To (o] o o (=3 0= U1 P 1 0 N o /4 B
* Chlorurede sodium ..........cccoiiiiiiiiiiiiiii i 5,0 QL
o Extraitdelevure ..........ccoiiiiiiii i 23,0 O/L

D e s 1342 0,2

Préparation gélose Columbia au sang :

1. Liquéfier la base au bain-marie bouillant.

2. Attendre son refroidissement a 45°C (milieu erfiusion). 3. Y ajouter stérilement, a l'aide
d'une seringue 5%, la quantité de sang nécessaireoptenir une concentration finale en
sang de 5%.

Le sang! ne doit pas étre sorti au dernier moment du réfatgur, sinon il y a prise en
masse du milieu au moment de 'addition du sanglofmogénéiser en faisant rouler le tube
entre les mains, en évitant la formation de bulfesCouler en boite de Pétri en évitant la

formation de bulles.



Composition de milieu Rouge Congo

Dans 500 ml d’eau distillé

Rouge CoNgo.......cccvoviviiiiiiins i e eeeen04 @

SACCNAIOSE. ...t e e e 2D O

Composition du milieu de dilution PBS :

Pour 500 ml de I'eau distillée :
. NACH . A Q)

. MaZHPOA........ccoii 0, 7 O

KH2P O .. .o, 0,1g.



ANEXEXE 03 : Préparation des réactifs de coloratiorde gram :

1. Violet de gentiane — adaptation de Hucker
Solution A :

-Violet de gentiane 2 g
-Alcool & 95° 20 ml

Solution B :

-Oxalate d'ammonium : 0,8 g
-Eau distillée 80 ml

Mélanger les solutions A et B,
Laisser reposer 24 heures avant I'emploi,
Verser a travers un papier filtre dans un flacon.

2. Solution iodée de gram
-lode 1 g
-lodure de potassium 2 g
-Eau distillée 300 ml

Dissoudre d'abord l'iodure de potassium dans emd0 ml d'eau distillée,

Ajouter l'iode et mélanger jusqu'a dissolution.

Ajouter le reste d'eau distillée, mélanger.

Conserver dans un flacon en verre brun ou en glastpaque (a I'abri de la lumiére).

3. Solution de safranine
Solution A :

-Safranine O 2,5 ¢
-Alcool a 95° gsp 100 ml
Solution A bis :

e Solution A 10 ml
e Eau distillée 90 ml
4. Décolorant

-Mélanger a parties égale alcool a 95 ° et acétone.



ANNEXE 04 : tableau représente les parameétres de chies question chez les deux

populations

Les parametres de Les sujets indemnes des Les sujets ayant des Iésions

fiche questionnaire |ésions parodontales parodontales

-1. La tranche d’age
2325 3 4
25-27 3 6
27-29 4 10
29-31 5 0
-2.le sexe
Femme 9 11
Homme 6 9

-3.fréquence de

brossage les dents

Irréguliére > 10
1 fois - )
2 fois 5 A
3 fois c A
-4.saignement de la 10 -
gencive
-5.le présence de
mauvaise haleine 11 22
25 10

-6.tabagisme et

alcoolisme




Annexe 05 : Matériels et méthode

Etuve

Spectrophotomeétre Autoclave

Balance de précision Plaque chauffant



e

Microscope Bec benzéne



