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Résume

La cavité buccale humaine contient I’'une des communautés bactériennes les plus complexes,
répartis sur les différentes zones de la bouche. L’altération des conditions locales va permettre la
croissance et le développement d’especes pathogénes qui sont a ’origine du déclenchement de la
maladie bucco-dentaire. L’objectif de cette étude est I’isolement et 1’identification des bactéries de
la cavité buccale chez I’homme prélevé a partir de quatre sites différents (la gencive, la plaque
dentaire, la langue et la carie dentaire), ainsi que I’évaluation de leurs profils de résistance aux
antibiotiques. Ce travail a porté sur 22 prélévements bucco-dentaires chez des patients 4gés entre 1
et 70 ans. L’identification des bactéries isolées a été basée sur les caractéres morphologiques,
culturaux, biochimiques, et les tests de sensibilité aux antibiotiques. Les résultats obtenus ont révélé
une prédominance des Streptocoques suivi par des Staphylocoques (Staphylococcus aureus et
Staphylococcus epidermidis) et en fin des entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella Spp et
Serratia Spp). D’aprés les tests de sensibilité aux antibiotiques, il en ressort que la plupart des
bactéries isolées présentent une apparence de résistance a la quasi-totalité des antibiotiques testés,
ce qui montre leur caractére de multi résistance. On peut conclure que méme s'il existe plus
d'antibiotiques actifs, le meilleur controle des maladies buccales est la prévention, considérée

comme économiquement nécessaire sur la base d'une application stricte des mesures d'hygiénes.

Mots clés : Antibiotiques, Carie dentaire, Cavité buccale, Gencive, Plaque dentaire.



Abstract

The human oral cavity contains one of the most complex bacterial communities, spread
across the different areas of the mouth. The alteration of local conditions will allow the growth and
development of pathogenic species that are at the origin of the trigger of oral disease. The aim of
this study is to isolate and identify bacteria in the oral cavity in humans from four different sites
(gums, plaque, tongue and tooth decay), as well as to evaluate their antibiotic resistance profiles.
This study covered 22 oral-dental samples of patients aged 1 to 70 years. Identification of isolated
bacteria was based on morphological, cultural, biochemical characteristics, and antibiotic sensitivity
tests. The results obtained revealed a predominance of Streptococcus followed by Staphylococcus
aureus and Epidermidis and eventually Enterobacteria (Escherichia coli, Klebsiella Spp et Serratia
Spp). Antibiotic sensitivity tests show that most isolated bacteria appear to be resistant to almost all
of the antibiotics tested, demonstrating their multi-resistant character. It can be concluded that even
if there are more active antibiotics, the best control of oral diseases is prevention, considered

economically necessary on the basis of strict application of hygiene measures.

Keywords: Antibiotics, Caries, Mouth cavity, Gums, Plaque
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Introduction

Dés la naissance, I’homme est exposé¢ a une multitude de microorganismes (bactéries,
archaebactéries, virus, champignons...) qui viennent coloniser tout son corps : la peau, le colon,
I’intestin, les bronches, les appareils génitaux, la bouche... Cette population microbienne est
appelée microbiote et vit en équilibre avec son hote dans une relation symbiotique que 1’on appelle
homéostasie (Avila et al ., 2009).

Apres plus de deux millions d’années de coévolution, I’homme et ses organismes
commensaux sont progressivement devenus dépendants 1’un de 1’autre, on parle de relation ou
cohabitation symbiotique (Marsh et Devine, 2011). Notre corps fournit aux microorganismes un
milieu slr et des nutriments pour se développer, et en retour, les bactéries résidentes nous conférent

des avantages considérables, nécessaires a notre développement normal (Turnbaugh ez al., 2009).

L’un des écosystémes les plus peuplés de microorganismes ; la cavité buccale humaine, plus
de 1 000 types différents de bactéries y ont été recensés. La particularité de ces bactéries est leur
pouvoir d’adhérence aux différentes surfaces de la cavité buccale comme les dents, la langue, la
gencive...etc. Grace a ce pouvoir, les bactéries buccales forment des structures de trés grande
résistance appelées : Biofilms (accumulation structurée et ordonnée de bactéries) (Aas et al., 2005).
Environ 80 % des infections microbiennes bucco-dentaires sont liées au biofilm (Shafahi et al.,

2010; Seneviratne et al., 2012).

Les pathologies bucco-dentaires sont classées par les experts de ’OMS au troisiéme rang
des fléaux mondiaux, elles touchent I’ensemble de la population. Ces pathologies peuvent étre
d’origine infectieuse, majoritairement par les bactéries : des Gram positif et des Gram négatif, des
aérobies et des anaérobies, trouver généralement dans la cavité buccale : les dents et le parodonte
(Djebli, 2017). Parmi les bactéries qui peuvent causer une pathologie bucco-dentaire 3 sont
essentielles : Streptococcus spp, Staphylococcus aureus et Klebsiella oxytoca. Les pathologies
bucco-dentaires les plus fréquemment rencontrées sont : la carie dentaire qui est une maladie

provoquée par l'altération de 1'émail dentaire qui évolue en cavités (Bartet, 2018).



Introduction

Cette situation nous a incités a choisir notre théme de recherche dont les objectifs sont :

-L'isolement et l'identification des bactéries a partir de trois sites buccaux généralement les plus
colonisés par les bactéries : la plaque bactérienne, la gencive et la carie dentaire.

-L’évaluation de la résistance de la microflore buccale aux antibiotiques sélectionnés.
Nous rapportons dans cette étude deux grandes parties :

- La premicre est consacré aux données bibliographiques comprenant des généralités sur la cavité
buccale et la population microbienne de cette cavité, ainsi que les maladies provoquées par ces

bactéries.

-La deuxiéme partie relate notre travail expérimental avec les différentes techniques d’isolement et

d’identification biochimiques des bactéries buccales, les résultats obtenus et leur discussion.

Cette dernicre partie est cloturée par une conclusion.
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1. Description de la cavité buccale

1.1 Définition

La bouche ou la cavité orale est le segment initial du tube digestif, cette cavité est placée a la
Partie inférieure de la face, posséde deux parties osseuse et cutanée et des limites adhérent a des
muscles (Sobotta et Desjardins, 1906). Elle est composée des dents, de la muqueuse buccale
(Ievres, joues, plancher buccale, palais), de la langue, la salive et du fluide gingival (Tailht, 1999).
Elle joue un réle important dans la gustation grace a la présence de quatre variétés du goiit « acide,
amer, sucré et salé », et assure la transformation mécanique et chimique des aliments (Bouchet et
Cuilleret, 1983). La cavité buccale détient plusieurs fonctions qui sont : phonation, mastication,
déglutition, respiration et esthétique. Toutes ces fonctions sont déterminantes pour la santé générale

( Secci, 2006).
1.2 Anatomie dentaire

Cette cavité qu’est incluse le palais, la lévre, le joue, la langue, les glandes salivaires, la

salive et les arcades dentaires.

1.2.1 Muqueuse buccale

La bouche est tapissée par la muqueuse buccale qui se termine au-devant par les lévres et a
I’intérieur par une enveloppe digestive et respiratoire. Cette peau réguliére peut subir des
modifications structurelles en raison de sa position et des tissus qui lui sont sous-jacents (Auriol,

2008).

1.2.1.1 Les joues

Les joues sont les parties latérales de la cavité buccale, molles, mobiles, musculo-
membraneuses de I’extérieur a I’antérieur, les joues comprennent un plan cutané, un plan sous
cutané, un plan musculaire, un plan glandulaire (autour du canal de sténon) et un plan muqueux
(Brygo, 2009). Lors de la communication, les joues jouent un réle important dans la formation de la

voix et de l'expression.
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1.2.1.2 Lalévre

Les leévres supérieure et inférieure sont trouvées en forme de replis souples, mobiles,
d’organisation cutanée muqueuse (Charpentier et al., 2008 ; Kuffer et al.,2009). IIs définissent
l'orifice, I’articulation au niveau des commissures buccale et labiale (Brygo, 2009 ; Kuffer ez al,
2009)
1.2.1.3 Le plancher buccal

Le plancher buccal est la limite inférieure de la cavité buccale est la membrane muqueuse,

non-kératinisée, située sous la langue (Kuffer et al., 2009).

1.2.1.4 Le palais

Le palais contribue a la formation du toit de la cavité buccale, le séparant des fosses nasales.

Le palais est subdivisé en deux parties.

En avant, palais dur, situé a l'avant et immobile. Il est formé d'une membrane muqueuse
kératinisée en continuité avec la gencive, étroitement connecté¢ a la mandibule et contribuant a la

mastication des aliments (Mellal, 2011).

En arri¢re, palais mou ou voile du palais. Il est formé d’une fine muqueuse non kératinisée.
La luette est la structure de I’extension accrochée a son extrémité arriére ou on trouve également
deux piliers dont I'avant forme la limite avec 1’oropharynx (Charpentier et al., 2008 ; Lombardi ef

al., 2008).
1.2.2 La langue

C'est un organe attaché au plancher de la bouche. Il participe aux fonctions de mastication,
de déglutition phonétique. Mais aussi il produit des lipases linguales, initie la dégradation des acides
gras et catabolisme les triglycérides en monoglycérides (Bath-balogh et al., 2011).

Ce muscle est composé de deux parties principales :

La partie postérieure de la langue, appelée la racine, est fixée a l'arriére du plancher buccal. La

partie mobile, appelée le corps, comprend une face inférieure recouverte d'une fine muqueuse qui

5



Revue bibliographique

rend visibles les veines sublinguales, des bords latéraux, une pointe (apex) et une face supérieure
dorsale traversée par un sillon médian.
La langue se distingue également par quatre types de papilles (foli¢es, filiformes, fongiformes et

caliciformes) situées sur la muqueuse de la face dorsale buccal (Figure 1).

L]
-

Amypgdale palatine

La racine
Papiles caliciformes ™ lingual

Sillon médian
Lo comps FPapiles Tolubes
Pagilles filfoarmas

Papilles fongfonmes

BApas

Figure 1: Face supérieure de la langue (Albert et Olivier, 1994).

1.2.3 La salive

La bouche est baignée d'un liquide biologique incolore appel¢ salive. Elle est plus ou moins
visqueuse, légerement odorante et se compose principalement de 99,5% d'eau, ainsi que de 0,5% de
substances dissoutes (Pellat, 2010). La moiti¢ de ces substances sont de nature minérale, tandis que
les autres sont des maticres organiques telles que des protéines et des glycoprotéines. La salive a un

pH compris entre 6,75 et 7,25 (Tibi Julien, 2010).

La fonction de la salive est une fonction digestive (mastication, puis déglutition du bol
alimentaire par son insalivation), fonction protectrice (1’¢locution, et la protection de muqueuse et
de dent), fonction d’excrétion (Comme la sueur ou les urines, la salive est une voie d’élimination
naturelle), fonction hormonale (joue un rdle dans le métabolisme ostéocalcique, glucidique et

lipidique) (Devals, 2003).
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1.2.4 La glande salivaire

I1 existe trois grosses glandes principales dans la cavité buccale :
Les glandes parotides (la plus volumineuse, elle secréte sa salive par le canal de Sténon), les
glandes sous-maxillaire (sécréte la salive par le canal de Wharton.), les glandes sous-linguale

(Brygo, 2009)(Figure 2).

glande
parotide

& ——— canal de Sténon
.~  glande

e N sous-linguale
glande
sous-maxillaire

Figure 2: Les glandes salivaires (Briilé et al., 2002).

1.2.5 Le fluide gingival

I1 s'agit d'un liquide biologique dérivé du plasma sanguin. Il se propage du tissu conjonctif
des gencives vers le sillon ou le pli gingival, assurant un nettoyage et empéchant la prolifération
bactérienne. En cas d'inflammation, telle que la gingivite, la sécrétion est plus importante que dans

les tissus sains de la gencive (Devals, 2003).

Sa composition est trés proche de celle du plasma : il contient des composants immunitaires
(immunoglobuline, compléments, globules blancs, notamment polynucléaires et neutrophiles), des

protéines et des ions (calcium, fer...) (Albert ,1994 ; Chardin et al.,2006).
1.2.6 La dent

La dent est un organe dur, joue un rdle important dans la mastication des aliments (couper
et de broyer les aliments) et dans la phonation (aider I’articulation du langage) (Bouchet et

Cuilleret, 1983).
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1.2.6.1 La structure des dents

La structure de base de toutes les dents est similaire, avec une couronne qui dépasse de la
gencive et une ou plusieurs racines. Le collet de la dent est situé a la jonction de la couronne et de la
racine.

Du centre de la dent vers 'extérieur, il y a plusieurs couches d'odontes, notamment la pulpe
dentaire, la dentine, 1'émail. D'autre part, le parodonte comprend la gencive, l'os alvéolaire, le

desmodonte et le cément (Graziella Secci ,2007) (Figure 3).

a) L’odonte

C’est la partie visible dans la cavité buccale, Elle se compose de :

> L’¢émail

C’est la substance la plus dure de l'organisme, est fortement minéralisé par des sels de
calcium et ses cristaux denses d'hydroxyapatite sont orientés en colonnes perpendiculaires a la
surface de la dent ce qui leur confére une grande résistance aux forces de mastication (Arveux,

2016).

> La dentine

Appelée aussi ivoire, elle participe a la formation de la masse de la dent (couronne et racine).
Elle s'étend de l'intérieur vers l'extérieur, de la cavité pulpaire qu'elle délimite, a I'émail (au niveau
de la couronne), au cément (au niveau de la racine). En raison de la transparence de 1'émail de dent,

elles ont donné de la couleur aux dent (Fonzi et al., 1994).

» La pulpe

La pulpe est un tissu conjonctif lache et spécialisé qui occupe la partie centrale de la dent.
Elle a des fonctions nutritives, neurosensorielles et réparatrice (Vidal,2019). Cette pulpe est
principalement composée de nerfs et de vaisseaux sanguins qui acheminent les éléments nourriciers

vers la dent par l'intermédiaire de 1'apex radiculaire (Graziella Secci, 2006/2007).
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b) Le parodonte

C’est I’ensemble des tissus qui entourent et soutiennent tous les composants précédemment
cités. Il est constitué de quatre tissus différents, minéralisés ou non : 1’os alvéolaire, le desmodonte,
le cément et la gencive. Pourtant trés différents anatomiquement et physiologiquement, ces tissus

ont en commun le role de soutien de dent (Caix, 2002; Seiller et al., 2005).

> La gencive

C’est la seule partie visible du parodonte qui comprend I’ensemble des tissus épithéliaux et
conjonctifs qui entourent les parties cervicales de dent et enveloppe aussi 1’os alvéolaire sous-jacent
(Woelfel et al., 2007). Cette partie est composée d’un bord libre (la gencive marginale) avec une
couleur rose pale, porte des renflements entre chaque dent « papille inter-dentaire » et une gencive
attachée est plus sombre que 1’autre. Elle représente la muqueuse buccale qui recouvert 1’os
alvéolaire, il y a une muqueuse vestibulaire situé¢ a 1’extérieur des arcades dentaires et 1’autre
linguale présente au niveau mandibulaire ou palatine (au niveau du maxillaire) (Brygo, 2009). Leur

role principal est de protéger la dent dans les cas des infections bactériennes.

> Le ligament dento-alvéolaire (desmodonte)

C'est un tissu conjonctif fibro-cellulaire, hautement vascularisé, occupant un espace entre la
racine de la dent et 1'alvéole. Il est plus épais au niveau de la créte alvéolaire et de I'apex de la racine
et plus fin au niveau du tiers moyen de la racine dentaire. Il est en continuité avec le tissu conjonctif
gingival au niveau de la créte alvéolaire et avec le tissu conjonctif pulpaire au niveau du foramen
apical (Arveux, 2016). Il a un role essentiel dans la protection de la dent dans son environnement
en rattachant 1’os alvéolaire au cément (couche la plus externe de la racine) et sert d’amortisseur des

forces dirigées sur la dent (Rouch, 2015).
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> Le cément

En plus de leur role dans la mastication, la dent intervient également dans la vocalisation
(prononciation claire), a travers les sourires et comme support de joue et de lévre, dans l'esthétique
faciale... (Scheid et al., 2007). Le cément racinaire recouvre la racine, il forme l'interface entre la
racine dentaire, le tissus parodontaux et gingivaux (Kemoun et al., 2011). Il fixe les fibres de
collagene des ligaments sur les dents et les fait adhérer aux os alvéolaires. C'est donc un élément du
tissu parodontal, et une partie anatomique de la dent. C'est comme du tissu conjonctif dur plus
fortement minéralisé que les os. Il ne contient pas de vaisseaux sanguins et pas d'innervation. Il est
composé a 65% d’hydroxyapatite calcique, 23 % de collagene et 12% d'eau. Le cément est en
croissance continue, qui permet la restauration et la régénération des dents (Auriol ef al, 2008 ;

Albert, 1994 ; Woelfel et al., 2007 ; Lorimier et al.,2012).

> L’os alvéolaire

C'est une organisation minéralisée dure. Il protége et soutient la dent (temporaires et
permanents). Sa racine est noyée dans le processus alvéolaire (Lorimier ef al.,2012).Tout au long
de la vie, l'os alvéolaire, comme les autres os, traverse des modifications osseuses périodiques

(Devals, 2003 ; Caix, 2002 ; Lorimier et al., 2012)
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Figure 3: Coupe d’une dent (Devals, 2003).
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2. Description de la Flore bucco-dentaire

La flore bucco-dentaire renferme plus de 50 milliards de bactéries, réparties sur plus de 500
especes différentes, soit plus de 20 genres distincts (Gendron et al., 2000 ; Afssaps, 2001). Ces
bactéries représentent environ 20g dans la bouche de ’homme (Kerner, 2005). Cette flore est
commensale, elle varie en fonction de 1’age et du site de prélevement et ses composants cohabitent
dans un équilibre physicochimique parfait. Un simple déséquilibre, peut provoquer I’installation de
pathogenes avec le temps (Roberts, 2005).

2.1 Acquisition de la flore buccale au cours de la vie

In utero, le feetus est normalement stérile, et sa flore buccale inexistante. La naissance marque
le passage de la vie intra utérine stérile a la vie extra utérine, et ainsi a 1’exposition continue aux
micro-organismes par contact avec 1’environnement, avec les autres individus, etc (Chardin et al.,

20006).

Pendant les premiers mois de la vie, alors que le nouveau-né n’a pas de dent, les seules
surfaces pouvant étre colonisées sont les muqueuses. A cela, s’ajoutent la desquamation des
cellules épithéliales, le flux salivaire, le pH buccal et les propriétés antibactériennes de la salive,
qui sont autant de facteurs limitant la colonisation bactérienne (Chardin et al., 2006 ; Philip et

al.,2009).

La premiere contamination orale de ’enfant s’effectue lors de I’accouchement par la flore
vaginale maternelle (lactobacilles), et continuera ensuite avec I’environnement (salive du pere, de

la mere, aliments, ...). Ces premiers colonisateurs sont souvent transitoires.

Ensuite, quand les dents lactéales font leur éruption, et que I’enfant a ses propres défenses
immunitaires, apparaissent de nouvelles surfaces a coloniser, de nouveaux nutriments dus a un
changement d’alimentation, et de nouvelles défenses ; et avec eux, une plus grande diversité de la
flore. On y retrouvera les Streptocoques ; Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius et
Streptococcus oralis. L’éruption des dents définitives, elle, amene des bactéries anaérobies. La
composition de la flore n’est pas figée, et pourra étre modifiée au cours de la vie, par des facteurs

hormonaux (notamment a 1’adolescence ou pendant la grossesse), le régime alimentaire, le

11
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vieillissement, les pathologies, 1’hygiéne bucco-dentaire, etc (Chardin et al., 2006 ; Philip et al.,

2009).

2.2 La population bactérienne dans la cavité buccale

L'écosysteme buccal est constitué d'une flore buccale diversifiée.

2.2.1 La microflore normale

A l'origine, la microflore comprend surtout les genres Streptococcus, Neisseria, Actinomyces,
Veillonella, Lactobacillus et également quelques levures. La plupart des micro- organismes
envahissant, au début, la cavité buccale sont des aérobies et des anaérobies obligés (Tableau 1 et
2). Lorsque les premicres dents apparaissent, les anaérobies (Porphyromonas, Prevotella, et
Fusobacterium) prédominent en raison de la nature anaérobie du sillon gingivale, Streptococcus
parasangis et Streptococcus mutans se fixent sur I'émail des dents pendant leur développement,
Streptococcus salivarius se fixe sur les surfaces épithéliales de la bouche et les gencives et colonise
la salive. Ces Streptocoques produisent un glycocalyx et divers facteurs d'adhérences leur
permettant de s'attacher aux surfaces buccales. La présence de ces bactéries contribue a l'apparition

de la plaque (Prescott ef al., 1995).

Tableau 1: Les principaux genres a Gram positif retrouvés au niveau de la bouche (Grara, 2002).

Types de bactérie Gram Forme Spore Mobilité Anaérobie
Actinomyces + Bacille — — +
Propionibacterium + Bacille — — +
Lactobacillus + Bacille _ _ +
Rothia + Bacille — — +
Corynebacterium + Bacille — — +
Bacillus + Bacille n _ +
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Bifidobactérium + Bacille — — +
Eubactérium + Bacille — — +
Clostridium + Bacille n . +
Micrococcus + Cocci — — —
Staphylococcus + Cocci — — +
Stomatococcus + Cocci _ _ +
Streptococcus + Cocci . . +
Gemella + Cocci B B /
Peptococcus + Cocci — — +
Peptostreptococcus + Cocci — — +

Tableau 2: Les principaux genres a Gram négatif retrouvés au niveau de la bouche (Grara, 2002).

Types de bactéries Forme Spore Mobilité | Anaérobie
Porphyromonas Coccobacille,Bacille — — +
Prevotela Coccobacille,Bacille — — +
Bactéroides Coccobacille,Bacille o - +
Leptotrichia Bacille B _ +
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Fusobactérium Bacille — +
Selenomonas Bacille + +
Centipeda Bacille + +
Haemophilus Coccobacille,Bacille — +
Actinobacillus Coccobacille,Bacille — +
Cardiobactérium Coccobacille,Bacille o +
Eikenella Bacille _ +
Klebsiella Bacille B +
Campylobacter Bacille + +
Capnocytophaga Coccobacille, Bacille T +
Pseudomonas Bacille — —
Spirochetes Hélicoidale + +
Neisseria Cocci — +
Moraxella Cocci + —
Veilonella Cocci — +
Mycoplasme Coccobacille,Bacille — +

2.2.2 La microflore pathogéne

Dans certaines circonstances, les micro-organismes de la microflore normale peuvent

devenir pathogeénes, ce qui les rend opportunistes. Le mode de vie de ces micro-organismes est non

invasif en raison des contraintes de leur environnement habituel (Prescott ez al., 1995).
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2.3 La plaque dentaire (plaque bactérienne)

2.3.1 Généralité

La plaque dentaire est une accumulation hétérogene, adhérente a la surface des dents ou
située dans 1’espace gingivo-dentaire, composée d’une communauté microbienne riche en
bactéries aérobies et anaérobies, enrobées dans une matrice intercellulaire de polymeéres

d’origine bactérienne et salivaire (Mouton et Robert, 1994).

2.3.2 Les différents types de la plaque dentaire

La plaque dentaire change également qualitativement en raison de la nature des bactéries qui la
composent Cette plaque peut étre classée en différents types selon leur emplacement (plaque
supra-gingivale, plaque sous-gingivale), leurs propriétés (adhérente ou peu adhérente), et leur

potentiel pathogéne (cariogéne ou parodontopathique) (Walker et al., 2007).

Selon I’habitat

Le role des micro-organismes dans un habitat est de former une niche écologique dans la
cavité buccale. Il existe un certain nombre de niches écologiques, comme la plaque supra
gingivale, la plaque sous-gingivale et le revétement de la langue. Ces niches écologiques
peuvent étre caractérisées par les facteurs environnementaux et les caractéristiques

métaboliques de la flore microbienne qui occupent ces sites (Hoceini, 2017).

Plaque supra-gingivale

Dés quelques minutes apres le brossage des dents, la plaque supra-gingivale commence a se
former, avec une premic¢re vague de bactéries pionniéres qui initient le processus de
colonisation. Au fil du temps, ces bactéries sont rejointes par d'autres espéces bactériennes et
des levures (Trisha, 2011). L'écosystéme de la plaque supra-gingivale est principalement
dominé par des Streptocoques non mutans et des Actinomyces (Tableau 3), qui provoquent
l'acidification des milieux et entrainent la déminéralisation de la surface dentaire. Cette
acidification crée un environnement favorable a la croissance des microorganismes cariogenes

tels que Streptococcus mutans (Takahashi, 2005).
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Tableau 3: les bactéries retrouvées au niveau de biofilm supra-gingivale (Grara, 2002).

Les bactéries a Gram positif Les bactéries a Gram négatif

Coques Bacilles Coques Bacilles
Streptococcus sanguis, Actinomyces Neisseria, Bacteriodes
Streptococcus mitis, VISCOSSUS, Veillonella melaninogenicus
Streptococcus mutans, Rothia (oralis), Corrodens,
Staphylococcus dentocariosa, Capnocytophaga,
epidermidis, Arachnia. Fusobacterium,
Peptostreptpcoccus Leptotrichia,

Spirochétes.

» La plaque sous-gingivale

Dans les sites sous-gingivaux, Fusobacterium et Prevotella neutralisent le pH de
I’environnement  sous-gingival par un métabolisme azoté, ces micro-organismes
asaccharolytiques métabolisent les composés azotés provenant du fluide gingival et créent un
pH neutre et un environnement anaérobie riche en acides gras a chaine courte et en ammoniac
(tableau 4). Le pH neutre et l'environnement azoté augmente l'activité protéolytique de
Prevotella et simplifie et aide la mise en place des bactéries intolérantes a I’acide, mais

parodontopathogeénes comme Porphyromonas gingivalis (Hoceini, 2017).

b) Selon le pouvoir pathogéne

11 existe trois types de plaques dentaires selon leur pouvoir pathogene (Loesche et al., 1983):

» Plaque non pathogene : compatible avec un état satisfaisant de santé dentaire et parodontale.

Cette plaque n’entraine aucune pathologie. Elle comprend essentiellement des bactéries & Gram
positif appartenant aux genres Streptococcus et Actinomyces.
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»> Plaque cariogéne : qui se développe lors d’une consommation importante de sucres
fermentescibles et qui se caractérise par une forte proportion de Streptococcus mutans et

Lactobacillus propices a 1’acidification du milieu et a la déminéralisation de I’émail.

» Plaque parodontopathique: qui se développe dans 1’espace gingivo-dentaire. Son contenu
bactérien évolue progressivement d’une flore aéro-anaérobie facultative, composée de cocci a
Gram positif vers une flore anaérobie stricte & Gram négatif. Cette flore est a 1’origine de

nombreuses maladies parodontales telles que les gingivites et les parodontites.

Tableau 4: Les bactéries retrouvées au niveau de biofilm sous-gingivale (Grara, 2002).

Les bactéries 2 Gram positif Les bactéries a Gram négatif

Coques Bacilles Coques Bacilles
Streptococcus Rothia dentocariosa, Neisseria, Bacteriodes
sanguis,Streptococcus | Actinomyces Veillonella. melaninogenicus,
mitis,Enterococcus viscosus, Fusobacterium,
(streptoD), Actinomyces israell, Selenomonas.
Peptostreptococcu, Arachina,
Staphylococcus Leptotrichia,
epidermidis. Propionibacterium

acnes.

2.3.3 Formation de la plaque dentaire

La plaque dentaire se forme en plusieurs étapes : d'abord, les bactéries pionniéres adhérent a la
surface des dents, puis les bactéries buccales proliférent, formant des micro-colonies qui se

maturent avant de se détacher (Figure 4).
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1) Formation de la pellicule acquise exogéne

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

et acides, elle favorise néanmoins I’installation de la plaque dentaire (Bouchard, 2015).
2) Adhésion bactérienne aux surfaces

Les premicres bactéries qui peuvent s’attacher a la pellicule acquise exogene ce sont
les bactéries pionniéres a Gram positif : Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis,

Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis et Actinomyces naeslundii.
On distingue deux types d’adhésion des bactéries :

» Adhésion réversible peut s’établir entre la PAE et les bactéries grace a des interactions
physicochimiques non spécifiques (forces de Van der Waals et forces de répulsion
¢lectrostatiques). Les micro-organismes sont alors facilement détachables par ringage

(Bouchard, 2015).

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

Actinomyces naeslundii (Li et al., 2004).
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3) Co-aggrégation bactérienne

Il existe des bactéries qui n’ont pas la capacité de se fixer directement a la pellicule acquise
exogene, ce sont des bactéries a Gram négatif comme : Fusobacterium sp, Haemophilus sp,
Porphyromonas sp, Lactobacillus sp, Veillonella sp, Treponema sp, Prevotella sp et Tannerella sp.
Ces bactéries vont adhérer aux bactéries pionnieres d’une maniére précise, grace a des interactions
spécifiques entre les adhésines et les récepteurs appelées : des interactions inter-bactériennes basées
sur des propriétés de co-aggrégation bactérienne permettant a une bactérie libre de s’associer a une
bactérie fixée, qui interagissent entre elles et modifient la composition cellulaire du biofilm

(Antezack, 2017).
4) La maturation

Les divisions cellulaires, les communications métaboliques et les échanges génétiques entre
les espéces bactériennes favorisent la formation d’un réseau bactérien tridimensionnel,
structurellement et fonctionnellement organisé. Les bactéries sont enveloppées par une matrice

extra cellulaire polysaccharidique protectrice qu’elles autoproduisissent. (Antezack, 2017).
5) Le détachement

Aprées la formation d’une plaque dentaire mature épaisse, des forces de cisaillement (comme
par exemple lors d’une mastication) peuvent induire une dissociation bactérienne qui permet le
détachement du biofilm. Certaines bactéries ont la capacité de se détacher grace a la production
des enzymes spécifiques permettent I’hydrolyse de leurs liaisons avec les protéines de surfaces,

pour aller coloniser d’autres surfaces. C’est le cas de Streptococcus mutans (Antezack, 2017).

19



Revue bibliographique

é k‘

']
‘ S &/

l\ ow o _’
N\ 7d S
-~ =4 N [
= A, 2\
Fagpreey . N O
Adhérence Croissance Maturation | Dispersion|

Figure 4: Formation de biofilm (Antezack, 2017).

2. Dysbiose buccale

L'équilibre complexe entre les espéces résidant dans la cavité buccale est responsable du
maintien d'un état sain (en symbiose) ou d'une condition associée a la maladie (in dysbiosis) (Figure
5). Un microbiome dysbiotique est celui dans lequel la diversité et les proportions relatives d'especes
ou de taxa au sein du microbiote sont perturbées (Cho et blaser, 2012). Cette perturbation peut
modifier la qualité ou la quantit¢ de la flore et entrainer le développement de micro-organismes
pathogenes, ou la transformation de la flore résidente en pathogénes opportunistes, ce qui augmente le
risque de I’installation des maladies comme la carie dentaire ou les maladies parodontales telles que la

gingivite et la parodontite (Devals, 2003 ; Marsh, 2004 ; Philip e al., 2009).
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Figure 5: Mod¢le de la dysbiose (Marsh, 2003).
3.1 Principales pathologies de la cavité buccale
La cavité buccale abrite un des écosystemes microbiens les plus complexes de l'organisme
humain. Il est estimé que plus de 700 espéces bactériennes différentes colonisent les divers sites de
la cavité buccale. Le biofilm dentaire qui se développe sur les tissus durs et mous de la cavité
buccale est composé de bactéries, de cellules épithéliales, de protéines, d'enzymes et de débris

alimentaires qui sont intégrés dans une matrice extracellulaire de polysaccharide.

Le biofilm dentaire est a I'origine des deux principales infections bactériennes de la cavité buccale,

soit la carie dentaire soit la et parodontite (Laetittia et Daniel, 2010).

3.1.1 La carie dentaire
La carie dentaire est une pathologie infectieuse complexe d’origine multifactorielle due a une

déminéralisation des tissus durs de la dent (émail, dentine, cément).
3.1.1.1 Les facteurs de risque de ’apparition de la carie dentaire

Keyes en (1962) a ¢laboré un schéma illustrant une trilogie de facteurs étiologiques complexes

qui contribuent a la survenue de la carie (Figure 6).
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Figure 6: diagramme de Keyes (keyes 1962).

> La flore cariogene

Un erand nombre d’espéces bactériennes sont retrouvées dans les caries mais n’existe en fait
g p
qu’un nombre restreint de bactéries cariogeénes : elles appartiennent aux genres Streptococcus du

groupe mutans (Streptococcus mutans et S. sobrinus), Lactobacillus et Actinomyces (Seow, 2007).
> Les streptocoques

Les streptocoques buccaux se développent naturellement sous la forme de biofilm, constituant
ainsi un ensemble de diverses communautés microbiennes attachées aux dents et aux muqueuses
(Nicolas et al., 2011). Ils sont organisés en quatre groupes :mutans, salivarius, anginosus et mitis
(Boujemaa-Azzi, 2015). Streptococcus mutans est la plus virulente des especes bactériennes de la
plaque, responsable du plus grand nombre de caries des puits et des fissures ainsi que des surfaces
lisses (Peluchonneau, 2011). D'autres especes de groupe mitis sont aussi impliquées dans la

formation de la plaque dentaire, y compris:

» Streptococcus mitis qui est une espece alpha-hémolytique mésophile, se trouve le plus souvent
dans la gorge, le nasopharynx et la bouche humaine. Elle peut provoquer une endocardite

infecticuse (Lamas et al., 2003).
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» Streptococcus oralis qui est une bactérie commensale, se trouve dans la cavité buccale humaine
et elle est capable de pathogénicité opportuniste. C'est une bactérie alpha-hémolytique

(Reichmann et al., 2011).
> Les lactobacilles

Les lactobacilles sont des bacilles a Gram positif, catalase négative, aéro-anaérobies facultatifs,
(Yue Yew, 2015). Elles ont une faible capacité a se lier a la pellicule entourant 1'émail ce qui leur

interdit tout réle dans la l1ésion initiale de celui-ci (Peluchonneau, 2011).
> Les actinomycetes

Ce sont des bacilles polymorphes de 0,2 a 1 um de diametre et de longueur variable, non
mobiles, non sporulés et non alcoolo-acido-résistants (Chardin et al., 2006). Deux especes
majeures: Actinomyces viscosus et Actinomyces naeslundii colonisent la surface des dents et il

semblerait que 4. viscosus domine dans les caries radiculaires (Samot, 2012).
» Le régime alimentaire (environnement)

Le niveau de consommation et la fréquence des glucides fermentescibles tels que le saccharose,
le fructose et le glucose, ainsi que certains acides tels que l'acide citrique, ont un effet sur le

maintien d'un pH acide local dans la bouche (Courson et al., 1998).
» Le terrain (ou I’hote)

Au niveau de l'organe dentaire plusieurs facteurs peuvent favoriser l'apparition de caries.
Certains sont exogénes comme de multiples obturations déja présentes en bouche, les restaurations
défectueuses, les bagues orthodontiques (Charland ez al.,2001;Buhner et Agblevor, 2004), ctc.;
d'autres sont endogénes comme la morphologie dentaire avec des sillons profonds, les malpositions

dentaires, les rotations, etc.
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> Le temps

Il existe un risque pour les dents a chaque fois que les facteurs (terrain, aliments et microflore)
entrent en contact. Méme si les agressions se produisent quotidiennement, une carie nécessite du

temps pour se développer.
3.1.1.2 L’évolution des caries dentaires

La carie se développe en 4 étapes de plus en plus complexes a traiter, elle attaque
progressivement toutes les parties de la dent et peut avoir de trés graves conséquences sur la santé

(Figure 7):

. La premicre étape de développement de la carie est indolore. Aucun symptome n'est facilement
perceptible. La carie touche I'émail, la substance dure qui recouvre la dent. Sans examen

réalisé par un dentiste, elle peut donc passer inapergue.

. La carie s’attaque ensuite a la dentine (ou ivoire), substance qui constitue la dent. A cette étape

la carie commence a étre douloureuse.

« Une carie ne se limite pas a la destruction de la dentine. Elle peut ensuite gagner la pulpe
dentaire ou se situent les vaisseaux sanguins et les nerfs de la dent. Cette infection provoque

une rage de dent trés douloureuse.

. Sirien n'est fait, la carie peut aller toucher les tissus environnant la dent: ligaments, os, gencive.
Un abces dentaire, bien plus douloureux qu'une rage de dent, se forme et peut causer la chute
de la dent. Cette infection est susceptible de gagner I'ensemble de 'organisme et d'atteindre

d'autres organes comme le cerveau, le cceur...(Beck et Offenbacher, 1998).
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Figure 7: Développement de la carie dentaire (Philippe et David, 2008).
3.1.2 La gingivite
La gingivite est une pathologie extrémement fréquente dans laquelle la gencive devient
rouge, gonflée et saigne facilement (Figure 8). Dans les stades précoces, la gingivite se
manifeste par une douleur modérée et peut ainsi passer inapergue. Cependant, une gingivite non
traitée peut évoluer en parodontite, une forme plus grave de la maladie gingivale qui peut

entrainer la perte de dents.
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Figure 8: Une gingivite chez une sujet adulte (Orti et al., 2005).

La gingivite se divise en deux catégories :
a) Gingivite due a la plaque dentaire : Presque toutes les gingivites sont dues a la plaque
dentaire, qui est une pellicule composée principalement de bactéries, de salive, de débris

alimentaires et de cellules mortes qui se déposent en permanence sur les dents. Le tartre est une

plaque dentaire durcie.
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b) Gingivite non causée par la plaque dentaire : La gingivite non causée par la plaque dentaire
survient chez un faible pourcentage de personnages. Les causes incluent les infections, les

allergies, et certains autres traumatismes et affections (James, 2022).

3.1.3 La parodontite

Les parodontites sont des Iésions inflammatoires qui sont causées par I'accumulation de plaque
bactérienne. Celle-ci migre a travers le sillon gingivo-dentaire jusqu'au ligament parodontal et a I'os
alvéolaire (Righetti, 2007). Le manque de traitement de la gingivite peut entrainer une évolution
vers la parodontite, bien que cela ne se produise que dans 10 a 15% des cas. Cependant, il convient

de noter que toute parodontite est précédée d'une gingivite (Dersot ef al., 2013).

La plupart des microorganismes intervenant dans ces pathologies sont des bacilles a Gram
négatif, anaérobies stricts (Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tanarella forsythia,
Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Treponema denticola) ou capnophiles (Eikenella
corrodens, Capnocytophaga ochracea). Ces microorganismes ont a deux effets. D'une part, ils
détruisent les tissus de soutien de la dent (ligaments et 0s) en produisant des toxines et des enzymes.
D'autre part, ils se transforment en tartre sous-gingival dur, qui aggrave mécaniquement le

phénomene de destruction.

3.1.4 L’abcés dentaire

L'abcés dentaire est une infection purulente liée a une infection bactérienne située au niveau
d'une gencive ou une d'une dent (Ameli, 2021). Un abces parodontal est une infection également
purulente et localisée dans les tissus adjacents a la poche parodontale et pouvant entrainer une

destruction du ligament parodontal et de l'os alvéolaire(Figure 9) (Marquez, 2013).

Figure 9: Abces parodontal (Chapple et hamburger., 2006).
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3.1.5 La cellulite dentaire

La cellulite est une infection bactérienne des dents provoquée par des streptocoques ou des
staphylocoques. La cellulite commence lorsque la carie dentaire ouvre la chambre pulpaire, ce qui
produit des enzymes qui dégradent la membrane cellulaire, ce qui entraine la formation de cellulite.
Si cette maladie se propage sans traitement, elle évolue de deux maniéres : soit en mode aigu, soit

en mode chronique, et se transforme en nécrose pulpaire.

3.1.6 Actinomycose

L’actinomycose est une infection bactérienne particuliére anaérobies Gram positif, rare et non
transmissible, chronique et parfois aigué€, atteignant essentiellement la sphére cervico-faciale. Il
s’agit d’une infection purulente et granulomateuse. Les actinomycetes sont des saprophytes des
cavités buccales surtout. Actinomyces israelii est la plus responsable de la majorité des

actinomycoses humaine.

4. Les facteurs de risque des pathologies buccales

Plusieurs facteurs participent a la perturbation du microbiome de la cavité buccale et jouent
ainsi un role principal dans le développement des maladies (Figure 10). Parmi ces facteurs : la baisse
du flux salivaire, une mauvaise hygiéne bucco-dentaire, un mode de vie inapproprié¢ (habitudes

alimentaire, tabac ou encore du stress... etc.) (Kilian et al., 2016).

Microbiome

buccal
symbiotique

Figure 10: Origines potentielles de la dysbiose (Kilian et al., 2016).
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Mauvaise hygiéne bucco-dentaire: Le facteur initial du développement des parodontopathies
c’est la plaque dentaire. Elle se forme apreés une absence d’hygiéne ou une hygiéne inefficace
ce qui favorise la prolifération de microorganismes et la rétention de débris alimentaires et
conduisant a la formation de la plaque et du tartre (Anaes, 2014 ; Gibert et al., 2005). La
mauvaise hygiéne buccodentaire favorise aussi une rupture dans 1’équilibre de la flore et
permet I’émergence de pathogénes Gram négatif anaérobie en  remplacement des coques et

batonnets Gram positif (Anaes, 2014 ; Gibert et al., 2005).

Prédispositions génétiques : Certaines personnes peuvent posséder des prédispositions
génétiques pour développer des maladies parodontales. Le fait d'avoir des antécédents

familiaux de problémes parodontaux peut accroitre le risque pour une personne.

Stress chronique : Le stress peut diminuer la résistance du systéme immunitaire, ce qui rend le
corps plus exposé aux infections, notamment celles qui touchent les gencives et les tissus de

support des dents. Cela peut favoriser l'apparition de problémes parodontaux.

Age : L’age augmente le risque des parodontopathies car le tissu buccale commence de

dégrader au début de I’age de 30 ans.

Sexe : La santé parodontale chez les femmes est meilleure que chez les hommes en raison

d’une probable meilleure hygiéne buccodentaire.

Facteurs hormonaux : La pubertaire, la menstruation, la grossesse ou la ménopause influence
dans la perte de dents en raison des hormones cestradiol et progestérone qui favorisent la

croissance de Prevotella intermedia, les femmes sont plus vulnérables aux infections dentaires.

Diabéte : Un diabéte non équilibré peut influencer l'apparition ou I'évolution d'une maladie

parodontite, la parodontite est considérée comme la 6e complication du diabéte.

Grossesse: Durant la grossesse le taux de progestérone et d'ostéogéne augmente, ces
changements hormonaux induisent une modification de la perméabilité vasculaire qui conduit a

un cedéme gingival et une réponse inflammatoire accrue a la plaque bactérienne. On observe
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¢galement une modification de la flore sous-gingivale avec augmentation de la proportion de

Prevotella intermedia (Carranzd et al., 2015).

9. Tabac : Il peut provoquer des variations qualitatives de la flore bactérienne buccale ce qui

cause a son tour des pathologies dentaires et aide a les aggraver (Bouchelen, 2003).

5. La prevention bucco-dentaire

L’écosystéeme diversifié qui est a ’origine du microbiome buccal est par nature finement
réglé et protége des maladies. Il est essentiel pour les patients et pour les professionnels de santé de

maintenir cette diversité naturelle et équilibrée.

La prévention par la protection de cet écosystéme avec des techniques de contrdle de plaque
efficaces qui maintiennent les biofilms dentaires a des niveaux compatibles avec la santé bucco-
dentaire est primordiale. Une fois la dysbiose installée, le but du traitement est de rétablir 1’équilibre

perdu. L’utilisation d’agents antibactériens pour le traitement des maladies

bucco-dentaires ne doit plus étre abusive afin de conserver le microbiote buccal bénéfique et
d’éviter les résistances. Il est donc nécessaire d’adopter des approches écologiques pour maintenir
une protection salivaire efficace et compléter I’hygiéne buccale mécanique. L usage du fluortopique,
I’encouragement a des changements d’habitudes alimentaires (réduction de la quantité et de la
fréquence de consommation de saccharose et de boissons acides) ainsi que 1’arrét du tabac et un

controle strict du diabéte sont a préconiser.

arrét du tabac et un contrdle strict du diabéte sont a préconiser.

5.1 Nettoyage de la cavité buccale
5.1.1 Le brossage

Le brossage est un acte d’hygiéne, normalement tri-quotidien. Il a pour objectif d’annuler les
débris alimentaires, et surtout d’abaisser la masse de plaque. Ces objectifs vont étre aboutis par

I’utilisation d’une brosse a dent, d’accessoire inter dentaires et de n’importe qu’elle pate dentifrice

fluorée (Crepin, 2000).
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Il a aussi un autre role c’est le massage des muqueuses gingivales pour la prévention des gingivites

(Haute Autorité de Santé, 2010).
Le brossage doit étre rapide et efficace avec une durée de 2 a 3 minutes.

5.1.1.1 Les techniques de brossage « classiques »
11 existe plusieurs techniques de brossage des dents et des gencives, notamment :

-La technique du "rouleau" : un mouvement de balayage de la gencive vers la dent. Pour brosser les

dents et les gencives consiste a placer la brosse contre le sillon gingival a 45 degrés.

-La technique de "bass” : au niveau du sillon gingivo- dentaire, positionner la téte de la brosse a 45

degrés, inclinée du haut vers la gencive, et pratiquer des petits mouvements en secousses.
-La technique de "charter” : possible d’effectuer de petits mouvements circulaires, placer la

téte de la brosse a 45 degrés, les brins étant toutefois dirigés vers les dents (Pillon et al., 2013).

5.1.2 L’utilisation de bains de bouche

Selon Saffon ef al., (2011), l'inflammation des gencives est liée a une augmentation de la
prévalence des caries, des maladies parodontales et des candidoses. Pour contrer ces problémes, il

est recommand¢ d'utiliser :
-Les bains de bouche anti-inflammatoires (en cas d’inflammation et de saignement des gencives).

-Les bains de bouche antiseptiques (afin de réduire le nombre de bactéries, donc a diminuer les

infections, les gingivites et la mauvaise haleine).

-Les bains de bouche neutralisant la mauvaise haleine (limitent le développement des bactéries au

niveau de la langue et des gencives).
-Les bains de bouche fluorés (luttent contre les caries).

-Les bains de bouche au bicarbonates ((1,4%) permettent de diminuer 1’acidité buccale et prévenir

l'apparition de mycose) (Saffon et al., 2011) .
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5.1.3 Nettoyage des prothéses

L'environnement sous la prothése est propice au développement de la candidose. Les
symptomes associés : perte de golt, bouche séche, sensation de brilure, etc... Peuvent interférer
avec le port de prothéses et compliquer la mastication. Les médicaments antifongiques (topiques
et/ou systémiques) sont souvent utilisés pour traiter la candidose sousprothétique, mais la
prévalence des micro-organismes résistants a ces médicaments augmente, rendant les options de

traitement inefficaces, les mesures préventives sont donc importantes (Dartevelle, 2018).

5.1.4 Utilisation des produits de brossage par I’action chimique

Pour maintenir une bonne hygi¢ne bucco-dentaire il existe plusieurs produits a utiliser

notamment :

-Le Savon

-Le dentifrice

-La chlorhexidine

-Bicarbonate de sodium a 1,4

-Hypochlorite de sodium

-Peroxydes alcalins

-Eau oxygénee

-Solutions antiphlogistiques a base de plantes

-Bac a ultrasons (Boittin et Postaire, 2010) .

5.1.5 Stratégies fluorées

Le fluor est une substance chimique qui réagit comme un inhibiteur de la glycolyse et a des

concentrations faibles réduit la production d’acide par les bactéries ce qui entraine une

diminution de leur cariogénicité (Crepin, 2000).
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Les pratiques de soins bucco-dentaires telles que la fluorisation ont plusieurs avantages,
notamment en réduisant la solubilité de 1'émail et en augmentant sa résistance, en reminéralisant les
Iésions carieuses initiales et en réduisant le développement de la plaque bactérienne. En outre, il est
important de rappeler l'importance d'une bonne hygiéne bucco-dentaire et de consulter
régulierement un chirurgien-dentiste pour maintenir une bonne santé bucco-dentaire (Nebot et al.,

2016).
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Materiel et methode
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1. Lieu et période de travail

Ce travail a été réalisé au niveau de cabinet dentaire et de laboratoire central de
microbiologie de I'établissement hospitalier Dr. Benzerdjeb (EH) D’Ain Temouchent, durant une

période d’un mois et deux semaines (du 18 février jusqu’a 2 Avril).

Le Matériel utilisé est situé dans (Annexe 1).

2. Echantillonnage et techniques de prélévement

Notre travail a porté sur 22 prélévements bucco-dentaires provenant de quatre sites

différents : la gencive, la langue, les dents, et la carie dentaire.

Les prélévements ont été effectués dans un cabinet dentaire privé chez des patients agés
entre 5 et 70 ans femme, homme et enfant a l'aide des écouvillons stériles et ensuit chaque
prélevement a été étiqueté a 'aide de la fiche de renseignement pour déterminer 1’état personnel du

patient (Figure 11, Tableau 5) (Grara., 2002).

Figure 11: Fiche de renseignement pour un prélévement bucco-dentaire

Nom :

Date :

Numéro :

Age :

Sexe :

Site de prélevement :

La maladie chronique :
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N°de Date Age Sexe Site de Maladie
prélévement prélévement
(ans)
P1 15/02/2024 11 E Gencive /
P2 15/02/2024 60 F Carie Tension artérielle
P3 15/02/2024 39 F Gencive /
P4 15/02/2024 10 E Carie /
P5 18/02/2024 45 H Gencive Tension artérielle
Po 18/02/2024 23 F Carie /
P7 18/02/2024 25 F Carie /
P8 19/02/2024 72 F Langue Diabeéte/Tension
artérielle
P9 19/02/2024 65 H Langue Diabéte
P10 22/02/2024 12 E Langue Diabéte
P11 22/02/2024 52 H Gencive Fumeur/patient de
cardiaque
P12 22/02/2024 52 F Langue Diabéte
P13 22/02/2024 52 F Gencive Diabete
P14 25/02/2024 54 H Langue Cancer de langue
P15 25/02/2024 67 H Langue Cancer de langue
P16 26/02/2024 40 F Langue /
P17 26/02/2024 42 F Dent /
P18 03/03/2024 13 E Langue /
P19 03/03/2024 65 H Dent Tension artérielle
P20 04/03/2024 05 E Langue /
P21 04/03/2024 50 F Gencive /
P22 04/03/2024 16 E Langue Diabéte

Tableau 5: Nature de prélévement en fonction de I’age, le sexe, site de prélévement et les maladies.

H : Homme F : Femme E : Enfant
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3. Enrichissement

Apres la collecte des échantillons, chaque écouvillon a été placé dans un tube de bouillon

nutritif, couramment utilisé pour cultiver et isoler les bactéries.

Les prélévements sont ensuite transportés au laboratoire a une température de 4C° dans un délai
de moins de 2 heurs, puis incubée a 37°C pendant 24 a 48 heures jusqu’a 1’apparition d’un trouble

indiquant une croissance bactérienne.

4. Isolement des bactéries

A partir des milieux d’enrichissements présentant une croissance bactérienne (troubles),
plusieurs milieux de culture gélosés (Gélose Nutritive,Milieu Hektoen, Milieu Chapman, Milieu
Mac Conkey, Gélose au sang, Milieu King A et King B ) (Annexe 2) sont coulés préalablement
dans des boites de pétries ont été ensemencés, afin d’isoler le maximum des micro-organismes

présents dans nos échantillons.

Les milieux d’isolement utilisés sont :

«  Gélose Nutritive : Utilisée pour I’isolement des bactéries peu exigeantes.

. Milieu Hektoen : Utilisée pour I’isolement des bactéries a Gram négatif notamment les
entérobactéries pathogénes (Guillaume, 2004).

« Milieu Chapman : Utilisée pour I’isolement des Staphylocoques (Chringle, 2011).

o Milieu Mac Conkey : C’est une gélose utilisée pour 1’isolement des Entérobactéries (Joseph,

2003).

« Gélose au sang : La gélose Columbia au sang est un milieu trés nutritif permettant I’isolement
des germes trés exigeants tels que Streptocoques et Pneumocoques (Smitha et Whitfielda,

2012).

. Milieu King A et King B : Ces milieux sont utilisés pour I’isolement des Pseudomonas :

Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens (Arlet et Champs, 2009).
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L'ensemencement a été réalisé en utilisant la méthode des stries transversales. Les boites

contenant les milieux ensemencés ont ensuite été incubées a 37°C pendant 24 heures.

5. Identification des bactéries isolées

La méthode d'identification bactérienne suit les criteéres établis dans le manuel de Bergey (Holt
et al., 1994), qui implique plusieurs tests préliminaires (examen macroscopique et microscopique
des colonies), les tests biochimiques (la galerie classique), et un test supplémentaire

d'antibiogramme.

5.1 Examen macroscopique

La premicre étape de l'identification des micro-organismes consiste a 1'observation de
. . e , . .
l'apparence des colonies sur les milieux d'isolement. Cette observation initiale peut orienter les

¢tapes suivantes de l'identification.

La description des colonies doit mentionner plusieurs éléments (Figure 12) :

. Lataille.

. La forme: bombée, plate, ombiliquée, a centre surélevé, irréguliers.

« L’aspect de la surface: lisse, rugueux.

« L’opacité : opaque, translucide, transparent.

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

. La couleur et/ou Pigmentation (in Rouaiguia, 2010).
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Figure 12: Différents aspect de colonies sur les milieux des cultures (BREUIL, 2007).

5.2 Examen microscopique

Il permet de réaliser une analyse morphologique des cellules bactériennes, il inclut I’examen

a 1’état frais et la coloration de Gram.

5.2.1 Examen a I’état frais

C’est une méthode rapide consiste a observer entre lame et lamelle une suspension
bactérienne sans fixation préalable par la chaleur ou 1’alcool. Il permet I’observation des bactéries
vivantes et la détermination de leur morphologie, de leur mode de groupements, leur abondance et
leur mobilité.

e Technique

Une colonie bactérienne a ét¢ déposée sur une lame propre et séche contenant une goutte d’eau

distillée a 1'aide d'une pipette Pasteur recouvrée d’une lamelle, puis observée immédiatement.

5.2.2 Coloration de Gram

Une coloration simple a été effectuée afin d’observer la morphologie des bactéries
(bacille,cocci,...etc.) ainsi qu'une coloration de Gram qui permet de classer les bactéries en fonction

de leur composition chimique de parois, en les classant en Gram positif ou Gram négatif.
e Technique

Un frottis de culture bactérienne pure a d'abord été préparé sur une lame propre, puis fixé
avec une chaleur douce. Ensuite, la préparation a été laissée refroidir avant d'étre recouverte de

violet cristal de gentiane et laissée a agir pendant 1 minute. Aprés cela, le frottis a été rincé a 1'eau
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distillée, et du Lugol a été versé sur la lame et laissé agir pendant 30 secondes a 1 minute, puis rincé
a nouveau. Enfin, pour éliminer la couleur violette des bactéries, la lame a été lavée avec de l'alcool,
puis rincée a I'eau distillée. En derniére étape, le frottis a été recoloré avec de la fuchsine pendant 1
minute avant d'étre rincé a l'eau distillée. Ensuite, la lame a été séchée avec papier absorbant puis
observée au microscope a 1’objectif (X1000) a immersion. Les bactéries Gram positif apparaissent

en violet foncé et les bactéries Gram négatif prennent une teinte rose (Annexe 3).

5.3 Analyses biochimiques

5.3.1 Test de catalase

La catalase est une enzyme qui a la propriété de décomposer I’eau oxygénée avec

dégagement d’oxygene.
2H,0, ====2H,0 + O:

e Technique : quelques gouttes d’eau oxygénée ont été ajoutées sur des colonies bactériennes.
L’observation de dégagement de bulles de gaz, indique la présence d’une catalase (Djelouat,

1990).

5.3.2 Test coagulasse

La coagulasse libre est une enzyme libérée dans le milieu au cours de la culture par
Staphylococcus aureus. Sa mise en évidence permet seule, la possibilité d’existence de S.aureus.

Cette enzyme est capable in vitro de coaguler le plasma de lapin.

e Technique : Dans un tube a hémolyse stérile, 0,5 ml de plasma de lapin a été versé avec une
culture de 24h sur gélose Chapman. Le mélange a ét¢ incubé a 37°C. Des lectures ont été

effectuées toutes les heures pendant les cinq premiéres heures (André et al., 2008).

5.3.3 Galeries classiques

L’identification et la classification des especes reposent principalement sur 1’analyse des

caractéristiques suivants:

Recherche de I’ONPG , milieu TSI (Triple Sugar Iron Agar), milieu mannitol — mobilité, milieu au

Citrate de Simmons, milieu urée-indole et des acides aminés (Lebres, 2004).
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La série des milieux utilisés est mentionnée dans le Tableau (6) avec leurs modes d’ensemencement.

Tableau 6: Caracteres biochimiques recherchés (Galerie classique).

Test Principe Technique Résultat

-Pente jaune : lactose
et/ou saccharose
positif.

- Pente rouge : lactose
et saccharose négatif.
C’est la mise en
¢vidence de la
fermentation des

Ensemencer

-Culot jaune : glucose
abondamment la

positif et aéro-
surface par des stries

anaérobie.
TSH sucres (lactose, serrées, puis le culot
saccharose, glucose) par simple piqire , - Culot rouge :
314 ) lucose négatif ou
AVec ou Sans Mettre a I’étuve a g o % )
° aérobie stricte.
dégagement de gaz. 37°C pendant 24h

-Présence d’un
précipité noir : HoS
positif (Bourgeois et
Leveau, 1980).

A T"aide d’une pipette | virage de l'indicateur

pasteur ensemencer | de pH au bleu : citrate

o ) par des stries la ).
Citrate de Utilisation de‘ citrate suspension
Simmons comme unique bactérienne a la Absence de couleur :

source de carbone se

) surface de la gélose,
traduit par une

o : Vert : citrate (-)
puis incuber a 37°C

inisati Larpent, 1975).
alcahnli.f:ltlon de pendant 24h. (Larpent, )
milieu

Ensemencer a I’aide La r‘noblhte ) 16?
Mannitol Ce milicu vermet d’une pipette pasteur bactéries trés mobiles
mobilité P : peuvent se déplacer et

’étude de la les colonies o
dégradation du bactériennes par se multiplier dans la
mannitol et la piqlre centrale, puis

gélose molle

incuber a 37C° (formation d’un voile

mobilité de la

40



Materiel et methode

bactérie. pendant 24h. autour de la piqtre).
Le mannitol ; le
virage de couleur du
rouge phénol vers le
jaune indique un
résultat positif
(Delaras, 2007).
-Milieu rouge
violacé : Uréase
(1 ositif.
Réaliser une P
suspension - Milieu orange :
., bactérienne dans une 4 Aoat]
La capacité de la ) Uréase négatif.
bactérie a produire goutte d’eau e .
Piodol physiologique stérile, Addition de réactif
Urée Indole 1ndofe. Kovacs puis lecture :
Pré & puis ensemencer dans
B resence’ une. deux tubes a -Coloration rouge en
enzyme uréase qui
libé yl, -4 . hémolyse d’urée surface (anneau
ibére ’lammonium a | | . . )
artir de urée indole puis incuber a rouge) : Indole
P ' 37°C pendant 24h. positif.

-Coloration jaune en
surface : Indole
négatif (Delaras,

2007).

Dans un tube a essai,

La mise en évidence | mettre 0,25 ml d’eau L’apparition d’une

it | ghoosgens | oo o
ONPG L. ajouter des colonies indique une réaction
bactérie, donc la .. .
présence de bactériennes a ’aide | Positive (Djelouat,
galactosidase. d’une pipette Pasteur 1990).
et ajouter un disque
d’ONPG. Incuber a
37°C pendant 30min.
-A partir qe la -L’hydrolyse de -Violet trouble :
suspension 200i A
ADH,0ODC bactérlfenne déja I amiinirr?el.ne en Réaction positif

-Couleur jaune ou

préparé inoculé les
violet limpide :

tubes contentent des
acides aminés avec

LDC,Témoin
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quelque goutte de la Réaction négatif.
suspension.

-Ajouter une couche
de I’huile de
paraffine.

-Incubation a 37°C
pendant 24h.

6. Antibiogramme

L’antibiogramme est une étape trés importante en bactériologie médicale. Elle suit I’étape
d’identification du germe responsable d’infection. L’examen bactériologique a été réalisé pour but
d’apprécier la sensibilité et la résistance de la bactérie face a plusieurs antibiotiques lors d’une
infection permettant de découvrir lequel, parmi I’ensemble des antibiotiques disponibles est le plus

adapté a la situation du patient.

A partir d’une culture pure bactérienne une suspension microbienne a été réalisée dans un
tube contenant 10 ml d’eau physiologique stérile. Une gélose de Mueller-Hinton a été versée dans
des boites de Pétri. Les disques d'antibiotiques ont été positionnés sur le fond de la boite (1 cm du
bord au minimum). Puis 1'écouvillon a été trempé dans la suspension, la boite a été tournée de 60°

jusqu'a ensemencement de la totalité de la surface (Tableau 7) (Bingen et al., 2011).

A T’aide d’une pince stérile les disques d'antibiotiques ont été déposés ; Dans la boite de
Pétri, six disques ont ét¢ déposés, selon la disponibilité. Une fois les disques ont été¢ déposés, ces
derniers ne seront plus déplacés car leur diffusion est trés rapide ; les boites ont été ensuite incubées

dans une étuve a 37°C pendant 24 h.

6.1 Lecture des résultats

Aprés 24 a 48 heures d’incubation, on note les résultats (par la mesure de diamétre

d’inhibition) et selon les résultats obtenus, 1’interprétation est la suivante :
-Une bactérie est dite sensible (si le diamétre est supérieur a 13 mm) ; ’antibiotique est efficace.

-Intermédiaire (si le diameétre est compris entre 12mm et 13mm) ; ’antibiotique est efficace que

dans certaines conditions.
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-Une bactérie est dite résistante (si le diamétre est inférieur a 10mm) ; I’antibiotique est inefficace

(Bingen et al., 2011).
Tableau 7: Liste des antibiotiques utilisés.
Staphylocoques Entérobactéries Streptocoques
Antibiotique | Charge Antibiotique Charge Antibiotique Charge
testé des testé des testé des
disque disques disques
Pénicilline 10pg Pénicilline 10pg Pénicilline 10pg
Gentamicine 10pg Amoxicilline 30ug Amoxicilline 30ug
Erythromycine | 15pg Ciprofloxacine S5ug Erythromycine 15ug

Tétracycline 30U1

Vancomycine Sug

Ciprofloxacine | 5 g

Nalidixic acide

30 pg

Ciprofloxacine S5ug
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Prélévement

Carie, gencive, langue, plaque dentaire

Y

Enrichissement (Bouillon Nutritive)

Incubation 24H a 37C° a 48H

Ensemensment sur gélose

Nutritif

' 4

Chapman Au sang Hektoen Mac cankey King A

Incubation 24H a 37C° a 48H

Observation macroscopique

Observation microscopique

Identification (galerie biochemique classique)

Test d’antibiogramme

Figure 13: Protocol d’isolement et d’identification des bactéries cavité buccale.
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1. Isolement des bactéries

Suite a une incubation de 48 heures a une température de 37°C, des troubles ont été observés

dans tous les 22 tubes ce qui indique une prolifération bactérienne.

Ces résultats sont logiques car la cavité buccale de 1’étre humain est colonisée par des micro-
organismes notamment les bactéries, levures et des champignons qui constituent sa flore résidente

commensale.

2. Identification des bactéries isolées

2.1 Examen macroscopique

Pour identifier une bactérie, la premicre étape du diagnostic microbien est la description
macroscopique des colonies isolées ; parfois cette seule étude permet de connaitre le germe car les

colonies sont typiques.

Au bout de 24 heures d’incubation a 37 °C, une observation macroscopique a été procédée.
L'analyse macroscopique des bactéries isolées a montré une grande diversité dans les formes et les
aspects des colonies qui sont poussés sur les six géloses utilisées pour l'isolement (gélose Nutritive,
gélose Chapman, et gélose Hektoen, gélose au Sang, gélose Mac Conkey, gélose king A et B). Nous
avons observé des petites et moyennes colonies et quelques colonies qui poussant en forme de
nappe bactérienne, avec des couleurs soit blanchatre ou jaunatre apparaissant dans le milieu GN et
le milieu Chapman, tandis que dans le milieu Hektoen des colonies de couleurs jaunes a saumon ont
¢té observées, et des colonies de forme batonnet et couleur rouge sont observées dans le gélose
Mac Conkey, et pour la gélose au sang des colonies grises crémées présentant d’'une forme de
nappe confluent ont été¢ observées, et aucune présence des colonies n’est enregistrée dans la gélose

king A et B. (Tableau 8; Figure 14).
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Tableau 8: Observation macroscopique des colonies isolées.

prélev Gélose Gélose Gélose Gélose Gélose
ement . MacConkey .
Nutritive Chapman Hektoen king A et
B
Petites Colonies rondes,
colonies, brillantes,
rondes, de
couleur bombées, de
blanchatre petites tailles de
P1 lisses, diamétre entre Absence de Absence de Absence
translucides a let 2 mm avee colonies colonies ‘
contour virage de de colonies
régulier couleur du
diametre entre m111'eu vers le
let 2 mm jaune.
Des colonies | Colonies rondes,
rondes brillantes,
bombées a
bords bombées, de
réguliers de petites tailles de
P2 petites tailles diametre entre
de diamétre let 2 mm avec
entre Lot 2 virage de Absence de Absence de | Absence de
mm et surface couleur du colonies colonies colonies
lisses ot milieu vers le
couleur Jaune.
blanche.
Des colonies Des colonies
rondes apparaissent
bombées a lisses, rondes
bqrds borpbées . de Absence de Absence de | Absence de
réguliers de petites taille colonies colonies colonies
P3 petites taille dont diamétre

de diamétre
entre let 2
mm et surface
lisses et

couleur
blanche.

entre let 2 mm
et couleur jaune.
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P4

translucides a

Petites
colonies,
rondes, de
couleur
blanchatre,
lisses,

contour
régulier.

Absence de
colonies

Absence de
colonies

Absence de

colonies

Absence de
colonies

P5

Petites
colonies,
rondes, de
couleur
blanchatre,
lisses,
translucides a
contour
régulier.

Absence de
colonies

Absence de
colonies

Absence de

colonies

Absence de
colonies

P6

Petites
colonies,
rondes, de
couleur
blanchatre,
lisses,
translucides a
contour
régulier et
diamétre entre
let 2 mm

Des colonies
apparaissent
lisses, rondes
bombées de
petites tailles
dont diameétre
entre let 2 mm
et couleur jaune.

Absence de
colonies

Absencede | A

colonies

bsence de
colonies

P7

Petites
colonies,
rondes, de
couleur
blanchatre,
lisses,
translucides a
contour
régulier.

Absence de
colonies

Absence de
colonies

Absence de
colonies

Absence de

colonies

Petites
colonies,
rondes, de

Des colonies
apparaissent
lisses, rondes

Des colonies
de forme
batonnet ,

Colonies rond
orangés d’une
moyenne
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P8 couleur bombées de arrondies , taille bombée | Absence de
blanchatre, petites tailles lisse, a bords lisse claire colonies
lisses, dont diametre réguliers de opaque
translucides @ | entre let2 mm | grande taille présentant
contour et couleur jaune. | de 3 a4mmet | d'une forme
régulier et couleur réguliere.
diamétre entre saumon
let 2 mm
Des colonies | Colonies rondes, | Des colonies Colonies
petites, brillantes, de forme rondes
brillantes batonnet , orangés d’une
bombées, de .
transparentes ) i ) différente Absence de
. . petites tailles de arrondies , . .
circulaires o ] . taille bombée colonies
P9 I diameétre entre lisse, a bords . .
isse, plate , o lisse claire
de 1mm de let 2 mm avec réguliers de opaque
diametre. virage de grande taille présentant
couleur du de 3 a 4mm et J
O une forme
milieu vers le | couleur rouge TR
) régulicre.
jaune.
Colonies
envahissantes,
plates Absence de Absence de Absence de | Absence de
blanch ’ colonies colonies colonies colonies
P10 anches avec
une surface
rugueuse et
bord régulier.
Des colonies | Colonies rondes,
rondes brillantes,
bombées mugqueuses de
lisses a bords | couleur jaune,
réguliers de bombés, avec
P11 petites tailles virage de Absence de Absence de | Absence de
de diamétre couleur du colonies colonies colonies

mm et couleur

entre let 2

blanche.

milieu au jaune

49



Resultats et discussions

Des colonies Colonies
petites, rondes
brillantes orangés d’une
transparentes Absence de moyenne Absence de
circulaires colonies taille bombées | .glonies
P12 lisse, plate , lisses claires
Imm de opaques avec
diamétre. une forme
réguliére.
Colonies
envahissantes,
plates,
p13 | blanches avec Absence de Absence de Absence de | Absence de
une surface colonies colonies colonies colonies
rugueuse et
bord régulier.
Colonies
rondes, de
couleur Absence de Absence de Absence de | Absence de
blanchatre colonies colonies colonies colonies
P14 ’
lisses,
translucides a
contour
régulier.
Des colonies Petites a Colonies trés | Colonies rond
rondes moyennes petites , orangés d’une
bombées a colonies, rondes, incolores, différente
bords bombées, a ronde taille bombée
réguliers de | contour régulier, | bombées, lisse lisse claire
P15 | petites tailles | pas de virage de avec bord opaque Absence de
dont diamétre couleur au régulier. présentant colonies
entre let 2 jaune. d'une forme
mm et couleur régulicre.
blanche .
Colonies Colonies rondes, | Absence de Absence de | Absence de
rondes brillantes, colonies colonies colonies
bombées a muqueuses de
bords couleur jaune,
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P16 réguliers de bombées avec
petites tailles, virage de
diamétre entre couleur du
let2mmet | milieu au jaune
couleur
blanche.
Petites
colonies,
P17 rondes. de Absence de Absence de Absence de | Absence de
> . . . .
couleur colonies colonies colonies colonies
blanchatre,
lisses,
translucides a
contour
régulier.
Des colonies Colonies de | Colonies rond
petites, moyennes & | orangés d’une
brillantes grosses tailles différente
transparentes Absence de avec un bord | taille bombées | Apsence de
circulaires colonies irrégulier et lisses claires colonies
P18 | Ilisses, plates , couleur jaune opaques
Imm de a saumon résentant une
2
diamétre. rondes, forme
bombées. réguliére.
Des colonies Colonies Colonies rond
rondes saumon de | orangés d’une
bombées a différente
moyennes . ,
bords ) Y taille bombées
L1 tailles avec un . .
réguliers de R lisses claire
P19 petites taille Absence de bord lrreguher opaques Absence de
de diamétre colonies Grloss‘es présentant une | colonies
colonies
entre let 2 ) . forme
aunes a L1
mm et surface ] régulicre .
. saumon
lisses et ’
couleur rondes,
blanche bombées

Des colonies
rondes
bombées a

Des colonies
apparaissent
lisses, rondes

Des colonies
de forme

Colonies rond
orangés d’une
moyenne
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bords
réguliers de

bombées de
petites tailles

batonnet ,

taille bombées
lisses claires

petite taille de | dont diametre ‘arron‘d1es ’ opaques Absenc'e de
p20 | diamétre entre | entre let 2 mm hs’ses, ‘a bords présentant une colonies
let2 mmet | etcouleur jaune. reg‘uhers' de forme
surface lisses petites tailles régulicre.
ot couleur de 2a 3 mm de
blanche couleur rouge
Colonies
envahissantes,
plates,
blanches avec Absence de Absence de Absence de | Absence de
une surface colonies colonies colonies colonies
P21 rugueuse et
bord régulier
Colonies
envahissantes,
P22 plates, Absence de Absence de Absence de | Absence de
blanches, avec colonies colonies colonies colonies

une surface
rugueuse et
bord régulier.

Gélose au sang

Colonies grises crémées Présentant d’une forme de nappe
confluent.
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Figure 14: Aspect macroscopique des colonies sur les différents milieux.

A: Gélose au sang de P12 ; B: Gélose Chapman de P16 ; C: Gélose Nutritive de P20;
D: Gélose Chapman de P15 ; E: Gélose Hektoen de P22 ; F: Gélose Mac-Conkey de P18.
2.2 Répartition des prélévements dans les milieux d’isolement

Apres avoir procédé a une analyse statistique des résultats obtenus lors de 1’isolement, on
constate que le taux d’appariation des colonies sur le milieu de gélose au sang et gélose Nutritive
est plus élevée par rapport aux autres milieux (tous les prélévements sont positifs dans ces deux
milieux ; 100%), la majorité des prélevements sont positifs dans le milieu Chapman qui favorise la
croissance des Staphylocoques (10 prélévements avec un taux de 45,45%) tandis que le milieu
Hektoen et le milieu Mac-Conkey ont un taux plus faible (7 prélévements avec un taux 31,81%

pour les deux milieu) (Figure 15).
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25

20

15

B Prelevement positif

B Prelevement negatif

10

Nutritif Chapman  Mac conkey Hektoen Sang

Figure 15: Répartition des prélévements dans les milieux d’isolement.

2.3 Examen microscopique

2.3.1 Coloration de Gram

La coloration de Gram permet non seulement de déterminer la taille (Gross, petite ou de
moyenne taille), la morphologie (cocci ou bacille) et la disposition des cellules (paire, en amas, en
chainette, impaire) mais aussi permet la classification des bactéries selon leurs compositions

chimique des parois bactériennes celui des Gram positif et celui des Gram négatif.

L’analyse microscopique de tous les prélévements sélectionnés de la cavité buccale révele
aussi un polymorphisme de la flore bactérienne. La coloration de Gram a montré la présence des
Gram négatif qui sont colorés en rose et des Gram positif qui sont colorés en violet et de multiples
formes allant des bacilles regroupés en chalnette et certaine sont appariés en paire aux cocci

formant une grappe de raisin sous microscope (Tableau 9; Figure 16).

Les bacilles a Gram négatif sont des Entérobactéries tandis que les cocci a Gram positif sont

des Staphylocoques.

Les résultats indiqués dans le graphe montrent qu’il y a une grande dominance des bactéries

a Gram positif 15 isolats (68,18%) contre 7 isolats & Gram négatif (31,81%) (Figure 17).

La prédominance des bactéries a Gram positif dans nos résultats était confirmée par
plusieurs études, comme dans les travaux de Clarke en 1924, Russell en 2008, Mitchell en 2003,

Banas en 2004 et Kuramitsu en 2006 (Nicolas et Lavoie, 2010).
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Par contre une autre étude libanaise sur les abces alvéolaires a noté que les principales

bactéries responsables des abces périapicaux sont des bactéries a Gram négatif (Al-Asmar, 2016).

Tableau 9: Aspect microscopique des bactéries isolées.

Isolat Forme Gram Mode de
groupement
SP1 Cocci + en chainette
CP2 Cocci + en grappes de
raisin
NP3 Cocci + en chainette
NP4 Bacille - en amas
NP5 Cocci + en chainette
CPé6 Cocci + en grappes de
raisin
NP7 Cocci + en chainette
CP8 Cocci + en grappes de
raisin
CP9 Cocci + en grappes de
raisin
NP10 Cocci + en chainette
CP11 Cocci + en grappes de
raisin
HP12 Cocci - en amas
NP13 Cocci + en chainette
NP14 Bacille - en amas
MP15 Bacille - en amas
HP16 Cocci - en amas
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NP17 Bacille en amas
NP18 Cocci en chainette
NP19 Cocci en chainette
MP20 Bacille en amas
NP21 Cocci en chainette
NP22 Cocci en chainette

N: gélose Nutritive, C: Chapman, H: Hektoen, S: gélose au Sang, M:Mac Conkey.

Figure 16: Observation microscopique apres coloration de Gram (G x 1000).

A: Cocci en chainette Gram (+) ; B: Cocci en chailnette Gram(+)

C: Bacille Gram (-) ; D: Coccobacille Gram (-).
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Gram+ H Gram-

Figure 17: Répartition des bactéries selon le Gram.

2.4 Identification biochimique

2.4.1 Test catalase

Si on observe le dégagement gazeux au bout de quelques secondes (généralement en moins de

5 secondes) a la surface de la solution de réactif donc la réaction est considérée comme positive

sinon donc c’est une réaction négative (Tableau 10; Figure 18 ).

Les bactéries obtenues ont subi un test de catalase. Les Cocci Gram (+) sont a catalase (+) et les

bacilles Gram (-) sont aussi a catalase (+).

Tableau 10: Test catalase des bactéries isolées.

Isolat Test catalase
SP1 +
CP2 +
NP3 +
NP4 +
NP5 +
CPé6 +
NP7 +
CP8 +
CP9 +
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NP10

CP11

HP12

NP13

NP14

MP15

HP16

NP17

NP18

NP19

MP20

NP21

NP22

N: gélose Nutritive, C: Chapman, H: Hektoen, S: gélose au Sang, M:Mac Conkey.

A

Figure 18: Observation de test de la catalase.

A:Catalase (+) ; B:Catalase (-).
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2.4.2 Test Coagulase

La mise en évidence de I’enzyme coagulase permet de différencier des especes du genre
Staphylococcus, seule I’espece Staphylococcus aureus peut posséder cette ’enzyme qu’est un role
important dans la pathologie de cette bactérie. 2 isolats ont été testés par le test coagulase : CP15

¢tait a coagulase negative, et CP16 était a coagulase positive (Figure 19).

Figure 19: Test de coagulase.

A:coagulase(+) CP16 ; B:coagulase(-) CP15.

2.4.3 Galerie classique

Une identification biochimique a été réalisée par la galerie classique pour les Entérobactéries
qui ont été isolées, dans le but d’identifier ces bactéries (tests de Citrate de Simmons, TSI, teste

Mannitol Mobilité, urée indole, ONPG et certains acides aminés) (Tableau 11; Figure 20).

Dans notre étude, les bactéries isolées appartiennent a trois familles,la majorité appartient a
la famille des Streptococcaceae qui dominent avec un taux de 72,72%. Elles sont suivies des

Staphylococcaceae avec 45,45%, des Enterobacteraceae avec 31,81% (Figure 21).

Nos résultats étaient en accord avec ceux de Heller et al,, (2016) et de Lee et al., (2016) qui
ont indiqué que Streptococcus buccaux était le genre le plus abondant surtout dans la formation de

la plaque dentaire.

Dans notre recherche, nous avons également identifi¢ des bactéries de la famille des
Staphylococcaceae avec une fréquence de deux especes (Staphylococcus aureus dans la gencive et

Staphylococcus epidermidis dans la langue). Contrairement a notre étude une autre effectuée en
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Algérie a montrée qu’il y a une prédominance du genre Staphylococcus dont ils ont isolé plusieurs

especes telles que Staphylococcus aureus (Benkacher et al., 2018).

Sept isolats de la famille Enterobacteriaceae ont été identifiés incluant 3 genres différents

avec prédominance d’E.coli avec 71,42% (5 bactéries a partir de la langue),

La prédominance de ces bactéries est liée a leur virulence, car E.coli présente des adhésines
qui permettent de fixer la bactérie a épithélium buccal et d’empécher son élimination par brossage

(Sedgley et Samaranayake, 1994).

La prévalence de Klebsiella Spp est de 14,28% qui a été isolée a partir de la carie dentaire et

Serratia Spp avec 14,48% de la gencive (Tableau 12).

Les principaux facteurs de contamination orale par ces bactéries sont la mauvaise hygiéne, la
contamination fécale-orale, 1'auto-inoculation avec des brosses a dents et l'utilisation d'antibiotiques.
La cavité buccale pourrait servir de réservoir potentiel des Enterobacteriaceae, qui se propagent a
I'environnement et aux individus sensibles par la salive. Ce fait devient plus important lorsque 1'on
considére l'environnement hospitalier, car la plupart des infections par les Enterobacteriaceae se

produisent dans ce cadre (Jorge, 2007 ; Koneman ef al., 2012).

Les habitudes alimentaires ont également une grande influence sur la complexité de la

communauté de la cavité buccale (Holgerson et al., 2013, Urbaniak et al., 2012).
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Tableau 11: Les résultats de la galerie classique.

s Mannitol | Urée TSI Acides aminé
& mobilité | indole
¥ e,
g | 2
: 1
g | @ B!

B ? ,JE c|e Sucres | ~

= | B 5 S, B8 -k k |5 2| 2 5
Vo2 S E P P P O I e
MCP15 |+ + -t |- |4 s A P I P e [
HEKPLY [+ |+ |- |+ |- [t = 0| a | sl v | we | e | om
HRPIO |4 |+ |= (& [+ |3 [ = | | plalelalele e
MCP19 |+ " A S " i
HEP2D |+ + N R R 1% % B Blol] ae| ob | & 3

+: positif ; -: négatif ; HK: Hektoen; MC:Mac Conkey
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Figure 20: Tests biochimiques.
A:test urée positif ; B: test mannitol positif ; C: citrate positif';
D: ONPG positif ; E: Indole positif'; F :acide aminé

Tableau 12: Identification biochimique des bactéries isolées.

Milieu Identification
Isolat d’isolement biochimique
P1,P2....P22 Nutritif Streptococoque
P08 MacConkey Serratia Spp
P09 Hektoen Escherichia coli
P15 Hektoen Escherichia coli
P15 MacConkey Escherichia coli
P15 Chapman Staphylococcus

62




Reésultats et discussions

epidermitis
P16 Chapman Staphylococcus aureus
P19 Hektoen Escherichia coli
P19 MacConkey Klebsiella Spp
P20 Hektoen Escherichia coli
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

Les prélevements

B Streptococcus M Staphylococcus M Entérobacteries

Figure 21: Répartition des bactéries isolées de la cavité buccale.

3. Antibiogramme

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

résultats des bactéries évaluées pour leur sensibilit¢é aux antibiotiques peuvent étre déclarées

sensible, résistante, intermédiaire (Figure 22).

Les antibiotiques testés dans notre étude sont au nombre de 9: Amoxicilline, Vancomycine,

Pénicilline, Gentamicine, Erythromycine,Nalidixic acid,sulfamethoxazol-trimetoptime, Tétracycline

et Ciprofloxacine.
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D’apre les résultats affichent une sensibilit¢ marquée aux antibiotiques suivants
Gentamicine, Nalidixic acid, Ciprofloxacine, sulfamethoxazol-trimetoptime. Une résistance a été

aussi notée pour les antibiotiques suivants : Pénicilline, Amoxicilline et Tétracycline, Vancomycine.

D’apres notre étude il a été constaté que la majorité des bactéries d’Escherichia coli était
résistante aux antibiotiques a savoir I’Amoxicilline, la Pénicilline et la Ciprofloxacine et Nalidixic
acid, toutefois cette souche était sensible aux antibiotiques Gentamycine et Sulfamethoxazole-

trimetoprime, Djerfi et al., (2013) ont trouvé des résultats qui vont en accord avec nos résultats.

Pour I’isolat de Serratia Spp, une résistance tres €élevée pour la totalité des antibiotiques a été
constatée, ces résultats sont en accord avec les résultats de Engel er al., (2009) nombreux isolats

de Serratia spp. (39-73 %) sont résistants aux Gentamicine et Pénicilline.

Les isolats de Klebsiella pneumoniae ont démontré une résistance totale a la Pénicilline,
I’Amoxicilline, et une sensibilit¢ a la Ciprofloxacine, la Gentamycine et la Sulfamethoxazole
trimetoprime.Nalidixic acid. Nos résultats sont similaires a une étude bangladaise en 2016 ou K.
pneumoniae présentaient une résistance a 1’Amoxicilline avec un taux de 94% et une résistance
avec une fréquence de 34,7% a la Gentamycine (Chakrabortry, 2016). Une autre étude effectuée a
Burkina Faso a noté que les souches de Klebsiella étudiées ont une résistance élevée avec un
pourcentage de 50% a 1’Amoxicilline, la Ciprofloxacine et la Gentamycine (Wendpoulmdé et al.,

2016).

Au cours des dernieres années, les Entérobactéries se sont avérées résistantes aux multiples
agents Antimicrobiens. Cette augmentation de la résistance est principalement liée a utilisation
fréquente des antibiotiques et a la capacité de ces micro-organismes d’accumuler des multiples
résistances (Rocha et al., 2006 ; Thomson, 2010). Ce profil a été particulierement observée en
milieu hospitalier, ou des épidémies des infections d'entérobactéries productrices de B-lactamases

sont décrites (Vasques et al., 2011).

Les bactéries identifiées comme Staphylocoque ont montré une diversité sur le profil des
agents antibactériens. On constate que 1’espeéce de Staphylococcus aureus était résistante aux
antibiotiques utilisés Erythromycine, Pénicilline. Vancomycine et Tétracycline. Une sensibilité

totale pour le reste : Gentamicine, Ciprofloxacine et Sulfamethoxazol-trimetoptime.
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Ces résultats que nous avons obtenus sont semblables a ceux qui ont été découverts dans
¢tude de Groppo et al., (2007). Il y a également une autre étude francaise qui démontre que les
Staphylococcus sont résistantes a la Pénicilline et I’Erythromycine et sensibles a la Gentamicine

(Boisset, 2021).

Tandis que les Staphylococcus epidermidis testées ont été sensibles a la Vancomycine, la
Gentamicine et la Ciprofloxacine et résistantes a la Tétracycline et I’Erythromycine, ces résultats

sont en accord avec les résultats de Kotilainen et al., (1990) (Tableau 13).

Tableau 13: Profile de résistance aux antibiotiques des bactéries isolées.

ATB P10 | SXT10 | GN10| NA30 (Cip5| AmI30 | TE30 | VAS [E15
HEKP15 E 5 8 5 E
HEKFP17 R 5 5 5 5 E
HEKP? R 5 S R R R
HKP19 R 5 S R R R
MCP19 R 5 S 5 5 R
MCP15 24 5 I 5 R E
MCP9 R 5 S I E
MCPS R R R R 1
CHP15 I S 5 S 24
CHP16 R 5 S 5 R 5

S:sensible , R:resistance , I:intermédiaire.
Aml30 : Amoxicilline, VaS:Vancomycine ,P10 : Pénicilline, CN10: Gentamicine
E15: Erythromycine, Na30: Nalidixic acid, SXT25: Sulfamethoxazol-trimetoptime ,
Te30 : Tétracycline ,Cip5: Ciprofloxacine,

CH: Chapman ; H: Hektoen ; MC:Mac Conkey.
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Figure 22: Profile de résistance aux antibiotiques des isolats sur milieu MH.

A :Isolat P16; B : Isolat P09; C: Isolat PO8 ; D: IsolatP19.
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Conclusion

Notre existence est liée a la présence de bactéries. Les microorganismes commensaux et
parfois les pathogeénes sont présents dans notre corps et influencent I’équilibre fragile de la cavité

buccale. La santé buccodentaire joue un rdle essentiel dans la qualité de vie et le bien-Etre de notre

Ccorps.

Dans notre travail réalis¢ au niveau de laboratoire central de la microbiologie de
I’établissement hospitalier Dr. Benzerdjeb (EH) d’Ain Temouchent, nous avons isolé et identifié
des bactéries a partir de cavité buccale. Vingt-deux prélévements ont été collectés dans un cabinet

dentaire privé.

L’intérét d’isolé et d’identifié les bactéries de la cavité buccale est de déterminé les germes
les plus abondants. Une série de tests d’identification ont été réalisés commengant par I’isolement
des bactéries passant par des tests notamment 1’examen a 1’état frais et la coloration de Gram ensuit,
par I’identification biochimique avec les tests catalase et coagulase et la galerie classique. Enfin,

nous avons examing la sensibilité des germes isolés aux différents antibiotiques (Antibiogramme).

L’identification biochimique des bactéries isolées a partir de la gencive, la carie dentaire, la
plaque dentaire et la langue a révélé une dominance de la famille des Streptococcaceae avec un taux
de 72,72%, suivi par la famille des Staphylococcaceae avec 45,45% (Staphylococcus aureus et
staphylococcus epidermitis ), et en derniere place la famille des Enterobacteraceae avec 31,81%
( E.coli, Klebseilla Spp, Serratia liquefaciens) dont elle touche essentiellement les patients avec des

maladies systémique.

Un taux ¢élevé de souches résistantes aux antibiotiques a été observé lors du test
d’antibiogramme. Il est donc important de suivre régulierement les régles d'hygiéne buccodentaire
telles que l'utilisation d'une brosse a dent appropriée avec des poils appropriés, le lavage des dents
plusieurs fois par jour en utilisant un brossage efficace, et le changement de brosse aux 3 mois,
d’utiliser du fil dentaire, prendre des antibiotiques de maniére rationnelle afin de réduire le taux de

colonisation des bactéries pathogénes ainsi pour prévenir I’apparition des infections buccale .

En raison d'absence les produits et les réactifs, nous n'avons pas pu faire un identification plus
précis pour cette magnifique communauté bactérienne et obtenir des résultats plus importants, donc
le travail nécessite une plus grande recherche dans le domaine biochimique et moléculaire pour

pour parvenir a une solution concernant l'aggravation des maladies bucco-dentaires.
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Annexes

Annexe 1 : les matériels et les produits chimiques utilisés dans notre étude.

Appareillages | les milieux de culture | les réactifs et les Autres matériels Verrerie
colorons utilisées
- Autoclave. - Gélose nutritive. - L’alcool a 95°. - Portoir. - Lames et lamelles.
- Etuve 437° C.|- Gélose Hektoen. - Fuchsine. - Glaciere. - Pipettes Pasteur.
- Réfrigérateur. |- Gélose Chapman. |- Lugol. - Marqueur. - Tubes a essai
- Microscope |- Gélose MacConkey. |- Bleu méthyléne. |- Etiquettes. stériles.
optique. - Milieu Sabouraud. |- Violet gentian. - Anse de platine. - Boites de  pétri
- Gélose King A. - Huile immersion |- Pense. stériles.
- Gélose King B. - Réactifs Kovacs. |- Bec Bunsen.
- Bouillons nutritives |- Disques - Ecouvillons.
- Muller Hinton MH. d’antibiotiques. |- Micro pipette.
- milieu TSI - AMX: - Tubes hémolyse.
- Citrate de Simmons. Amoxicilline |- Sérum humain (O+).
- Mannitol mobilité. |- NA:Nalisixic - Disque ONPG .
- Urée-indole. acide - Distributeurs
- VA:Vancomysine d’antibiotiques.

- P : Penicillin -

- TE:tétracycline

- E : Erythromycin
- R:Rifamycine

- CIP:Ciproflaxine
- SXT :Bactrine

- GEN:gentamicine

Eau distillée.
Eau physiologique
stérile.

Eau oxygénée.

Annexe 2 : Les milieux de culture.

1. Gélose Chapman

Extraitde viande ...t
Peptone de caséine et de viande

Chlorure de sodium




Annexes

D mannitol .........cocoeiiiiiiiii e 10g
AGAT i 15¢g
Rouge de phéno..........cccceoiiiiiiiiiiiieeee, 0,025¢g
pH=72
2. Bouillon nutritif
Extrait de viande..........cccoeoeeniiiiinniiiieceeeee, 3g
Peptone .......coovueiiiiiiiiiin 10g
Eau diStillée .......ooveviiriiiieieeeeeeeeee 1000ml
Animer a pH = 7,2 avec NaOH
3. Gélose nutritive
Peptone .......oeeeiviiiiii e S5¢g
Extraits de viande ...........ccoeeeeviieiiienieeieeieeeee lg
Extraits de 1evVure .........ccoceeevievieniieniecieeeeee e 2g
Chlorure de sodium ........cccceceerieneriiinienienicnecenene S5¢g
AGAT i I5g
Ph=7,4+/-0,2
Eau distillée Sterile .........cocovviniiniiiininieiniecees 1000ml
4. Milieu Hektoen
Extrait de levure ........c.ccoooieiiiiiiiniieeee 3.00 g
Chlorure de sodium ...........ccceevvevveeniieniieiieeieenen, 5.00 g
Thiosulfate de sodium ..........ccceeevieviieniienieniennen. 5.00¢g
Sels bIlIaires .....cc.cecveviereriieniiiieicnceeceeceeen 9.00 g
Citrate de fer ammoniacal ...........ccccocevvenenncnnnne 1.50 g
SaAlICINEG .vvieiiieiieieceee e 200¢g
LacCtoSe .uvveeeiieeeiieeeeecee e e 12.00 g
SaCChATOSE ....eouveeriiiciiciieecccecee e 12.00 g
Fuchsine acide .........cccceveiiiiiniiiiiiiieieeee 0.1g
Bleu de bromothymol.............ccccevveviieiiieniinieenn. 0.065 g
AGAT oo 14.00 g
0.2pH final a 25 °C: 7.5
5. Gélose de Mac Conkey
Peptone pancréatique de gélatin.............ccoeveennenne. 170 g
TIYPLONE. ...t I5¢
Peptone pepsique de viande ...........ccccveeeeieeenieennenn. 1,5¢g
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Lactose.....ceevuieiniiieeiieeeeeeete e 10,0 g
Sels bIlIAIres. ....coveveeiirieniiiericecececeeceen 1,5¢
Chlorure de sSodium........cccervvenienieeiiinienenieneceeene. 50¢g
ROUZE NEULTE ..o 30,0 mg
Cristal VIOIEt .....oevieiiieiieieeiieeeeeee e 1,0 mg
Agar agar bactériologique...........cceevveeriienieenieennenne 135¢
Eau distillé.........ooooviiiiiie 1000 ml
6. Gélose sabouraud
Peptone de viande (bovine ou porcine)...........cceeeeen. 03g.
Peptone de caséine (bovin)........ccceeeeveeevieeecieeeeieeenen, 03g.
Peptone de S0ja ......ooeeeeriiiiiiiiieee 03g.
Extrait de IeVure .........ccceeveeiiienieeiiecieeieeeeeeeee e 02g.
Extrait de malt .........cccooeviieiiiiiiieieeeeeeeee e e Olg.
GIUCOSE ...t e 19¢.
Phosphate monopotassique ..........cceveeeeveeerveeeirieerneeenns 0,5g.
Phosphate diSOdique ........ccceeveeeiieriiiiieiiieieeieeeeene 0,5g.
AGAT i 13g
pH=64
8. Gélose au sang
AMIAON. ..ttt lg
Chlorure de SOdium........ccceeieriererienieeeeeee e 5¢g
A AT it 10g
SANE. ..ttt 50g
pH=73
9. Gélose Muller-Hinton
Peptone .......oovvuieiiiiiiiie 175¢g
Extrait de viande ...........cooceeiiiiiiiiieneee e 200¢g
AMIAON Lttt 15¢g
AGAT oo e 17.00 g

PH final a 25 °C: 7.3

10. Milieu King A
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GLYCIOl C.P..ceiiiiieeeeeecee e 10g
K2 HSO4 anhydre........cccooenieniniiniiiiciinicecceceeen 15¢g
MgCl 2 anhydre........coceriiniiiiniiieieeeceee ldg
Eau distillé........cooeeiiiiiiieeeeee e 1000 ml
11. Milieu King B

Protéose peptone (DifCo)......cccveevieeeciieeiiieeiieeciee e, 20g
AGAT it I5¢g
GLYCEIOl C.P...oeeiieeiieiieeeeee e 10g
K2 HSO4 anhydre.........cccooevieiieniieiecieeieecieeee e 15¢g
MgClI 2 anhydre.....cccocevee covviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenen 14 g
Eau distillé.........ooooiiiii e 1000 ml
12. Milieu TSI

AGAT ...t 12 g/L
Extrait de Poeuf .......coooiiiiiii 3¢g/L
Extrait de [evure ..........cccoooieiiiiiiiiiieeeeeeee 3g/L
PEPLONE ..ot 20 g/L
SaCCRATOSE. .....eevieeiiieiiecieeeee e 10 g/L
NACL i 5¢/L
GIUCOSE. ..ottt e 1 g/l
Citrate ferriqUe........eeecvieruieriieriieeie et 3g/L
Thiosulfate de sodium............ccoeeeeeiienienciieieeieceeee 3g/L
Rouge de phénol...........cccoooiiiiiiiieeee, 0,025 g/L
Eau distillée.........oooiiiiiiiiiiieeeeee e, 1000 ml
Ajuster le PH a 7.4

13. Milieu citrate de Simmons

Chlorure de sodium.........ccceeveeviiniieneniiinienieeceecreeeeene 5¢g
Sulfate de MagnesIiuM ........coceevveeiirieniniiniceeiceeeeee 02¢g
Phosphate d’ammonium POH............c.ccccoveiiniiiiiiie, lg
Phosphate di potassique POHK.............cccceeeiieriiniiieniienn, 2g
Citrate triSOdIQUE.......coeevuerierieierienieeeeeseee e 2g
Solution de bleu bromothymol 1%.........ccccceeevieriinennennns 8 ml
AZAT e I5¢g
Eau distillée........ooiviiniiieiiiiecceeeee e 1000 ml
Ajuster le PH a7-7.2
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14. Milieu mannitol- mobilité

Peptone pancréatique de viande..........cccceeevveeeeieeeciieeeiieenee, 20 g/L
AAT-AGAT ...ttt et 4 g/l
MANNIEOL.....viiiiiiiiecie et 2 ¢g/L
Nitrate de POtASSIUML......eeveereiieiieeieeiieeieeiee e eireereeaeesneeeaens 1 g/l
Rouge de phénol solution & 1%......ccccevveveeveeiiniininiinicicneene, 4 ml
Eau distillée.........oooiiiiiiiiiiee e 1000 ml
Ajuster le PHa 7

15. Milieu urée indole

L-tryptophane...........oooeeiiiiiieniiee e 3g
Phosphate monopotassique...........eeeveeeveveeeeieeeciieeerieesree e lg
Phosphate de potassique...........ceeeveerierieeriienieeieeee e lg
Chlorure de sodium..........ccceeeeviiriieiiienieeiieeie e S5¢g
UTEE.. e 20g
Solution rouge de phénol @ 1%........ccccecerieniininiininncnnene. 2,5 ml
ALCO0L @ 95 i 10 ml
Eau diStillée........oouiriiiiiiieieeeee e 1000 ml
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Annexes

Annexe 3: Les réactifs de la coloration de gram.

Réactif Composant

Lugol n Jode dg
» lodure de potassium ..........ccoeeueeueenee. 2g
»  Eaudistillée .....ccooeevveeiieiiiiiiie 3g

Violet de gentiane = Violetde gentiane ..........ccccceecueevueenneen. lg
=  Ethanol a 90% .....cocovvviveiiiiieee 10ml
» Acide phénique neigeux ............e........ 2g
» FEaudistillée ......ccovveviniiiiie. 100ml

Fushine »  Fushine basique..........ccccecvveeviennnnne. 10g
= Alcool éthylique .......cccceevveuvennnnne. 10ml

Eau distillé..........cocovvieniiins 100ml
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