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Introduction

La médecine dentaire et la chirurgie buccale comme de nombreuses pratiques médico-
chirurgicales peuvent causer des risques distincts pour le patient et I'équipe dentaire (Damien
et al, 2016).

La qualité de I'eau de l'unité dentaire est d'une importance considérable car les patients et les
membres de I'équipe dentaire y sont régulierement exposés, ainsi qu'aux aérosols provenant
des unités dentaires. La caractéristique unique des conduites d'eau du fauteuil dentaire est sa
capacité a déevelopper rapidement un biofilm sur les conduites d'approvisionnement en eau

auquel s'associe la formation d'aérosols potentiellement contamines (Pankhurst et al, 2011).

Les tubulures d’eau dentaire généralement utilisées dans les cabinets dentaires sont rarement
9deésinfectées, en particulier la formation de biofilm présente des difficultés a maintenir des
circuits d’eau des unités de soin dentaire propre pendant la pratique dentaire de routine
(Coleman et al, 2009).

Ce biofilm en lui-méme ne pose pas de probléme de contamination, ce sont les bacteries
pathogenes qui s'échappent et se libérent dans 1’eau de la conduite qui peuvent déclencher une

réaction inflammatoire lors de I’utilisation des piéces a main.

Plusieurs désinfectants a base de substances naturelles peuvent avoir un effet antibactérien
afin d’éliminer la formation du biofilm au niveau de la paroi interne des tubulures dentaires et

réduire les infections croisées lors des soins dentaires naturels (Levy et al, 2014).
C’est dans cet objectif que nous proposons cette étude qui consiste a

- L’isolement et I’identification des bactéries a partir des tubulures d’cau liés des piéces
a main des fauteuils dentaires.

- L’évaluation de la capacité de certaines souches bactériennes isolées des tubulures
d’eau a produire des biofilms.

- La recherche de I’effet antibactérien de la vitamine C sur des souches formatrices de

biofilm.
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. Unités des soins dentaires

1. Les unités dentaires
Le systéeme d'aspiration et d'alimentation en eau consiste en une structure élaborée de tubes en
plastique flexibles reliés entre eux alimentant les instruments rotatifs et I'appareil a ultrasons

formant l'unité d'aspiration d'eau (figure 1).

La structure spécifique du fauteuil dentaire (FD) favorise la contamination microbienne et la
mise en place d'un biofilm dans les conduites d'eau des unités dentaires (CEUD) (Lino et al,
2013).

L'eau qui traverse le FD constitue un facteur de risque, il est responsable de la production
des aérosols en raison du contact avec le sang et la salive du patient, les micro-organismes
présents dans les conduites d'eau et le microbiote buccal du patient. En association avec les
germes pathogénes réaspirés au niveau de I’instrumentation dynamique, le biofilm
recouvre toutes les parois internes des circuits de 1’unité dentaire (Céline et al,
2015).

Portes
-+ instruments
rotatifs (PIR)

Figure 1 : Représentation d’une unité de soin dentaire (Costa, 2015)

2. Qualité de I'eau au siens des unités dentaires
La qualité de I'eau de sortie des CEUD est directement influencée par le contenu physique,

chimique et la qualité microbiologique.

L'état des canalisations du réseau de distribution, la température, le type de matériau de tuyau

utilisé jouent également un réle majeur dans la qualité de I'eau (Coleman et al, 2009
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Plus la qualité de I'eau fournie aux CEUD est mauvaise, plus le biofilm se forme facilement

sur ses surfaces internes (Colemane et al, 2009).

3. Les agents pathogénes d’origine hydrique

Il semble que la présence de films biologiques dans les conduites d’eau soit reliée a des
valeurs de base plus élevées, des agents pathogénes opportunistes mentionnés ci-dessous a la
sortie de la conduite d’eau. On peut isoler la souche Pseudomonas aeruginosa dans 15 a 24 %
des échantillons d’eau tirés des unités dentaires. Les microorganismes du genre Legionella
spp se retrouvent régulierement dans les conduites des unités dentaires. La forte prévalence de
ces microorganismes pourrait étre attribuable a la présence dans les conduites d’amibes libres
qui sont des hétes importants pour Legionella pneumophila et d’autres bactéries pathogénes :
Les mycobactéries non tuberculeuses, et les staphylocoques.

Lorsqu’un agent pathogeéne atteint la paroi de la tubulure, le processus de colonisation
commence, la bactérie prolifére dans le film biologique. Cependant, ce sont les bactéries qui
s’échappent du film biologique et qui quittent les conduites d’eau qui présentent des risques
d’infection (Barbeau, 2000).

4. Les tubulures d’eau des unités dentaires
Les Circuits d’eau des unités dentaires sont une partie intégrante de I'équipement de chirurgie
dentaire. Ils fournissent de I'eau en tant que liquide de refroidissement pour turbines a air et
détartreurs a ultrasons, spray a air et eau et pour le rincage des tissus buccaux pendant les
traitements de soins dentaires (Szymanska et al, 2008). lls sont connectés par un réseau de
petits tuyaux en plastiques étroits d’environ 2 a 3 mm de diametre interne appelé tubulures
faites de polychlorure de vinyle ou de polyuréthane dans lesquelles circulent 1’air et ’eau

servent a activer ou refroidir ces instruments (Ruchanee et al, 2018).

La plupart des unités dentaires sont raccordées directement au réseau d’aqueduc municipal et
méme si elle est traitée au chlore, cette eau héberge une microflore variée composée de

bactéries, de levures, de champignons, de virus et de protozoaires (Barbeau, 2000).
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Figure 2 : Les tubulures d’eau des unités dentaires

Il1.  Biofilm des unités des soins dentaires

1. Biofilm et tubulures d’eau dentaire

Les biofilms sont des communautés microbiennes constituées de bactéries, de levures, de
moisissures, de virus, d’amibes etc. Ces micro-organismes colonisent les supports pour s’y
développer. Dans la plupart des biofilms, les micro-organismes représentent 10 % du poids
sec et la matrice d’EPS, produite par eux-mémes, compte 90 % d’eau. Les réseaux d’eau
potable auxquels sont raccordées les unités de soins dentaires sont traités chimiquement. Dans
le cas d’un traitement inefficace ou d’un mauvais entretien, la contamination des réseaux par
des micro-organismes conduit a la formation d’un biofilm multi-espéces sur les conduites des

unités dentaires (Aline et al, 2011).

Les tubulures d’eau sont constamment en contact avec 1’eau qui provient généralement du
réseau d’aqueduc municipal. Les microorganismes présents dans I'eau entrent en contact avec

la paroi des conduites d'eau des unités dentaires et forment un biofilm (Barbeau, 1998).

Depuis quelques années, la formation de films biologiques dans les pieces d’équipement et les

conduites d’eau des unités dentaires suscite de plus en plus d’intérét et d’inquiétude (J Can,

2000).

2. Les facteurs influencant la formation de biofilm
Une accumulation importante de biofilm dans les canalisations d’eau des unités dentaires est

influencée par plusieurs facteurs, dont les périodes d’inutilisation des appareils, comme la nuit
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et les weekends. Ce facteur favorise grandement la prolifération bactérienne et I’établissement
d’un biofilm sur les parois internes des canalisations et le biofilm n’est pas soumis a des

forces de cisaillement suffisantes pour 1’expulser.

De plus, la composition de différentes tubulures (PVC, polyuréthane...), et la température
moyenne de la plupart des circuits des unités d’eau dentaires est de 23°c, peuvent encourager
la prolifération des microorganismes tels que les espéces bactériennes humérus qui préférent

une température plus élevée. (Kumar et al, 2010).

Certains CEUD sont également occupés d’un chauffe-eau afin d’étre plus confortable pour les
patients et d’augmenter les températures jusqu’a 30°c (Barbot et al, 2012).

Comme les canalisations d’eau ont un trés petit diamétre (2 mm), elles offrent aux
microorganismes la possibilité de S’installer et un volume de liquide relativement petit peut

expliquer la présence de ces fortes concentrations (Caroline et al, 2010).

IIl.  Lesinfections liées aux soins (ILS)

L'activité au sein des cabinets dentaires comporte certaines particularités. Elle comprend de
tres nombreux actes invasifs, car elle est particulierement exposée au sang ainsi qu'aux
produits biologiques, et elle utilise des instruments complexes dans un milieu naturellement
septique (Philippe, 2013).

Il serait trés important, bien que tres difficile, de mettre en place un systéeme de surveillance
de I’infection causée par un microorganisme et contractée a 1’occasion d’un acte de soin
dentaire sur I’ensemble de notre systéme médical de soins, car il génére un colt économique

et humain considérable (Jean, 2002).
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1. Transmission d’infections pendant les soins dentaires

- Par ’intermédiaire des mains souillées du praticien ou de I’assistant(e).

- Directement par voie aérienne interhumaine ou indirectement par I’intermédiaire
d’aérosols générés par les soins.

- La présence fréquente de bactéries pathogenes au niveau de l'oropharynx et de la
cavité buccale.

- La contamination de la cavité buccale par le sang lors d’actes invasifs, qui S’ajoute
aux agents infectieux présents dans l'oropharynx, et éventuellement présents dans le
sang tels que les virus des hépatites B, delta et C et le VIH.

- Entre deux traitements de patients, par des instruments insuffisamment désinfectés ou
non stérilisés par une faute d’asepsie ou de 1’environnement (Dent, 2013).

2. Les infections croisées au sein des unités dentaires

Les infections croisées peuvent étre définies comme la transmission d’agents infectieux

entre les patients et le personnel dans un environnement clinique. L’agent infectieux peut

étre transmis par des gouttelettes de sang, de la salive et des instruments contaminés par

contact direct, inhalation ou inoculation (Dent, 2013).

La plupart des patients (75,2%) d’apres 1’étude de (Dilini et al, 2017), étaient conscients

du risque de transmission de I'infection pendant les traitements dentaires. Les participants

ont révélé leur crainte d'une transmission potentielle d'agents pathogénes a diffusion
hématogene en milieu dentaire. La sensibilisation du personnel médical a la stérilisation

des instruments dentaires était faible.

IV. Effet antimicrobien a partir des substances naturelles

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme si¢cle pour que les scientifiques
commencent & s’y intéresser. Récemment, ’attention s’est portée sur les herbes et les épices
qui peuvent étre employés pour se protéger contre les effets des biofilms (S. Athamena et al,
2010).

Ces plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux
métabolites secondaires qui ont I'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique.
Ils possédent un trés large éventail d'activités biologiques. L'évaluation de ces activités
demeure une tache qui peut faire l'intérét de nombreuses études. Actuellement, plusieurs

questions sont soulevées concernant la sécurité et I'efficacité des produits chimiques utilisés




Synthése bibliographique

en médecine. En effet, durant les 20 derniéres années, il a été prouvé que l'efficacité des
antibiotiques a fortement diminuée. Les bactéries sont devenues de plus en plus résistantes
(Huetz et al, 2000).

L'usage généralisé des antibiotiques et la prescription a grande échelle parfois inappropriée de
ces agents ont entrainé la forte adaptation des souches bactériennes et la sélection des souches
multi-résistantes Face aux limites thérapeutiques des antibiotiques classiques, les scientifiques
ont été poussés a orienter les recherches vers des nouvelles voies et surtout l'utilisation des
principes actifs des plantes (composés phénoliques, alcaloides, huiles essentielles...) comme

agents antibactériens (S. Athamena et al, 2010).

1. Lavitamine C ou acide ascorbique
La vitamine C est une substance qui joue un role important dans le fonctionnement
métabolique. C’est une vitamine hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a

I’oxygene, la demi-vie est de 10 a 20 jours (Olivier, 2004).

Depuis 1970, de nombreuses études ont permis de préciser les diverses propriétés
physicochimiques (instabilité due a une capacité d’auto-oxydation au contact de 1’oxygéne de
I’air, accélérée entre autres par ions métalliques), la vitamine C peut exister sous forme
réduite, 1’acide ascorbique, et sous forme oxydee, 1’acide déhydroascorbique. Le couple acide
ascorbique/ acide dehydroscorbique permet le transfert d’un ou deux électrons. La vitamine C
intervient de cette facon dans diverses réactions : hydroxylation, inhibition de la formation
endogene de nitrosamines, métabolisme de 1’histamine, intervention dans les réactions
immunitaires anti-infectieuses, oxydoréduction au niveau cellulaire, capacité a piéger les

radicaux libres (Chrisian et al 1999).

Tableau 1 : Les sources végétales de vitamine C (Desauniers et al, 2003)

Aliments (mg)
Goyave 199
Poivron rouge, cru ou cuit 101-166
Poivron vert, cru ou cuit 54 -132
Papaye 94
Kiwi 71
Orange 70
Jus d’orange 43-66
Mangue 57
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a) Effet antibactérien de la vitamine C

Le recours a la vitamine C comme médicament pour prévenir les maladies, et non
simplement pour compenser au minimum des carences, mais c’est juste I’'une des plus
grandes découvertes médicales du XXe siécle, si on la considere par le prisme des vies,
souffrances et budgets sociaux €économises, son importance dépasse celle des
médicaments miracles comme les antibiotiques (Rueff, 2000).

Il a été constaté que les infections bactériennes sont sensibles méme a un apport minimal
de vitamine C (Hikey et al, 2014).

b) Effet antioxydant de la vitamine C

Le stress oxydatif est a I’origine de dégats cellulaires consécutifs a 1’apparition de cassures
et mutation au sien de I’ADN, c’est ainsi qui il porte une responsabilit¢ variable dans le
développement de maladies aussi courantes que les affections cardiovasculaires et les
cancers (Jeans Never et Joel, 2008).

En biologie, les toutes premieres recherches sur les antioxydants ont montré leur capacité a
réduire ’oxydation des acides gras insaturés. C’est plus tard avec I’identification des
vitamines C et E qu’est apparue 1’importance des antioxydants en biochimie (Delraigne et
al,2008).

La vitamine C est un excellent réducteur, c’est pour cette raison qu’on lui accorde des
propriétés antioxydantes qui présentent d’innombrables bienfaits sur 1’ensemble de
I’organisme, par conséquence elle bloque la production de radicaux libres (Carr.A et
al,1999).

En tant qu’acide ascorbique, la vitamine C est un puissant antioxydant permettant
d’expliquer son role dans la prévention de certaines maladies voire certains cancers (Jeans
Never et Joel, 2008).

Ces différentes études nous ont permis de réfléchir a 1’activité antibactérienne de la
vitamine C et I’utiliser comme un désinfectant naturel sur des souches pathogénes

formatrices de biofilms au niveau des tubulures dentaires.
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I.  Lieu d’étude
Cette étude a ¢été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie de 1’université Belhadj

BOUCHAIB - Ain Témouchent (CUBBAT) en février 2020.

Il.  Prélévement et échantillonnage
Le 26 février 2020, des prélevements ont été effectués a partir de I'unité dentaire de la
clinique Al-Sebbah, EPSP Ain Temouchent qui nous ont permis de récupérer 5 tubulures liées

aux piéces a main des différents fauteuils dentaires afin d’isoler des souches bactériennes.

IIl.  Préparation des échantillons de tubulures
Dans des conditions stériles, une partie de 10 centimétres a partir de chaque tubulure a été

sectionnée délicatement a 1’aide d’un bistouri (Figure 3).

Figure 3 : Préparation de 1’échantillon de la tubulure de 1’unité dentaire de la clinique Al

Sebbah EPSP Ain Temouchent

IV.  Ensemencement et isolement des souches

La partie externe des tubulures a été désinfectée a 1’eau de javel et rincée avec de I’eau
distillée, chaque partie sélectionnée a été immergée dans un tube contenant 9 ml de milieu
BHIB et ensuite incubée pendant 24h a 37°C (Figure 4).

T
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Figure 4 : Ensemencement et isolement des souches
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A partir des précultures obtenues, un ensemencement a été effectué sur milieu Chapman pour
I’isolement des cocci a Gram positif (CGP) et sur milieu Mac Conkey pour I’isolement des
bacilles a Gram négatif (BGN). Les boites ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24 a 48

heures.

V.  Purification et identification des souches
La purification des bactéries a été réalisée par 1’ensemencement d’une seule colonie sur une
autre boite de méme milieu gélosé jusqu'a I’obtention de souches pures qui seront identifiées

par une série d’étapes.

1. Etude macroscopique
L'évaluation de la croissance des colonies bactériennes sur les milieux comprenait leurs
caractéristiques morphologiques macroscopiques, telles que la taille et la forme des colonies,

la surface et la marge, la couleur, I'opacité et la texture.

2. Etude microscopique
Des préparations microscopiques ont été faites a partir des colonies d'apparences différentes
avec l'utilisation de la méthode de coloration de Gram. L'analyse de I’image microscopique

des cellules bactériennes permet de les différencier en fonction de leur coloration.

3. Test de coagulase
Une suspension bactérienne a été préparée, quelques colonies de staphylocoques ont été

ensemenceées dans 5ml de milieu BHIB, et ensuite incubées pendent 24h a 37°C.

Aprés incubation, 0,5 ml de plasma humain a été mélangé avec 0,5 ml de suspension

bactérienne dans des tubes a hémolyse et ensuite incubé pendant 24h a 37°C.

Ensuite, compte tenu des caractéristiques précedemment décrites, les résultats obtenus au

cours de chaque étape permettent 1’orientation des démarches ultérieures.

4. Etude des caractéres biochimiques par la galerie Api 205
La galerie Api 20F est un systeme standardisé pour l'identification des entérobactéries, et
autres a Gram négatif non fastidieux, comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés, ainsi

gu'une base de données (Murray et al, 1999).

Elle comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme déshydratée. Les tests sont
inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produites pendant la période

d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition de

12




Matériels et méthodes

réactifs. La lecture de ces réactions se fait a I'aide d’un tableau de lecture (Annexe 2), et
I'identification est obtenue a I'aide d’un catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification
(Moustardier et al, 1972).

VI.  Détection de la formation du biofilm chez les staphylocoques

1. Méthode de plaque de culture de tissus (TCP)
Plusieurs chercheurs ont étudié les stratégies employées par les micro-organismes pour
produire des biofilms, ils ont montré que les bactéries productrices de biofilm sécrétent
certaines substances chimiques qui les protegent contre les désinfectants, les agents

antimicrobiens et des systemes immunitaires de I'hdte (Saitou, 2009).

Des méthodes classiques de la détection de la production de biofilms in vitro ont été établies,
telle que la méthode quantitative de la microplaque 96 puits (Freeman et al, 1989 ; Mathur
et al, 2006).

Le protocole d’essai TCP décrit par Christensen et al, (1985) est le plus largement utilisé. Il
est considéré comme la norme d’essai pour la détection de la formation de biofilms par les
staphylocoques et a I’avantage d’étre un mod¢le quantitatif pour étudier 1’adhérence des

staphylocoques sur les dispositifs biomédicaux (Pragyan et al, 2016 ; Mathur et al, 2006).
- Préparation de suspension bactérienne

Quelques colonies ont été ensemencees dans des tubes qui contiennent 5ml de BHIB, ils sont
ensuite incubés pendant 24h a 37°c, le milieu BHIB a été utilisé afin de favoriser la croissance

en phase biofilm.

Chaque culture a été ajustée pour 1’obtention de DO= 0,08 et diluée au 1/100éme dans le
méme milieu (BHIB), 9ml de BHIB stérile a été meélangée avec 1ml de suspension

bactérienne.

Parallélement, 150ul de BHIB stérile a été déposé dans les puits de la microplaque, ensuite
chaque puits a été rempli avec 20ul de cette dilution, et des puits non inoculés ont été utilisés

comme témoin négatif et incubés a 37°C pendant 24h.

Apres incubation, les puits des microplaques ont été rincés par ’eau distillé (200ul) afin
d’¢éliminer les bactéries flottantes planctoniques, puis séchés en position inverse et colorés

avec 200ul de Crystal violet (CV) et incubés pendant 30minutes.
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Le colorant incorporé par les cellules ayant adhéré ou ayant formé un biofilm est solubilisé
avec 200ul d'éthanol a 95%.

Les plaques sont laissées pour le séchage afin d’évaluer I’importance de la coloration du
biofilm en mesurant la densité optique par un lecteur d’absorbance pour microplaques a une
longueur d’onde de 590 nm (Hola et Ruzicka, 2011).

Figure 5 : Méthode de microplaque de culture de tissu (TCP)

Les souches ont été classées comme suit

Tableau 2 : Classification de 1’adhésion des Staphylocoque spp selon (Mathur et al, 2016)

Valeur de DO Formation de biofilm
<0,120 Faible
0,120-0,240 Modérée
>0,240 Forte
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VII. Etude de P’activité antibactérienne de la vitamine C
Dans le but de constater 1’activité inhibitrice de la vitamine C sur la croissance des différents

germes étudiés, une relation concentration-activité de cette substance a été constituée.

1. Dosage de la vitamine C
Des solutions aqueuses de quatre concentrations de 93, 77, 50, 25 mg de la vitamine C
en poudre ont été pesées et mélangées avec 1ml d’eau distillée stérile pour chaque

souche.

2. Meéthodes des puits
La méthode de diffusion sur gélose a été réalisée.
C’est une technique appliquée pour étudier la capacité d’une substance a exercer un
effet antibactérien, elle est aussi appelée la technique de dilution en gélose pour la
détermination des extrait actifs.
Aprés le séchage des boites, un encensement par ecouvillonnage de chagque souche
bactérienne a été realisé sur une gélose perforée au centre a I’aide de la partie
supérieure d’une pipette pasteur formant quatre puits pour la substance a tester aux
concentrations 93, 77, 50 et 25mg/ml (Figure 6). Aprés 30 min de diffusion a la
température du laboratoire, chaque puits recoit 50ul de la vitamine C en solution, le
puit témoin recevant de 1’eau distillée. Une boite sans vitamine C est également
ensemencee pour servir de témoin. Les boites sont incubées pendant 2 h a 37°C.
La lecture des résultats s’effectue par mesure des diametres des zones d’inhibition. Un
produit est considéré actif si le diametre de la zone d’inhibition est supérieur a 8mm

(Abo-Al-Ela et al, 2017).

Figure 6 : Méthode de puits
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I. Préléevement
Le 26 février 2020, 5 tubulures air/eau de différents fauteuils installés a I’unité dentaire de la
clinique Al-Sebbah, EPSP Ain Temouchent ont été retirées pour I’analyse bactériologique.

I1. Identification bactérienne

1. Sur milieu Mac Conkey
14 souches de bacilles a Gram négatif (BGN) ont été identifiées.

- 4/14 : Pseudomonas putida (29%).

3/14 Acinetobacter baumannii (22%).

2/14 Escherichia coli (14%).

3/14 Enterobacter clocea (21%).

2/14 Klebsiella pneumoniae (14 %)
Les especes identifiées

M P.putida

M A.boumannii

M E.coli
E.cloacae

B K.pneumonia

Figure 7 : Représentation de I’identification des entérobactéries

17




Résultats et discussions

L’aspect des colonies nous a servi pour I’identification macroscopique, 5 aspects sur

milieux Mac conkey ont été notés (Figure 8).

-

A : Escherichia coli B: Enterobacter clocea C: Acinitobacter baumannii

D : Pseudomonas putida E :Klebsiella pneumoniae

Figure 8 : Aspects des colonies sur milieux Mac conkey

La coloration différentielle les souches isolées a mis en évidence des fins bacilles a Gram

négatif colorés en rose souvent incurvés non sporulés (Figure 9).
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Figure 9 : Aspect microscopique des bacilles a Gram négatif par la coloration de Gram
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Figure 10 : Identification des souches sur galerie Api20F

2. Sur milieu Chapman

10 souches de cocci a Gram positifs (CGP) ont été isolées.
6/10 : staphylocoques a coagulase positif (SCP).
4/10 : staphylocoques a coagulase négatif (SCN).
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Sur la Gélose Chapman, les colonies présentant 1’aspect macroscopique caractéristique des
souches de staphylocoques. Le développement bactérien sur le milieu Chapman ne constitue
qu’une indication, d’autres bactéries (entérocoques) peuvent y étre cultivées. Sur ce milieu,
les colonies de staphylocoques apparaissent souvent pigmentées et entourées d’une auréole
jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté, sinon les colonies sont de couleur blanche
(Figure 11). Les colonies sont arrondies a bords réguliers de 1 a 2 mm de diametre aprés 48h

d’incubation a 37°C.

A : Staphylocoque a coagulase positif B : Staphylocoque a coagulase négatif

Figure 11 : Aspects macroscopiques des staphylocoques sur milieu Chapman

La coloration différentielle des souches isolées a mis en évidence des cocci sphériques, en

grappe de raisin, en paires, colorés en violet (Figure 12).

Figure 12 : Aspect microscopique des cocci a Gram positif par la coloration de Gram
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3. Test de coagulase pour ’identification des staphylocoques
La présence d'une coagulase est utilisée pour distinguer entre les staphylocoques a coagulase
positive et les staphylocoques a coagulase négative. En comparant au témoin, la majorité des
isolats de staphylocoques posseédent une coagulase libre (Figure 13) ; (Tableau 3).

Figure 13 : Identification des staphylocoques par le test coagulase

Tableau 3 : Résultats de test coagulase

Tubes T1 T2 | T3 | T4 TS5 T6 T7 T8 T9 T10

Test coagulase + + _ + + + + - - -

La propriété de Staphylococcus aureus a provoquer la coagulation d’un plasma est due a la
sécrétion d’une protéine extracellulaire ; la Staphylocoagulase ou la coagulase. La recherche
de la Staphylocoagulase est le test essentiel qui permet de distinguer les souches
potentiellement pathogénes, car la Staphylocoagulase joue un réle central dans le pouvoir
pathogene des Staphylocoques, en leur permettant de lutter contre les anticorps opsonisants et

la phagocytose. (Gemmell et al, 1982).
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Tableau 4 : Résultats d’identification

Milieux de Coloration de L’espéce selon la galerie Api | L’espéce selon le | Nombre

culture Gram 20E test coagulase de
souches

Mac conkey Gram négatif Pseudomona putida 4

Acinetobacter baumannii 3

Escherichia coli 5

Enterobacter clocea Klebsiella 3

pneumoniae
2
Chapman Gram positif Staphylocoque a 6
_______ coagulase positif
Staphylocoque a 4

coagulase négatif

Apres identification de I’ensemble des souches isolées des tubulures, nous avons remarqué un

pourcentage élevé des entérobactéries tel que Pseudomonas putida, Acinitobacter baumannii,

Escherichia coli, Enterobacter cloacae, et Klebsiella pneumoniae suivi des souches de

staphylocoques , les travaux de (Jean Barbeau, 2000) signalent que les films biologiques

peuvent étre des milieux importants pour la croissance de ces microorganismes, de

nombreuses études ultérieures ont trouvé différents agents pathogénes opportunistes dans les

CEUD, notamment les espéces Legionella sp et Pseudomonas sp (Zhang Y et al, 2017).
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Les Pseudomonas ont une grande capacité a survivre ou se multiplier dans les milieux

hydriques. La formation de biofilms leur confére une résistance (Manizan et al, 2009).

La présence du genre Pseudomonas putida indique que 1’eau de 1’unité dentaire est une eau
putride. Nos résultats concordent avec 1’étude de Manizan et al (2009) ou ils confirment que
les souches de Pseudomonas putida se trouvent habituellement dans les eaux usées putrides

riches en matiére organique.

Les especes Klebsiella pneumoniae et Acinitobacter baumanniisont sont des bactéries
commensales de la peau et de 1’oropharynx des humains (Roca I et al, 2012 ; lenis djikshorn
et al 2007), leur présence dans I’eau des tubulures explique que la source de contamination

des piéces a main pourrait étre d’origine humaine et environnementale.

Concernant les Enterobactercloacae et Escherichia coli qui sont retrouvées dans
I’environnement, et au niveau de la flore commensale chez I’homme, sont capables de passer

de I’état commensal a celui de pathogéne opportuniste (K.Aexandre et al, 2016).

Nous constatons une dominance des souches appartenant aux staphylocoques a coagulase

positif qui sont les germes les plus fréquents des isolats.

(Cirkovik et al, 2017) confirment que les Staphylocoques a coagulase positif sont des

bactéries d’une pathogénicité douteuse dans toutes les maladies humaines.

Les staphylocoques sont les agents pathogénes les plus importants dans les infections liées

aux corps étrangers (Knobloch et al, 2002).

Nos résultats montrent une présence des staphylocoques a coagulase négatif en petit nombre

par rapport aux souches de staphylocoques a coagulase positif.

Ils appartiennent a la flore commensale de la cavité buccale et beaucoup d’informations
proviennent des échantillons tels que les ringages oraux, la salive et les frottis de muqueuses.
(Smith et al, 1999) signalent que les staphylocoques appartiennent a la flore commensale.
Cette caractérisation pourrait étre la conséquence de la remontée de ces germes par le
phénomene de ré-aspiration qui se produit par les piéces a main et lorsque le praticien cesse
de les utiliser (Legius et al, 2012) ; (Valdes et al, 2017), ainsi les bio aérosols contenant des
staphylocoques peuvent pénétrer au profond des instruments refroidis par 1’eau et coloniser

des surfaces a longue distance de 1 métre (Zemouri et al, 2017).
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I1l.  Détection de la formation du biofilm chez les staphylocoques a coagulase positif

1. La technique de microplaque 96 puits (TCP)

D’aprés les résultats de (Belifa et al, 2013 ; Kara Terki et al, 2013) la technique TCP reste la
meilleure pour le dépistage de la formation de biofilm in vitro. Elle permet une détermination
quantitative pour comparer et examiner I’adhésion des différentes souches (Racha et al,
2012).

La technique TCP est considérée comme test standard pour la détection de la formation de
biofilm (Panda et al 2016 ; Youn et lee 2017). Elle a I’avantage d’étre un outil quantitatif
pour comparer 1’adhésion de différentes souches (Marthur et al, 2006).

Cette technique nous permettra de faire une distinction précise entre les bactéries fortes
productrices de biofilms et celles moyennes et faibles, avec une capacité d’examiner un grand
nombre d’isolats simultanément. C’est la raison de son utilisation dans notre étude (tableau
5).

En ce qui concerne les staphylocoques, toutes les souches sont formatrices de biofilm par la
méthode TCP dans notre etude (figure 15).

(Kara Terkiet al, 2014) constatait que seul 48% des souches de staphylocoque a coagulase
négatif avaient une forte production de biofilm.

(Olazaran et al, 2015) isolent a partir des dispositifs médicaux 57 souches de staphylococcus
spp fortement et modérément formatrices de biofilm.

De méme, (Al Azawi et al, 2018) signalent que 3 souches de staphylocoque a coagulase
négatif étaient fortement formatrices de biofilm et 2 autres étaient modérément formatrices de
biofilm.

(Szczuka et al, 2015) ont constatés que les souches de SCP sont considérées comme
productrices de biofilm. De méme (Hsu et al, 2015) ont également démontrés une forte
formation de biofilm chez les souches staphylococciques.

Par contre 1’étude de (Johannes et al, 2002), signalent que sur 207 isolats de staphylocoques
a coagulase positif faiblement formateurs de biofilm par la TCP, 8 souches portaient le géne
de formation de biofilm (icaADBC).

A travers nos résultats la présence des staphylocoques considérés comme flore orale au

niveau des cavités buccales des patients peuvent coloniser et former un biofilm sur les parois
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internes des tubulures par le phénomeéne de ré-aspiration (Legius et al, 2012 ; Valdes et al,
2017 ; Lachachi et al, 2014).

Figure 14 : Formation de biofilm par la méthode TCP

a) Lecture de microplague par un lecteur d’absorbance
La classification des résultats obtenus présente sur la base du DO témoin (Hola et Ruzicka,
2011).

DO
0,4
0,3
gl
0,1
0 A
S S.2 S.3 S.4 S.5 Temoin

Figure 15 : Mesures des DO de formation de biofilm chez les souches de Staphylocoques

Tableau 5 : Classification de 1’adhésion des souches Staphylococcus aureus

Souche S.1 S.2 S8 S.4 S5
Valeur de DO 0,2 0,3 0,4 0,3 0,2
Formation de Modérée Forte Forte Forte Modérée

biofilm
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IV. Etude de P’activité antimicrobienne de la vitamine C

1. Meéthode des puits
Celle-ci consiste en 1’étude de 1’activité antibactérienne de différentes concentrations de la
vitamine C en solution respectivement (93, 77, 50, 25) mg/ml vis-a-vis des staphylocoques a
coagulase positif (Figure 17).

Figure 16 : Résultat de I’effet antibactérien de la vitamine C par la méthode des puits
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staphylocoques

Concentration de la vitamine C
Bactéries 93mg /ml 77mg/ml 50mg/ml 25mg/ml
Staph 1 Moyennement Active Absence
active d’activité
Staph 2 Absence Absence Absence
d’activité d’activité d’activité
Staph 3 Moyennement Active Absence
active d’activité
Staph Moyennement Absence Absence
active d’activité d’activité
Staph 5 Absence Absence Absence
d’activité d’activité d’activité

>8 mm : active

8,5 — 12 mm : moyennement active

< 8 mm : absence d’activité

< 12 mm : tres bonne activité

L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour des puits, la lecture des

résultats s’effectue par mesure des diamétres des zones d’inhibition. Un produit est considéré

actif si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 8mm (Ela et al, 1996).

Nous remarquons que 1’effet antibactérien est proportionnel a la concentration utilisée. Nous

avons sélectionné les souches sur la base de leur résistance & au moins une des familles

d’antibiotiques.
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D’apreés ces resultats 1’activité antimicrobienne de la vitamine C testée a quatre concentrations
différentes sur les staphylocoques montrent que la concentration 93mg/ml pente est ’activité
antimicrobienne la plus importante vis-a-vis des 5 souches des staphylocoques testés (figure
17).

Nous avons observé une activité progressive de la vitamine C ce qui prouve son effet sur les
biofilms bactériens. Novac j et al (2004), démontrent que I’effet antibiofilm de la vitamine C

est dd a I’inactivation du quorum sensing.

Nos résultats sont similaires a ceux de lIsela et al, (2013) qui ont calculé une CMI d’acide
ascorbique nécessaire pour inhiber la croissance microbienne a 10mg/ml, et ils ont observe

une diminution du nombre de cellules bactériennes.

L’étude de (Abou Soulaiman et al, 2010) démontre I’effet antibactérien de la vitamine C sur
des souches responsables de la parodontite. Les patients atteints de parodontite chronique ont
recu une dose journaliére de 2g de vitamine C par jour pendant 41 mois. A la réévaluation,

tous les patients atteints présentaient une amélioration significative des parametres cliniques.

Contrairement a nos résultats, (Dumitrescu et al, 2010) demontrent que la souche
staphylococcus aureus a un fort pouvoir adaptatif a des fortes concentrations de la vitamine
C.

A travers nos résultats, on constate qu’il serait trés intéressant de pouvoir utiliser cette
substance naturelle comme un bain de bouche pour les patients afin de réduire la flore

buccale, minimiser le phénomeéne de ré-aspiration et lutter contre les infections croisées.
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Conclusion

Nous avons constaté que I’ecau de I'unité dentaire de la clinique Al-Sebbah, EPSP Ain

Temouchent est de mauvaise qualité microbiologique.

La caractéristique principale des conduites d’approvisionnement en eau des unités dentaires
est leur capacité a développer rapidement un biofilm auquel s’associe la formation d’aérosols

potentiellement contaminés.

La structure complexe des tubulures d’eau offre des conditions idéales a la prolifération des
germes et au développement d’un biofilm avec dominance des souches d’origine buccale
telles que les staphylocoques et les souches d’origine hydrique telles que Pseudomonas
aérogenosa, Pseudomonas putida, Klebsiella pneumoniae et Acinictobacter baumanni, qui
sont toutes capables de former des biofilms.

A travers nos résultats, nous avons confirmé qu’il existe un phénomeéne de ré-aspiration par
les pieces a main conduisant a la remontée des germes des cavités buccales des patients vers

la tubulure d’eau et qui sera a son tour source de contamination chez d’autres patients.

L’eau dans les unités dentaires représente une source potentielle de risque d’infection pouvant

nuire a la santé des patients et du personnel médical.

Les dentistes peuvent prendre des mesures pour réduire la présence de microorganismes dans

I’eau provenant de 1’unité dentaire en effectuant les opérations d’entretien suivantes :

- Contrdle microbiologique de I’eau dans les unités dentaires (Veronesi et al, 2007).

- La tubulure d’eau devrait étre considerée comme un dispositif médical, 1’action
corrective la plus efficace serait un changement régulier des tubulures.

- Les instruments rotatifs doivent étre sterilisés aprés chaque utilisation au méme titre

que les autres instruments dentaires entrant en contact avec les secrétions du patient.

Les dentistes peuvent également procéder a la désinfection de la cavité buccale afin de réduire

la charge bactérienne de celle-ci.

Afin d’éviter le phénomene de ré-aspiration des bactéries d’origine buccale, plusieurs études
montrent qu’un ringage de la bouche du patient juste avant le traitement dentaire avec une
solution antiseptique tel que la vitamine C diminue de facon significative le nombre de

microorganismes (Grenier et al,2009).
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Annexes

Annexe 1 : Composition des milieux de culture (g/l d’eau distillée)

Gélose Mac conckey

Peptone  de  CaASCINE... ..ottt e 17¢g
PePLONe 08 VIANTE ...t e 039
2107 1 1 USSP 10g
Meélange de Sels DIHAITES. . ...uveiie e 1,59
ROUEE NEULTE. ..ot e e e e 0,03g
ChIOrure de SOIUML. .. ...t e e e 059
(@311 71 R 6] < TSR 0, 001g
F N | PP 13,5¢
PH 7,1

Milieu de Chapman : La formule théorique de ce milieu de culture en g/L d’eau purifiée est :

Extrait de viande (bOVIN OUPOTCIN)......eiiuritiiit i e e lg
Peptone de caséine et de viande (bovin €t POIrcine)............ccceevviviieiriennnennnnnnn. 10g
Chlorure de SOQIUML.......iieiiit i e e e e et e e e e e e aaens 75¢g
1A 35§V 10g
N 159
Rouge de  phénol...... ..o 0,025¢g
o o TS SRS PR PR PRPRPP 7,6

Préparation : 111g par litre d’eau distillée. Stérilisation a ’autoclave : 15 minutes a 120°C.

Bouillon cceurs-cervelle (BHIB)

Infusion de cervelle de VeaU............ocoiiiiiiiiiiiiiii i 12.5g
Infusion de coeurs de baeuf...... ..o 05g
POPtONE. .. 10g
GIUCOSE. ettt e e e e 029




Annexes

Chlorure de SOAIUIM. .......uiii e e e e e e e e e 029
Phosphatase  di = SOAIQUE.......viieiintit it 05g
o 7.4

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C, 20min

Composition des réactifs utilisés
Réactifs de la coloration de Gram

Violet de gentiane

PRNOL. ..o e 2.0g
Violet  de  gentiane...........oooiiiiiiii i 1.0g
Ethanol & 900, ... oue e, 10mL
Eau distill€e. . ..o.voiiii e 100mL
Lugol :

TodUIe de POtASSIUIMN. ... uutt ittt et et e et et eeeeeiaeese e e eane e e 20g9
lode MEAIIOTAE. ... e 1.0g
BaUdIStIIIBe. . ..o 300mL

Alcool (éthanol)

Fuschine de ziehl: Fuchine basique..............coooiiiiiiiiiiiiiii e, 1.0g
PRENOL. ... 5.0g
Bhanol @ 90°.......uueuiieiiiie et 10ml

Bau diSHILEE ...t e e e e e e e e e et ettt e e e 100M
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Annexe 2 : Tableau d’identification du catalogue analytique API 20F

Tableau 7 : lecture de la galerie Api 20F

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube Substrat : Caractére recherché Révélateur Lecﬂ_.‘l_re dir?cf’e o io}dir‘ecta Résultat Résultat +
est (si nécessaire) -
ONED =oaR- | mei Lecture directe
GNEG gggﬁ:gggl' galactosidase
ADH Arginine Arginine Dihydrolase
DC ; Lysine Décarboxylase Rouge de :
é)%)(; g_i‘;ﬁne mithine Décarbyoxylase phénol Lecture directe ®
CIT Citrate Utilisation du citrate BBT Lecture directe H
H,S I:&?jglfate i Production d'H,S Felll Lecture directe 8
URE Urée Uréase gﬁggglde Lecture directe ﬂ
Tecture mainecte
Tryptophane
TDA Tryptophane drgs?arr?inase g
Tryptophanase ou Lecture indirecte I
IND Tryptophane production d'indole H
. production d’acétoine Lecture indirecte
VP Sgé::’r:te e (3-hydroxybutanone
S gélatinase Particules de :
GEL Gélatine e Lecture directe ﬂ l
%:L{J Aa Substrat Utilisation de substrats , ®
b carboné carbonés (glucides) BBT Lecture directe A
:‘,.'mog_ramme (glucide) =
Lecture indirecte .
NO, /N, | Nitrates (NO57) Nitrate réductase |
Annexe 3 :
Ingrédients de la vitamine C
ACIAE @SCOMDIUE. ...ttt 1262 mg
CalCIUM L 240 mg
MAGNESIUM . . .. e e e 53mg
Potassium (citrate de potassiUm) ........c.o.viriiriti i 53 mg
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Résumé

La formation de film biologique dans les pieces d’équipement et les conduites d’eau des unités de soins dentaires suscite de
plus en plus d’inquiétude. Les biofilms sont des communautés de microorganismes qui adhérent a la surface des dispositifs
médicaux, plus particuliérement les circuits des unités de soins d’eau dentaires. En effet, les surfaces internes des tubulures
dentaires offrent un environnement particulierement propice a la multiplication de divers microorganismes provenant du
réseau d’adduction d’eau et des microorganismes d’origine buccale. L’objectif de ce travail est d isolé et d’identifier les
bactéries présentes au niveau des paroi interne des tubulures d’eau liés aux fauteuils de I'unité dentaire de la clinique Al-
Sebbah, EPSP Ain Temouchent et d’évaluer leurs capacités a produire des biofilms, afin de tester ’activité antibactérienne de
la vitamine C pour réduire le risque de contamination de celle-ci. Nos résultats révelent un pourcentage élevé des
entérobactéries tel que Pseudomonas putida, Acinitobacter baumannii, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, et Klebsiella
pneumoniae suivi des souches de staphylocoques d’origine buccale, ce qui indique que I’eau est de mauvaise qualité
microbiologique. A travers nos résultats nous pouvons confirmer que la vitamine C a un bon pouvoir antimicrobien en

inhibant la formation de biofilm in vitro.

Mots clés : Tubulure d’eau, unité dentaire, bactérie, biofilm, vitamine C
gl
Gl ) 2aB) Apal) LS Cilraine (A Ay gead) Apie V1 aul Aliadl Claa 5 3 olaall il 5 lamall 3 ol o) (s iyl e (3B llia
e el KA Gl JS A5 g Ay QLinY) Y BRI mhaul) i call gl 8 Lt slaa Ailiall cilas s 0 50 Aald 5 cdlall 5 eaY) ey
e 53 sall LSl apanty Je o Jandl 138 (e gl (5 sl Ll <l agal) ol 5 olpall <lalae) Aud (e 285U dalidal) 48800 Auall Ll
D) Jal e gl Buse Y1 2LY Lt o8 anii g ccaid ga (e AV ) laall sobie 8 QL) Gida s ol 5 A pall olaal) CanlsY Al lasll
Jie g gmall Ll (e dlle A e Ui CalSS a3l jlad QAW s (palidl Ly 5, aliaal) Laliall
Klebsiella pneumoniae Pseudomonas putida_s Acinitobacterbaumannii _Escherichia colis Enterobacter cloacae <Y b leli
8alime B B 5B ] s (el (3 (o Wiy cliailts IS (g Ay m sl a5 )Sae e 5 il alaal) O ) padiy L eyl 233 gl ) 5l
o) oL sall 0y oS5 e (3l e 5 Sl

o Ol ¢ calidgn ¢ Ly pSs (it alasan 5| olia g sAalidal) cilalst

Abstrat

There is growing concern over the formation of biofilm in equipment and water pipes in dental care units.
Biofilms are communities of microorganisms that adhere to the surface of medical devices, specifically the
circuits of dental water care units. In fact, the internal surfaces of dental tubing provide an environment
particularly conducive to the multiplication of various microorganisms originating from the water supply
network and microorganisms of oral origin. the objective of this work is to study the bacteriological quality of
the water used in the dental unit of the Al-Sebbah clinic, EPSP Ain Temouchent to identify the bacteria of the
water tubes after having isolated them, to evaluate their capacities to produce biofilms, and to propose methods
of disinfection starting from a natural substance because the results of our research revealed the presence of a
good number of microorganisms with a dominance of staphylococci with negative coagulase of oral origin,
which indicates that the water is of poor microbiological quality Through our results we can confirm that vitamin

C has a good antimicrobial power by inhibiting the formation of biofilm in vitro.

Keywords: Dental unit, water tubing, bacteria, biofilm, vitamin C




