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Résumé

La cavité buccale abrite un des écosystemes microbiens les plus complexes de
I’organisme humain, elle comprend plus de 700 espéces bactériennes différentes colonisant
les divers sites de la bouche. Ces bactéries dont ’origine peut étre endogéne ou exogeéne
peuvent provoquées des maladies buccales telles que les caries dentaires et les maladies
parodontale (gingivite, parodontite) qui consiste un fléau de santé public. Le but de cette
¢tude est d’isoler et d’identifier des bactéries de la cavité buccale chez ’homme prélevé a
partir de quatre sites différents (la gencive, la plague dentaire, la langue et la carie dentaire)
ainsi que 1’évaluation de leur résistance aux antibiotiques. Ce travail a porté sur 20
prélevements bucco-dentaires chez des patients agés entre let 70 ans.Parmi les différentes
bactéries isolées six ont été sélectionnées afin de pour suivre une identification. Cette
identification est basée sur les caractéres morphologiques, culturaux, biochimiques, et les tests
de sensibilité aux antibiotiques. Les résultats obtenus ont montré la présence des especes
Staphylococcus aureus aux niveau de la gencive, Escherichia coli et Klebsiella Spp au niveau
de la carie, Escherichia coli et Staphylococcus epidermidis au niveau de la langue et
Salmonella Spp au niveau de la plaque dentaire. 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
contrfle des maladies buccales est la prévention, considérée comme économigquement

nécessaire sur la base d'une application stricte des mesures d'hygienes.

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

dentaire.



Abstract

The oral cavity is home to one of the most complex microbial ecosystems in the
human body, it includes more than 700 different bacterial species colonizing various sites in
the mouth. These bacteria, whose origin can be endogenous or exogenous, can cause oral
diseases such as dental caries and periodontal diseases (gingivitis, periodontitis) which is a
public health scourge. The aim of this study is to isolate and identify bacteria from the oral
cavity in humans collected from four different sites (gum, dental plaque, tongue and dental
caries) as well as the evaluation of their resistance to antibiotics. This work focused on 20 oral
samples from patients aged between 1 and 70 years. Among the different bacteria isolated, six
were selected in order to follow the identification. This identification is based on
morphological, cultural, biochemical characters, and antibiotic sensitivity tests. The results
obtained show the presence of Staphylococcus aureus species in the gums, Escherichia coli
and Klebsiella spp in the caries, Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis in the
tongue and Salmonella spp in the dental plaque. According to the antibiotic susceptibility
tests, it appears that most of the bacteria isolated show an appearance of resistance to almost
all of the antibiotics tested, which shows their multi-resistance character. We can conclude
that even if there are more active antibiotics, the best control of oral diseases is prevention,

considered as economically necessary on the basis of a strict application of hygiene measures.

Key words: Antibiotics, Dental plaque, Gingivitis, Oral cavity, Tooth decay.
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Introduction

La cavité buccale ou la bouche est le tout premier segment du tube digestif. Elle se
situe en avant de I’oropharynx et joue un role primordial dans la phonation, le goit, la
mastication, la déglutition, la respiration ainsi que dans les premiéres étapes de la digestion
(Couly, 1989). Cette cavité est I’une des plus densément peuplés et plus de 500 espéces de

micro-organismes ont été isolés (Takahashi, 2005).

Comme toute surface corporelle, la cavité orale des étres humains est un systeme
dynamique et complexe, colonisée par des microorganismes plus particulierement les
bactéries (Staphylococcus, Streptococcus, Actinomyces, Lactobacillus) qui constituent sa flore
résidente commensale. Le role de ces microorganismes est normalement de maintenir un
équilibre de fonctionnement de ’organisme (Philip et al., 2009 ; Scannapieco et Frank,

2013). Ainsi la flore buccale varie d’un site a 1’autre, et au fil de tempe.

La relation héte-microbes propre a la cavité buccale est toutefois particuliere,
principalement pour deux raisons. D’abord, le grand nombre de microbes différents aptes as’y
établir ; on peut dénombrer jusqu’a 500 espéces bactériennes différentes, et ensuite a

lacomplexité des facteurs qui influencent les conditions du milieu buccale (Galmiche,2011).

A I’occasion de modification des conditions environnementales ou d’une
augmentation de la sensibilité de 1I’hdte, il y a une rupture de cet équilibre qui va permettre la
croissance et le développement d’especes pathogenes associées aux maladies ou avec la
transformation de la flore résidente en pathogénes opportunistes qui se traduire parune
modification qualitative ou quantitative de la flore. Ce qui va autoriser la survenue dediverses
pathologies infectieuses orales tels que les caries, les maladies parodontales,

mycosesbuccales, les stomatites...etc. (Marsh et Devine, 2011).

La plaque dentaire aussi connu sous le nom de biofilm, est un agrégat de bactéries
danslequel les cellules sont collées les unes aux autres a la surface de la dent. Il est

constituéd’éléments cellulaires et salivaires et de résidus alimentaires (Hall Stoodley et al.,

2004 ; Garnier et Delamare, 2017).

La carie dentaire est une maladie infectieuse microbienne, transmissible post-éruptives
des tissus durs de la dent (émail, dentine, cément) (Galmiche, 2011). C’est une infection
complexe avec un potentiel de morbidité tres élevée, d’origine multifactorielle dans laquelle
le régime alimentaire, 1’hote et la flore microbienne interagit sur une période de temps de
maniére dynamique de facon a encourager la déminéralisation de I’émail des dents avec la
formation des caries qui en résultent, allant d’une simple perte de minéraux non détectable a

I’ceil nu, a une destruction compléte de la dent (Ingle et al., 2014).
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Introduction

Les parodontopathies ou les maladies parodontales sont des affections infectieuses
chroniques multifactorielles qui affectent les tissus parodontaux et sont la principale cause de
perte dentaire chez les adultes. La parodontite résulte souvent d’une hygi¢ne bucco-dentaire
médiocre favorisant le développement de plaque dentaire et de tartre. Cette affection va
atteindre le parodonte profond et est caractérisée par une perte osseuse avec 1’apparition d’une
poche parodontale entre la gencive et la dent. Ces deux phénomenes vont concourir a
I’apparition d’une mobilité dentaire (Mankod et al., 2005 ; Bercy et Tenenbaum, 2017).

Ces situations nous ont incités a choisir notre theme de recherche dont les objectifs
sont :
- L’isolement et 1’identification des bactéries de la cavité buccale a partir de quatre sites
suivants : la plague dentaire, la gencive, la carie dentaire, la langue.
- Détermination de I’emplacement de chaque genre.
- Et s’il existe une différence dans la composition de la microflore buccale en fonction de
I’age et le site de prélévement.

Nous rapportons dans cette étude deux grandes parties :

La premiére, est consacré aux donnés bibliographiques comprenant des généralités sur
la cavité buccale et la population microbienne de cette cavité, biofilm buccale, les factures

influencant sur la microflore buccale, les maladies provoqués par ces bactéries, ainsi que la

prévention bucco-dentaire.

La deuxieme partie, relate notre travail expérimental avec les différentes techniques
d’isolement et d’identification biochimiques des bactéries buccales. Ainsi, 1’étude de
sensibilité des bactéries isolée par la réalisation d’un antibiogramme. Les résultats obtenus

sont exposes avec leurs discussions.

Cette derniere partie est cloturée par une conclusion et perspective.
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CHAPITRE 1 Revue Bibliographique

1. Description de la cavité buccale
1.1 Définition

La cavité buccale, également connue sous le nom de bouche sert de passage au tube
digestif et est située a lI'avant de I'oropharynx. Elle remplit des fonctions essentielles telles que
la phonation, le godt, la mastication, la déglutition et la respiration (Couly, 1989). Elle est

composée des dents, de la muqueuse buccale (levres, joues, plancher buccale, palais), de la
langue, la salive et du fluide gingival (Tailht, 1999).

La bouche abrite une grande densité de micro-organismes avec plus de 500 espéces
isolées jusqu'a présent (Takahashi, 2005).
1.2 Anatomie de la cavité buccale
1.2.1 Mugqueuse buccale

La cavité buccale est tapissée par la muqueuse buccale, qui se termine au-devant par
les lévres et a ’intérieur par une enveloppe digestive et respiratoire. Cette peau normale peut
subir des changements structurels en raison de sa position et des tissus qui lui sont sous-
jacents (Auriol, 2008).

1.2.1.1  Les lévres

Les lévres supérieures et inférieures existent sous forme de plis souples et mobiles
avec un tissu muco-cutané et muscle squelettique abondant. Ils définissent [l'orifice,
I’articulation au niveau des commissures buccale et labiale (Brygo, 2009 ;Kuffer et al.,
2009).

Les levres sont composées de trois parties :
- Partie externe ; peau rose.

- Partie interne ; muqueuse tres riche en glandes salivaires, située entre les lévres et le

vestibule.

-Le vermillon ; cette partie est la zone externe de la levre rouge (appelée aussi la levre seche),

située entre la zone de contact inter labiale et la levre blanche.
1.2.1.2 Les joues

Sont les parties latérales de la bouche, molles, mobiles, musculo-membraneuses. En
externe, ils sont remplacés a travers la peau et a l'intérieur, a travers les muqueuses internes
(Brygo, 2009).

Les joues participent dans 1’articulation des sons et dans la communication.

4
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1.2.1.3 Le plancher buccale

Sous la langue se trouve une membrane muqueuse qui n'est pas kératinisée et qui

constitue la limite inférieure de la cavité buccale (Kuffer et al., 2009).

1.2.1.4 Le palais
Le palais est la partie supérieure de la bouche responsable de la formation du toit de la

cavité buccale, séparant ainsi les fosses nasales. Il se compose de deux parties distinctes :

- La premiére partie ; est I'arc palatal ou palais dur, situé a I'avant et immobile. 1l est formé
d'une membrane muqueuse kératinisée en continuité avec la gencive, étroitement connecté a

la mandibule et contribuant & la mastication des aliments (Mellal, 2011).

- La deuxiéme partie ; est le voile du palais ou palais mou, situé a l'arriere est formé d'une fine
muqueuse non kératinisée. A l'extrémité arriére du voile se trouve la luette, une structure
d'extension, ainsi que deux piliers dont l'avant forme la limite avec I'oropharynx
(Charpentier et Auriol, 2008).

1.2.2 La langue

La langue est un muscle mobile présent dans la cavité buccale, constitué de 17
muscles, dont 8 paires et 1 impair. Bien que son réle principal soit la perception du godt, elle
est également impliquée dans d'autres fonctions telles que la vocalisation, la déglutition et la

mastication (Faure, 2010).
Ce muscle est composé de deux parties principales :

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

buccale.

- La partie mobile ; c’est le corps qui est formé d’une face inférieure qui est recouverte d’une
fine muqueuse permettant I’apparition des veines sublinguales, de bords latéraux et une pointe

(apex) et d’une face supérieure dorsale qui est traversée par un sillon médian.
La langue est aussi bien distinguée par quatre types de papilles (papilles foliées,

papilles filiformes, papilles fongiformes et papilles caliciformes) localisées sur la muqueuse

de la face dorsale (Figure 1).
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Amygdale palatine

La racine
Papilles caliciformes "V~ lingual
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Papilles filiformes

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

1.2.3 Les glandes salivaires

La salivation est un processus physiologique crucial pour le bon fonctionnement de la

cavité buccale. Il est réalisé par deux types de glandes :

- Les glandes salivaires majeures ; qui secretent plus de 90% de la sécrétion salivaire. Elles
sont symeétriques et présentes par paire. Chacune présente un canal qui conduit la sécrétion
vers la cavité buccale. On distingue, les glandes parotides, les glandes submandibulaires ou

sous-maxillaires et les glandes sublinguales (Figure 2) (Vidailh et al., 2008).

- Les glandes salivaires mineures ; qui favorisent les 10% restants de la sécrétion. Elles sont
présentes sur toute la surface de la muqueuse buccale (glandes linguales, labiales, jugales,

palatines...) et sont impliquées dans la sécrétion permanente de la salive.

1. Glande submandibulaire.

2. Conduit submandibulaire.

3. Caroncule sublinguale.

4, Glande sublinguale.

5. Conduits sublinguaux.

6. Orifice de sortie du conduit parotidien.

7. Glande parotide.

Figure 2 : Distribution buccale des glandes salivaires majeurs et leur respectifs canaux
excréteurs (Vidailh et al., 2008).
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124 La salive

La bouche est baignée d'un liquide biologique incolore appelé salive. Elle est plus ou
moins visqueuse, légérement odorante et se compose principalement de 99,5% d'eau, ainsi
que de 0,5% de substances dissoutes. La moitié de ces substances sont de nature minérale,
tandis que les autres sont des matiéres organiques telles que des protéines et des
glycoprotéines. La salive a un pH compris entre 6,75 et 7,25 (Tibi Julien, 2010).

La salive agit comme lubrifiant pour protéger les muqueuses et faciliter les fonctions
telles que la mastication, la déglutition et la vocalisation. Elle est également un élément
essentiel de I'environnement buccale et peut avoir plusieurs fonctions, notamment interférer
avec le sens du godt, reminéraliser les dents en fournissant du calcium et du phosphate,
tamponner les substances pour neutraliser les acides et prévenir la carie dentaire (Tibi Julien,
2010).

1.25 Les dents

Les dents sont des structures minéralisées vivantes qui ont une couleur blanc-ivoire.
Elles sont insérées dans I'os alvéolaire de la méchoire supérieure et inférieure grace au tissu
parodontal, formant deux arches en forme de fer a cheval. Chaque dent peut étre divisée en 3

parties: la racine, la couronne et une collerette située entre les deux parties (Devals, 2003).

La partie visible de la dent qui dépasse de I'alveole est appelée la couronne, tandis que
la collerette représente la limite entre la couronne et la racine. Les racines des dents, qui sont
cacheées par les gencives, les ancrent dans I'os alvéolaire (Devals, 2003 ; Walker et Sedlacek,
2007).

1.25.1 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 I'extérieur, il y a plusieurs couches d'odontes, notamment la
pulpe dentaire, la dentine, I'émail. D'autre part, le parodonte comprend la gencive, I'os

alvéolaire, le desmodonte et le cément (Figure 3) (Graziella Secci, 2006/2007).
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Figure 3 : Coupe schématique d’une dent (Woelfel et Scheid, 2007).

A. L’odonte
C’est la partie visible dans la cavité buccale, Elle se compose de :
> La pulpe
Situé au centre de la dent, la pulpe dentaire est un tissu conjonctif contenu dans la
cavité pulpaire qui est divisée en cavité pulpaire au niveau de la couronne et canal radiculaire

au niveau radiculaire (Boucher et Cohen, 2007).

Cette pulpe est principalement composée de nerfs et de vaisseaux sanguins qui
acheminent les éléments nourriciers vers la dent par l'intermédiaire de I'apex radiculaire
(Graziella Secci, 2006/2007).

> La dentine

La dentine également appelée ivoire, est constituée de cristaux anorganiques et de
collagene organique. Elle joue un réle clé dans la formation de la masse de la dent,

comprenant a la fois la couronne et la racine.

La dentine s'étend de la cavité pulpaire, qu'elle delimite jusqu'a I'émail au niveau de la
couronne et le cément au niveau de la racine. De plus, la transparence de I'émail des dents leur
confere leur couleur (Faure, 2010).

> L’émail

L'émail est la couche la plus externe de la dent qui protege la couronne contre

I'abrasion et I'érosion acide et lui donne sa couleur blanche visible (Wolfe et Scheid, 2007).

Ce tissu est connu pour étre le plus dur du corps humain. Sa matrice minérale est
principalement composée de cristaux d'hydroxyapatite de calcium (Caio (PO4) 6(OH) 2), qui

représentent plus de 95% de sa composition, avec des traces d'autres minéraux tels que le
8



CHAPITRE 1 Revue Bibliographique

sodium, le potassium, le magnésium, le chlore, le zinc et le fluor. La phase organique

(protéines, etc.) et I'eau constituent environ 5% de la composition de I'émail.

B. Le parodonte

L'appareil de soutien dentaire englobe les différents tissus qui permettent la fixation et
la stabilité de la dent dans la machoire. Il est constitué de I'os alvéolaire, qui forme I'alvéole
dentaire et soutient la racine de la dent, de la gencive qui entoure la dent et la maintient en
place du cément qui recouvre la racine de la dent et adhere a I'os alvéolaire, et du desmodonte
qui est un ensemble de fibres conjonctives qui connecte la dent a l'os alvéolaire (Lautrou,
1997).

> La gencive
La partie visible du parodonte est constituée par la gencive dentaire, qui englobe les
tissus épithéliaux et conjonctifs environnant les parties cervicales des dents et I'os alvéolaire

sous-jacent.

La gencive dentaire peut étre subdivisée en trois zones : la gencive marginale, la
papille inter dentaire et la gencive attachée. Elle constitue la partie fibreuse de la muqueuse
qui recouvre le processus alvéolaire et entoure les dents au niveau du collet (Woelfel et
Scheid, 2007).

> L’os alvéolaire

Le tissu osseux alvéolaire est un tissu minéralisé dur qui assure la protection et le
soutien des dents (temporaires et permanentes), avec la racine de la dent insérée dans le
processus alvéolaire. Comme tous les os, lI'os alvéolaire subit des modifications périodiques
tout au long de la vie (Caix, 2002 ; Devals, 2003).

> Le cément

Le cément est un tissu conjonctif dur, fortement minéralisé et composé de cristaux
d'hydroxapatite de fluor et de magnésium. Il recouvre les racines des dents et sert d'interface
entre les racines dentaires, les tissus parodontaux et gingivaux, participant ainsi a la fixation

de la dent dans I'os alvéolaire (Lorimier et Kemoun, 2012).

Les fibres de collagéne des ligaments desmodontaux s'attachent a la surface externe du

cément, permettant I'adhérence des dents a I'os alvéolaire.

> Le desmodonte
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Le desmodonte ou ligament alvéolo-dentaire, est un tissu conjonctif fibro-cellulaire
dense et trés vascularisé qui s'étend entre I'alvéole osseuse et la racine dentaire. Il est composé

de fibres de collagene, de cémentoblastes et d'ostéoblastes (Devals, 2003).
1.25.2 Lesdifférents types des dents
Chez I’adulte, chaque machoire contient quatre types de dents (4 incisives, 2 canines,
4 prémolaires et 6 molaires) (Figure 4). Chacun a un réle spécifique (mastication) lié a sa
morphologie et sa position sur I'arcade dentaire.
En plus de leur role dans la mastication, les dents interviennent également dans la

vocalisation (prononciation claire), a travers les sourires et comme support des joues et des

levres, dans I'esthétique faciale (Courson et al., 1998).
> Incisives
Les dents de devant n'ont qu'une seule racine. lls ont la forme d'une pelle avec un bord
étroit et coupé comme une lame. Elles travaillent avec les incisives de la méachoire inférieure
opposée et coupent les aliments comme des ciseaux (Devals, 2003).
> Canines
Les canines sont longues et pointues, adaptées pour percer et déchirer (Devals, 2003).
> Prémolaires

Elles n’existent qu'en denture permanente. Entre les canines et les molaires, selon leur
forme et leur position, elles ont 1 a 2 racines. En plus des canines, les prémolaires peuvent
également déchirer et aider les molaires & macher. En effet, elles ont une surface occlusale (la
surface faisant face aux dents de la machoire opposée) avec des protubérances appelées

cuspides qui serviront a écraser les boulus alimentaires (Devals, 2003).
> Molaires

Ce sont les dents les plus grandes, elles ont de grandes surfaces occlusales et des
implants radiculaires solides de 2, 3 ou 4 racines. Elles jouent un rdle dans la mastication en

écrasant et en broyant les aliments (Devals, 2003).

De I'age de 6 mois a environ 6 ans, les enfants ont uniquement des dents de lait. A
partir de 14 ans, toutes les dents permanentes sont normalement présentes, sauf les dents de

sagesse qui apparaissent plus tard.

10



CHAPITRE 1 Revue Bibliographique

incisives

canine // .i \ canine
/ 2l \ y
AV VA
. . .
Maxillaire kY7 °1° Y
. . g
superieur « [prémolaires
(16 dents) |
«—{molaires
%
: .
.
s molaires\ 7 _s
Maxillaire : N
inférieur v T P i i R \\ —
T \ ~Jprémolaires
(16 dents) < L4 o/ A P

canine Ll
\ 1/

17 canine

incisives

Figure 4 : Arcade dentaire adulte.

1.2.6 Fluide gingival
Il 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).

La composition de ce liquide est similaire a celle du plasma, contenant des composants
immunitaires tels que des immunoglobulines, des compléments, des globules blancs tels que
des polynucléaires et des neutrophiles, des protéines et des ions tels que le calcium et le fer
(Albert et Olivier, 1994 ; Chardin et al., 2006).

2. Description de la microflore buccale

Comme toute surface corporelle, la bouche est colonisée par des micro-organismes qui
constituent sa flore résidente commensale. En effet, le contact avec I’air extérieur et les
aliments, donne acces a une grande variété de micro-organismes tels que bactéries, levures,
Champignons qui ne forment qu’une petite partie de la microflore et quelques virus (Philip et

al., 2009 ; Scannapieco et Frank, 2013).

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

parodontales, les bactéries a Gram négatif sont les plus préoccupantes, quantitativement que

11
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qualitativement, des différentes parties bucco-dentaires (dents, gencives, langue, muqueuse
buccale) (Aas et al., 2005).

Cette diversité bactérienne nécessite des surfaces d'adhésion favorables, des conditions
nutritionnelles et respiratoires riches et variées, ainsi que des facteurs physico-chimiques
compatibles avec cette flore et des facteurs inhibiteurs contrélables pour survivre et se
développer dans cet environnement. Cependant, tout déséquilibre peut favoriser I'installation

de pathogenes au fil du temps (Robert, 2005).
2.1  Acquisition de la flore au cours de la vie

21.1 Avant I’éruption dentaire

La flore buccale de I'enfant est initialement stérile & la naissance. La contamination
commence des I'accouchement, et varie selon a ce que ce dernier est réalisé par voie basse ou
par césarienne. Dans le cas de la voie basse, la flore est principalement composée des
bactéries de la flore vaginale notamment les Streptocoques, puis a travers les bactéries de
I'environnement. Dans le cas de la césarienne, la cavité buccale rencontre principalement les
bactéries de la peau notamment des Staphylocoques. Par la suite, la bouche est contaminée
par un grand nombre de bactéries libres présentes dans les aliments, les ustensiles utilisés, l'air
ambiant ou le contact avec d’autres personnes. Ces premiers colonisateurs sont souvent
transitoires (Robert, 2005). Pendant les premiers mois de la vie, alors que le nouveau-né n’a
pas de dents, les seules surfaces pouvant étre colonisées sont les muqueuses (Chardin et al.,
2006 ; Philipe et al., 2009).

Les bactéries Streptococcus salivarius et Streptococcus mitis représentent presque
98% de la flore buccale a cet age. Streptococcus mutans est également présent chez 50% des

enfants de moins de 6 mois (Chardin et al., 2006).

Les anaérobies a Gram négatif colonisent la muqueuse buccale quelques mois apres la
naissance, souvent transmis de la cavité buccale de la mére. Le genre Actinomyces colonise
également les muqueuses, la langue, la salive et les cryptes amygdaliennes (Chardin et al.,
2006).

2.1.2 Apres I’éruption dentaire

Au moment de [I'éruption des dents de lait (dents lactéales), des changements
hormonaux favorisent la colonisation bactérienne des sites de fixation grace a la salive et au
liquide gingival. On observe une plus grande diversité de la flore, comprenant notamment les

Streptocoques  (Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis,

12
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Streptococcus sanguinis). L'éruption des dents définitives permet I'implantation de bactéries

anaérobies dans les sillons gingivo-dentaires (Chardin et al., 2006).

A l'adolescence, la prévalence de certaines bactéries, telles que Prevotella intermedia,
Capnocytophaga et Treponema denticola, est élevée en raison des changements hormonaux.
Chez l'adulte, la flore buccale est influencée par la pathologie, en particulier les caries

dentaires et les maladies parodontales.

2.2 Lapopulation bactériennes dans la cavité buccale
La cavité buccale est un milieu complexe qui se compose des dents, de salive et de

liquide gingival, qui lui conférent un caractére unique (Robert et al., 2009).

La charge bactérienne varie considérablement selon les sites, allant de 5 a 50 bactéries
par cellule épithéliale de la joue a 100 bactéries par cellule épithéliale de la langue (Robert et
al., 2009).

L'épithélium buccal peut étre kératinisé et favoriser ou non l'adhérence et la
pénétration des bactéries (gingivales-alvéolaires). L'arriere de la langue, en raison de sa
morphologie et de la présence d'aliments, fournit un approvisionnement en bactéries aérobies

et anaérobies plus important que les autres muqueuses (100 bactéries/cellule).

En moyenne, la salive contient 108 bactéries par millilitre et le biofilm nouvellement formé

108 bactéries par milligramme (Robert et al., 2009).
2.2.1 La microflore normale

On observe une prédominance de bactéries a Gram positif dans la flore d'un sujet sain,
tandis que chez les personnes souffrant de maladies parodontales, les bactéries a Gram négatif
sont plus fréquentes (Sixou, 2009).

Cette microflore dit résidente reste relativement stable au cours du temps. C’est une

flore abondante, complexe et trés hétérogene. Elle est constituée de :

- Coques Gram positif comme les Streptocoques, qui représentent plus de 20% de la flore
buccale, parmi eux : Streptococcus mutans joue un role dans la carie, Streptococcus mitis est

impliqué dans la plaque dentaire.
- Bacilles et filaments Gram positif comme Actinomyces, Lactobacillus et Eubactérium.
- Coques Gram negatif comme Neisseria et Veillonella.

-Bacilles Gram neégatif comme Haemophilus, Actinobacillus, Porphyromonas,

Fusobactérium.
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Ces bactéries peuvent étre aérobies ou anaérobies facultatives ou obligatoires

(Chardin et al., 2006 ; Philip et al., 2009) (Tableau 1).

Tableau 1 : Les bactéries les plus fréquemment rencontrées dans la cavité buccale (Barbeau,

2002).

Type
respiratoire

Aspect
microscopique

Genre

Espéce

Bactéries
anaérobies
strictes

Batonnets a
Gram-négatif

PorphyromonasSpp

. gingivalis,
. endodontalis,
. catoniae.

PrevotellaSp

. oralis,

. Oris,

. buccae,

. corporis,

. denticola,

. loescheii,

. intermedia,

. higrescens,

. melaninogenica.

FusobacteriumSpp

. mortiferum ,

. naviforme ,

. necrophorum,
. nucleatum,

. periodonticum.

Selenomonas

sputigena

BacteroidesSpp

. gracilis,
. forsythus.

Batonnets a
Gram-positif

EubacteriumSpp

. alactolyticum,

lentum,
yurii.

ActinomycesSpp

. israelii,
. odontolyticus,

meyeri.

Coques a Gram-
negatif

VeillonellaSpp

parvula,

. alcaescens.

Coques a Gram-
positif

PeptostreptococcusSpp

. asaccharolyticus,

magnus,
micros,

. anaerobius,
. prevotii.

EikenellaSp

MUUUUOUIO<<|>P>>MMMBPEPTTTTTUUUUDUUDUDUTUTTUD

. corrodens,
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Bactéries

anaérobies
facultatives

Batonnets a
Gram-négatif

CapnocytophagaSpp

C. ochracea,
C. sputigena,
C. gingivalis.

Actinobacillus

A.

actinomycetemcomitans.

Haemophilus Spp

H. aphrophilus,
H. influenzae,
H.parainfluenzae,
H.paraphrophilus,
H. segnis.

Campylobacter

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

Batonnets a
Gram-positif

Corynebacterium

C. xerosis,
matruchotii.

Actinomyces

naeslundii,
ViScosus.

Rothia

dentocariosa.

Lactobacillus

acidophilus,
brevis,
buchneri,
casei,

fermentum.

Propionibacterium

acnes,
propionicus,
jensenii,
granulosum,
avidum.

Coques a Gram-
negatif

Neisseria

flavescens,
mucosa,
sicca,

N. subflava.

C.
A.
A.
R.
L.
L.
L.
L.
L. salivarius,
L.
P.
P.
P.
P.
P.
N.
N.
N.

Coques a Gram-
positif

Streptococcus

S.mutans,
S.sanguis,

S. salivarius,
S. sobrinus,

S. rattus,

. downei,
mitis,

. milleri,

. oralis,

. intermedius.

IR I I I Y]
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Staphylococcus S. aureus,
S. epidermidis.

Enterococcus E.faecalis,

E.faecium.

2.2.2 La microflore pathogéne

Les micro-organismes de la microflore normale peuvent devenir pathogénes dans
certaines situations, ce qui les qualifie d'opportunistes. Ces micro-organismes ont un mode de
vie non invasif en raison des limites de leur environnement normal. Toutefois, s'ils sont
libérés de ces restrictions et qu'ils pénetrent dans le sang ou les tissus, ils peuvent entrainer
une maladie (Prescott et al., 1995).

2.3  Biofilm buccale (la plague dentaire)
2.3.1 Définition générale

Il est bien connu que le biofilm bactérien est un agrégat de micro-organismes dans
lequel les cellules sont collées les unes aux autres et/ou a une surface. Ces cellules adhérentes
sont souvent intégrées dans une matrice autoproduite de substance polymere extracellulaires
(EPS) (Hall Stoodley et al., 2004).

Dans la cavité buccale en particulier, les biofilms buccaux sont constitués de plus de
700 espéces bactériennes, empétrées dans une matrice extracellulaire riche en polysaccharide
(Paes Leme et al., 2006). Ces biofilms microbiens spécialisés ont évolué pour supporter
I’environnement défavorable de la surface dentaire et de 1’épithélium gingival (Foster et
Kolenbrander, 2004). Pour cette raison, leur développement est le résultat de nombreuses
interactions physico-chimiques complexes entre des substrats du tissu oral, des micro-
organismes, et des macromolécules adsorbées (Socransky et Haffajee, 2002 ; Frias et
Duran, 2012).

La structure de biofilm améliore la communication bactérienne, 1’échange d’¢léments
nutritifs et P’efficacité métabolique de la communauté. Ainsi, cette structure confére aux

bactéries une résistance aux antibiotiques et aux attaques immunitaires de 1’hote (Slinger et
al., 2006).

La cavité buccale est un milieu chaud et humide, en permanence exposé a la salive et
au fluide gingival, qui favorise la croissance de micro-organismes formant des biofilms
appelés plaque dentaire. Cette derniére est constituée d'un amas de bactéries liees par une
matrice polysaccharidique extracellulaire (EPS) qui s'accumulent sur les surfaces des dents,

des gencives et des matériaux dentaires. Bien que la colonisation bactérienne soit favorisée
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par les surfaces lisses et rugueuses, les zones difficiles a nettoyer comme les sillons ou les
espaces inter dentaires présentent une accumulation plus importante de bactéries de la flore
buccale (Marsh, 2004).

Ainsi, la composition de la plaque dentaire varie en fonction des zones de la bouche,
des individus et de leur hygiéne buccale (Marsh, 2004).
2.3.2 La formation du la plaque dentaire

La plaque dentaire se forme en plusieurs étapes : d'abord, les bactéries pionniéres
adherent a la surface des dents, puis les bactéries buccales proliférent, formant des micro-
colonies qui se maturent avant de se détacher (Figure 5) (Hojo et al., 2009). Cependant, la
plaque dentaire est un processus en constante évolution, ou I'adhésion, la croissance,

I'élimination et le rattachement sont continus (Bouchard, 2015).

1. Attachement 2. Prolifération 3. Maturation 4. Détachement

Communications
metaboliques
el échanges
geneuques

SO\ \Quorum sensing

Pellicule acquise exogéne

Surface dentaire

Figure 5 : Représentation schématique de la formation d’un biofilm (Socransky et al., 1998).

2.3.2.1 Formationsdes pellicules acquises exogéne (PAE)

Aprés le nettoyage des dents, un film mince sans cellules et sans micro-organismes se
forme naturellement. Ce film est d'origine salivaire et sa formation est due a I'adsorption de

glycoprotéines salivaires a la surface de I'émail (Mouton et Robert, 1993).
2.3.2.2  Colonisations de la PAE par les bactéries
La colonisation de la pellicule se déroule en plusieurs étapes nécessaires :

-La fixation des bactéries pionnieres: principalement des Streptocoques et des
Actinomycetes, s'y fixent en produisant des polyméres extracellulaires qui favorisent le

développement de la carie dentaire et de la parodontite (Kaqueler et Lemay, 1998).

- La prolifération des bactéries buccales : notamment les Streptocoques qui sécrétent une

matrice extracellulaire de polysaccharides pour assurer un role protecteur et nutritif.
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- La phase de maturation : de nouvelles bactéries peuvent s'agréger aux bactéries pionniéres

pour former des micro-colonies.

- La phase de détachement : survient lorsque la plaque dentaire devient épaisse et que des
forces de cisaillement, telles que la mastication ou la phonation, entrainent son détachement
(Bouchard, 2015).

2.3.3 Les différents types de la plaque dentaire

La composition de la plaque dentaire subit une variation qualitative en fonction des
bactéries qui la constituent (Walker et Sedlacek, 2007). 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 (cariogene ou

parodontopathique) (Zijnge et al., 2010).
2.3.3.1  Selon I’habitat

L'hétérogénéité des types de tissu dans la cavité buccale, tels que les dents, la langue et
la muqueuse, signifie que différents sites sont disponibles pour la colonisation par des micro-
organismes oraux. Chaque site possede des caractéristiques uniques et permet a ces micro-
organismes les mieux adaptés a I'environnement d'habiter le site. La fonction ou le r6le de ces
derniers dans un habitat est désigné comme une niche écologique et un certain nombre de
niches écologiques existent dans la cavité buccale, y compris la plaque supra-gingivale, la
plaque sous-gingivale. Ces niches écologiques peuvent étre caractérisées par les facteurs
environnementaux et les caractéristiques métaboliques de la flore microbienne qui occupent
ces sites (Takahashi, 2005).

> La plaque supra-gingivale

Dés quelques minutes aprés le brossage des dents, la plaque supra-gingivale
commence a se former, avec une premiére vague de bactéries pionniéres qui initient le
processus de colonisation. Au fil du temps, ces bactéries sont rejointes par d'autres especes
bactériennes et des levures (Trisha, 2011). L'écosysteme de la plaque supra-gingivale est
principalement dominé par des Streptocogues non mutans et des Actinomyces (Tableau 2),
qui provoquent l'acidification des milieux et entrainent la déminéralisation de la surface
dentaire. Cette acidification crée un environnement favorable a la croissance des micro-

organismes cariogenes tels que Streptococcus mutans (Takahashi, 2005).
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Tableau 2 : Les bactéries retrouvées au niveau de la plaque supra-gingivale (Grara Nedjoud,

2001 /2002).
Les bactéries @ Gram positif Les bactéries a Gram négatif

Couques G + Bacilles G + Couques G - Bacilles G -
Streptococcus Actinomyces Neisseria, Bacteriodesmelaninoge
sanguis, viscossus, Veillonella. nicus(oralis),
Streptococcus Rothiadentocariosa, Corrodens,
mitis, Arachnia. Capnocytophaga,
Streptococcus Fusobacterium,
mutans, Leptotrichia,
Staphylococcus Selenomonas,
epidermidis, Spirochétes.
Peptostreptpcoccus

> La plaque sous-gingivale

La plague sous-gingivale s'accumule sous les gencives et est souvent a l'origine de

problémes de santé dentaire tels que les gingivites, les parodontites et les abces parodontaux.

Cette plaque est composée de bactéries anaérobies (Tableau 3), qui sont plus

virulentes et se développent dans un environnement a pH basique (Zijnge et al., 2010).

Tableau 3 : Les bactéries retrouvées au niveau de la plague sous-gingivale (Grara Nedjoud,
2001 /2002).

Les bactéries a Gram positif

Les bactéries a Gram négatif

Couques G + Bacilles G + Couques G - Bacilles G -
Streptococcus Rothiadentocariosa, | Neisseria, Bacteriodesmelaninog
sanguis, Actinomyces Veillonella. enicus,
Streptococcus Vviscosus, Fusobacterium,
mitis, Enterococcus | Actinomyces israeli, Selenomonas.
(streptoD), Arachina,
Peptostreptococcu, | Leptotrichia,
Staphylococcus Propionibacterium
epidermidis. acnes.

2.3.3.2  Selon le pouvoir pathogéne

Trois types de plaques dentaires ont été distingués par Loesche et al., (1983) en

fonction de leur potentiel pathogene :

> Plaque non pathogéne
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Cette plaque est considéree comme compatible avec un état satisfaisant de santé
dentaire et parodontale, car elle ne cause aucune pathologie. Elle est principalement
constituée de bactéries a Gram positif, appartenant aux genres Streptococcus et Actinomyces.

> Plaque cariogéne
Cette plague se développe lorsque la consommation de sucres fermentescibles est
importante, ce qui se caractérise par une forte proportion de Streptococcus mutans et de
Lactobacillus. Ces bactéries ont la capacité d'acidifier I'environnement, entrainant ainsi la
déminéralisation de I'émail.
> Plaque parodontopathique

Cette plaque se développe dans I'espace entre la gencive et la dent, appelé espace
gingivo-dentaire. Sa composition bactérienne évolue progressivement d'une flore aéro-
anaérobie facultative, composée principalement de cocci a Gram positif, vers une flore
anaérobie stricte a Gram négatif. Cette flore bactérienne est responsable de nombreuses

maladies parodontales telles que les gingivites et les parodontites.

2.4  Les facteurs influencant sur la microflore buccale

La charge bactérienne est sous 1’action de différents facteurs (physico-chimiques,
facteurs liesa 1’hote, et facteurs génétique) qui définissent le site de préférence de chaque
bactérie, on note alors :

2.4.1 Facteurs physico-chimiques

La croissance des micro-organismes est soumise a divers facteurs qui varient,
notamment I'environnement humide, la température relativement stable, le pH et la
disponibilité des nutriments. Ces facteurs évoluent dans le temps et peuvent différer entre des
sites proches les uns des autres (Robert, 2005).

2.4.1.1 Température

La température moyenne de la cavité buccale est d'environ 37°C, mais elle peut varier

temporairement pendant la consommation d'aliments.

Les bactéries prédominantes dans la bouche sont de type mésophile, c'est-a-dire
qu'elles preférent des temperatures entre 25°C et 40°C. Cependant, certaines parties de la
bouche, comme la langue, peuvent subir des fluctuations de température importantes, allant de
0°C a 60°C, notamment en cas de consommation de boissons chaudes ou froides. Ces
changements de température peuvent perturber significativement la flore buccale (Robert,
2005).
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24.1.2. Humidité

La cavité buccale est constamment humide grace a la présence de la salive et du fluide
gingival, ce qui favorise la croissance des micro-organismes (Robert, 2005).
- La salive et le fluide buccal maintiennent une humidité adéquate dans la bouche.
- La surface buccale est regulierement baignée de fluide buccal, qui fournit aux micro-
organismes de l'eau, des nutriments, des facteurs d'adhérence et des facteurs antimicrobiens
nécessaires au maintien de I'écosystéeme buccal (Robert, 2005).
2413 pH
Le pH de la cavité buccale est presque neutre, entre 6,7 et 7,3, mais peut varier en
fonction de I'alimentation et du métabolisme bactérien.
- La plupart des bactéries buccales ont un pH de croissance optimal compris entre 6 et 7,8.
- Dans les caries dentaires, en présence de sucres fermentescibles, des bactéries acidogenes
produisent de l'acide, ce qui peut abaisser le pH jusqu'a 4 a 5,5 (Robert, 2005).
2.4.1.4  Potentiel d'oxydo-réduction (Eh)

La présence d'oxygéne dans la cavité buccale favorise la colonisation des
bactéries.Cependant, la croissance des bactéries anaérobies est limitée par la concentration
d'oxygéne disponible (Robert, 2005).

24.15 Gaz
Certaines bactéries, telles que celles appartenant au genre Capnocytophaga ont besoin de

CO2 pour se développer, elles sont capnophiles (Robert, 2005).
2.4.2 Facteurs liés a I’hote

- L’alimentation : la présence de ressources nutritionnelles nécessaires aux métabolismes tels
que les sucres, les protéines, les acides aminés, les vitamines et aussi les différents facteurs de

croissance qui restent spécifiques pour chaque bactérie (Paster, 2001),
- La défense de I’hdte (systéme immunitaire),
- Les changements hormonaux (Robert, 2005).

2.4.3 Facteurs génétiques

Des éléments génétiques semblent avoir une influence sur la composition de la flore
intestinale et buccale, notamment le vieillissement. En effet, il a été observé que la prévalence
des Staphylocoques (S.aureus), des Lactobacilles, des Actinomyces naeslundi et des levures

augmente a partir de I'dge de 70 ans et 80 ans, respectivement (Robert, 2005).
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3. Dysbiose buccale
3.1 Equilibre flore / hote

La cavité buccale est un habitat complexe ou se développent différentes communautés
de micro-organismes. Chaque espéece occupant un habitat spécifique est considérée comme
une niche écologique. La microflore buccale est généralement commensale, c'est-a-dire
qu'elle vit en symbiose avec I'hOte sans causer de dommages. L'h6te et la flore sont en
équilibre.

Toutefois, tout changement dans la composition de la flore peut perturber cet
équilibre. Des perturbations peuvent étre provoquées par des facteurs biologiques tels que la
prise d'antibiotiques, une consommation excessive d'aliments sucrés ou une altération des
défenses de I’hote. Ce phénoméne est appelé « la dysbiose » (Figure 6). Cette perturbation
peut modifier la qualité ou la quantité de la flore et entrainer le développement de micro-
organismes pathogénes, ou la transformation de la flore résidente en pathogenes
opportunistes, ce qui augmente le risque de D’installation des maladies comme la carie
dentaire ou les maladies parodontales telles que la gingivite et la parodontite (Devals, 2003 ;
Marsh, 2004 ; Philip et al., 2009).
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Figure 6:Modeéle de la dysbiose (Marsh, 2004).

Dans un état physiologique normal, la plupart des bactéries ont une relation
symbiotique avec I'nbte (bactéries indiquees en bleu). Peu de bactéries potentiellement
pathogenes (marquées en rouge) peuvent €tre détectées. C’est un changement dans les

conditions environnementales locales (pression écologique majeure) qui permet une
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augmentation de la proportion et du nombre de bactéries impliquées aussi dans les caries et la

parodontite.
3.2  Les maladies buccales d’origine bactérienne
321 La carie dentaire

La carie dentaire est une pathologie infectieuse touchant les tissus durs de la dent qui
survient aprés I'éruption dentaire. Elle se caractérise par des périodes de deminéralisation
entrecoupées de périodes de reminéralisassions (Marquis, 1995).

Cette maladie est progressive et localisée, s'étendant de I'extérieur vers l'intérieur de la
dent. La dégradation des tissus durs est causée par la production d'acides provenant
principalement de la dégradation des glucides alimentaires par des bactéries présentes dans la
plaque dentaire. Les lésions carieuses peuvent affecter I'émail, la dentine et le cément
(Fejerskoy et al., 2003).

3.2.1.1 Les facteurs influencant I’apparition des caries dentaires

Keyes en (1962) a été élaboré un schéma illustrant une trilogie de facteurs étiologiques

complexes qui contribuent a la survenue de la carie (Figure 7).

GLUCIDES
FERMENTESCIBLES

Clairance . # Acidogendése

TERRAIN BACTERIES
CARIOGENES

Protection
antibacténenne

Figure 7 : Diagramme dit de la trilogie de keyes (Keyes, 1962).

> Les bactéries buccales cariogenes

Les Streptocoques mutans et les Lactobacilles sont des bactéries qui produisent des
acides métaboliques. Ces acides s'accumulent a la surface des dents et réduisent le pH de la
plaque dentaire (Aoullay et al., 2000). Parmi ces acides, on trouve principalement l'acide
lactique (un acide fort), ainsi que d'autres produits de dégradation tels que I'acide acétique et

I'acide propionique (Kaqueler et Lemay, 1998 ; Fioretti et Haikel, 2010).
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> Streptococcus mutans

Les principaux groupes de bactéries responsables de la carie dentaire comprennent des
cocci a Gram positif tels que Streptococcus mutans (SM) et Streptococcus sobrinus (sérotype
D et G), ainsi que d'autres bactéries telles que Streptococcus intermedius, Streptococcus
sanguis, Streptococcus salivarius et Streptococcus anginosus.

SM est considéré comme le plus cariogéne de la plaque dentaire en raison de ses
propriétés acidogéniques et aciduriques (Marsh, 2004), qui lui permettent de métaboliser les
sucres alimentaires et de produire de l'acide lactique. Cela conduit a une baisse de pH qui
entraine une perte de minéraux a la surface de I'émail dentaire. SM peut également survivre
dans un milieu trés acide et devient prédominant dans la plaque cariogéne active (Lasfargues
et Colon, 2009).

De plus, SM utilise le saccharose de maniére optimale en stockant les polysaccharides
intracellulaires qui sont dépolymeérisés pour produire de I'acide en continu (Rosan et Lamont,
2000).

> Lactobacillus

Les Lactobacilles sont des bactéries anaérobies facultatives a Gram positif qui
transforment le lactose et d'autres sucres simples en acide lactique. Les especes les plus
couramment trouvées dans la cavité buccale sont Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus oris, Lactobacillus plantarum et Lactobacillus salivarius (Lasfargues et
Colon, 2009).

Les Lactobacilles sont des germes commensaux du tractus digestif, ils peuvent causer
des dommages aux tissus durs de la dent (Mouton et Robert, 1993). Les Lactobacilles ne
s'attachent pas facilement aux surfaces lisses, mais leur nombre et leur proportion augmentent
en cas de rétention de sucre dans la cavité buccale et de formation de caries. Ces bactéries

acidophiles produisent une quantité importante d'acide lactique.
> Le terrain (ou I’hote)

Plusieurs facteurs qui varient d'un individu a l'autre ont un impact direct sur la
sensibilité aux caries et la progression de la carie une fois qu'elle s'est installée. Ces facteurs
comprennent la morphologie et la position des dents, ainsi que la qualité de leur
minéralisation. lls incluent également les propriétés de la salive, telles que le flux salivaire, la
capacité tampon, la présence d'ions fluorures, de calcium, de phosphore, de protéines et

d'enzymes ayant des propriétés antibactériennes. D'autres facteurs tels que la qualité de
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I'émail, I'état de santé général du patient, son mode de vie et son sexe peuvent également avoir
un impact significatif.
> Le régime alimentaire cariogene

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 I'acide citrique, ont un
effet sur le maintien d'un pH acide local dans la bouche. D'autres versions du diagramme de
Keyes ajoutent également le temps comme facteur clé (Courson et al., 1998).

3.2.1.2 Mécanisme de développement

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

cariogéne (Figure 8).

e sl Atta'que' de Attaqu¢ de la Attaquede la
remail dentne pulpe
Dent sensible Rage de dent Abces

Figure 8 : L’évolution des caries dentaires (Hauteville, 2011).

3.2.2 Les maladies parodontales

Les parodontopathies ou les maladies parodontales sont des affections infectieuses

chroniques multifactorielles qui affectent les tissus parodontaux (Mankod et al., 2005) et sont
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la principale cause de perte dentaire chez les adultes. Les symptdmes et les signes cliniques de
ces maladies varient d’une inflammation bénigne des gencives a la perte des dents.

L’atteinte parodontale se divise en deux stades : la gingivite et la parodontite (Figure
9). Bien que toutes les parodontites soient précédées d’une gingivite, toutes les gingivites ne

progressent pas nécessairement en parodontites (Bercy et Tenenbaum, 1996).

DENT ET PARODONTITE

GENCIVE SAINE GINGIVITE Dabut ce destruction Destruction csssuse Phase terminale
ORSAURe HAINCC moo e

Figure 9 : Le développement d’une maladie parodontale (Dersot et Jean,2013).

3.2.2.1 Gingivite

> Définition
La gingivite est une maladie inflammatoire d'origine infectieuse qui affecte
uniquement la gencive superficielle (parodonte). Les structures parodontales profondes restent
intactes, ce qui signifie que cette Iésion est réversible et peut étre ramenée a I'état normal
grace a une bonne hygiéne bucco-dentaire. La gingivite peut étre déclenchée par la présence
de plaque, des maladies systémiques et 1’utilisation des médicaments ou des déséquilibres

hormonaux (Alexis, 2007 ; Vigouroux, 2011).

Cette affection parodontale est la plus courante et la plus bénigne. Plusieurs signes
cliniques peuvent étre observes, tels qu'un changement de couleur, de forme, de texture et de
volume de la gencive, un saignement (lors du brossage, du sondage ou spontané), une douleur

et/ou une sensibilité gingivale ainsi que des démangeaisons gingivales (Vigouroux, 2011).

> Aspect microbiologique de la Gingivite
Seules les bactéries, principalement des Gram-positif aérobies et des anaérobies
facultatifs, sont capables d'initier et de maintenir les gingivites. La flore bactérienne associee
a la gingivite est composée de 45% de bactéries Gram-négatif, principalement des
Actinomyces et des Fusobactéries, et de 45% de bactéries anaérobies, principalement des

Streptocoques, Eikenella corrodens et Capnocytophaga gingivalis (Ouhayoun et al., 2003).

Si une ou plusieurs des bactéries telle que Actinobacillus actinomycete mcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia et Bacteroides forsythus, sont présentes
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dans la flore supra et/ou sous-gingivale d'un patient ayant une attache intacte, il ne s'agit plus
d'une simple gingivite, mais plutét d'une gingivite a risque ou d'une parodontite débutante.
> Meécanisme de formation
L’installation d’une gingivite s’effectue en différentes étapes :

-L’apparition d’une lésion initiale dans 1’épithélium de jonction suite a I’accumulation de la

plaque dentaire au niveau du sulcus ;

- La vasodilatation et la migration des lymphocytes vers 1’épithélium de jonction atteint ;
-L’aggravation de la lésion en cas de non élimination de la plaque ;

- L’accroissement de la vasodilatation et ’augmentation de I’infiltrat inflammatoire ;

- L’accentuation de la lyse collagénique ;

-La prolifération des épithéliums sulculaire et de jonction ;

- L’enfoncement de digitations dans le chorion gingival atteint ;

-Et la séparation de la partie épithéliale de la dent et le sulcus devient concret (Fronty, 2005).

3.2.2.2 Parodontite
> Définition

Les parodontites sont des lésions inflammatoires qui sont causées par I'accumulation
de plague 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 et al., 2013).

La plupart des microorganismes intervenant dans ces pathologies sont des bacilles a
Gram négatif, anaerobies 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 phénomeéne de destruction.

Il existe plusieurs formes de parodontites, dont la plus courante est celle qui affecte les
adultes. D'autres types comprennent les parodontites qui se développent tét dans la vie, telles

gue les parodontites pré-pubertaires, juvéniles et a progression rapide, ainsi que les
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parodontites qui sont associées a des maladies systémiques. Il y a également les parodontites

nécrosantes ulcératives et les parodontites réfractaires (Meurman et al., 2006).
> Meécanisme de formation

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

naissance a un abces (Righetti, 2007).
4, Prévention bucco-dentaire

Les professionnels de la santé dentaire et les gouvernements de plusieurs pays ont
travaillé ensemble pour améliorer considérablement la santé bucco-dentaire de la population
en mettant en place des programmes de prévention efficaces. Ces programmes se concentrent
sur une meilleure hygiéne bucco-dentaire, l'utilisation appropriée de fluorure et une
consommation de sucre modérée, complétés par des services de traitement, de récupération et

de réadaptation efficaces (Camoin et al., 2016).

Un nettoyage régulier et délicat de la bouche peut permettre de supprimer la plaque
dentaire et les restes alimentaires qui contiennent des bactéries responsables de la mauvaise
haleine, des caries dentaires et des maladies parodontales. Cette pratique aide a préserver la

santé des dents sur le long terme (Camoin et al., 2016).

La bonne hygiéne buccale comprend généralement le brossage doux des dents, 1’usage
des bains de bouche, le nettoyage quotidien des prothéses et 1’application adéquate des

produits fluorés.
4.1 Choix de brosse a dents

Pour choisir la brosse a dents idéale, il convient de tenir compte du degré
d'inflammation des gencives, de la sensibilité de la dentine et de la dextérité de l'utilisateur,
qu'il s'agisse d'une brosse a dents électrique ou manuelle de qualité supérieure. Le choix du
dentifrice doit également étre adapté a chaque probléme spécifique. Pour des gencives
sensibles ou irritées, il est recommandé d'utiliser des antiseptiques et des anti-inflammatoires,

tandis que pour prévenir les caries, il est préférable d'utiliser un dentifrice contenant du fluor.
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Si des douleurs se font ressentir, un dentifrice spécialement congu pour les dents sensibles

sera plus approprié (Camoin et al., 2016).
4.2  Les techniques de brossage « classiques »
Il existe plusieurs techniques de brossage des dents et des gencives, notamment :

- La technique du "rouleau™ : cette méthode implique un mouvement de balayage de la
gencive vers la dent. Pour I'appliquer, il faut placer la brosse a un angle de 45 degrés contre le
sillon gingival.

- La technique de "Bass" : pour cette méthode, il faut positionner la téte de la brosse a 45
degrés au niveau du sillon gingivo-dentaire, inclinée du haut vers la gencive, et pratiquer des

petits mouvements en secousses.

- La technique de "charter" : cette méthode consiste a effectuer de petits mouvements
circulaires en placant la téte de la brosse & 45 degrés, les brins étant toutefois dirigés vers les
dents (Pillon, 2010).

4.3  Les matériels complémentaires

Il existe plusieurs outils pour nettoyer les espaces entre les dents :
- Les brossettes inter-dentaires qui peuvent éliminer les résidus qui s'y accumulent,
- Le fil dentaire qui est efficace pour nettoyer les surfaces inter proximales,

- Les jets dentaires ou hydro-propulseurs qui permettent d'éliminer les débris alimentaires
(Vellas et al., 2013).

4.4  L’utilisation de bains de bouche

Selon Saffon et al., (2011), I'inflammation des gencives est liée & une augmentation de
la prévalence des caries, des maladies parodontales et des candidoses. Pour contrer ces

problemes, il est recommandé d'utiliser :

- Des bains de bouche anti-inflammatoires pour réduire I'inflammation et les saignements des

gencives,

- Des bains de bouche antiseptiques pour réduire le nombre de bactéries et prévenir les

infections, les gingivites et la mauvaise haleine,

- Des bains de bouche neutralisant la mauvaise haleine pour limiter le développement des

bactéries dans la bouche,

- Des bains de bouche fluorés pour lutter contre les caries,
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- Des bains de bouche au bicarbonate de sodium a 1,4% pour réduire I'acidité de la bouche et

prévenir l'apparition de mycose.
45  Nettoyage des prothéses

La zone sous la prothése dentaire est un endroit favorable a la prolifération de la
candidose, ce qui peut causer des symptomes tels que perte de goQt, bouche séche et sensation
de brdlure. Ces symptémes peuvent compliquer le port de protheses et rendre la mastication
difficile. Pour traiter la candidose sous-prothétique, des médicaments antifongiques sont
souvent prescrits (soit sous forme topique ou systémique). Cependant, la prévalence de micro-
organismes résistants a ces méedicaments augmente, ce qui rend les options de traitement
inefficaces. Dans ce contexte, il est important de mettre en place des mesures préventives

adéquates pour limiter la candidose sous-prothétique (Dartevelle, 2018).
4.6  Utilisation des produits de brossage par I’action chimique

Pour maintenir une bonne hygiéne bucco-dentaire il existe plusieurs produits a utilisé

(Danielle et al., 2005), notamment :

- Le savon,

- Le dentifrice,

- La chlorhexidine,

- Le bicarbonate de sodium a 1,4%,

- L'hypochlorite de sodium,

- Les peroxydes alcalins,

- L'eau oxygénée,

- Les solutions antiphlogistiques a base de plantes et le bac a ultrasons.
4.7  Stratégies fluorées

Les pratiques de soins bucco-dentaires telles que la fluorisation ont plusieurs
avantages, notamment en réduisant la solubilité de I'émail et en augmentant sa résistance, en
reminéralisant les lésions carieuses initiales et en réduisant le développement de la plaque
bactérienne. En outre, il est important de rappeler I'importance d'une bonne hygiene bucco-
dentaire et de consulter régulierement un chirurgien-dentiste pour maintenir une bonne sante

bucco-dentaire.

Dans ce domaine de la prévention, une collaboration et une complémentarité entre le

chirurgien-dentiste et le pharmacien peuvent étre bénéfiques (Pellat, 2010).
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1. Présentation du lieu et cadre d’étude

Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire central de la microbiologie de
I'établissement hospitalier Dr. Benzerdjeb (EH) d’Ain Temouchent, durant une période d’un
mois (du 12 mars au 11 avril 2023).

L’établissement hospitalier (EH) Dr. BENZERDJEB est une structure de santé
publique qui a été construite par des sociétés mixtes :
- Chinoise : Ultra structure.
- Turque : Installation des équipements mécanique électrique automation.

L’hépital d’Ain Temouchent, recouvre une superficie de 18582 métres carré en ayant
une capacité de 240 lits d’hopital. Le 02 juillet 2007 fut son ouverture et la mise en service a
débuté le 07 juillet 2007 en médecine interne et ¢’était le 12 octobre de cette méme année que
la chirurgie générale a été lancée.

L’établissement hospitalier d’Ain Temouchent est aussi un établissement public a
caractére spécifique, doté de la personnalité morale et de I’autonomie financiére tout en étant
placé sous la tutelle du Ministre chargé de la Santé. Il a pour objectif d’assurer des activités

dans les domaines du diagnostic, de 1’exploration, des soins de I’hospitalisation et de toutes

i3 ELVR

Figure 10 : Etablissement Hospitalier Dr. BENZARDJEB (EH).
2. Echantillonnage et techniques de préléevements

L’ensemble des prélevements a été effectué¢ a l'aide des écouvillons stériles et ensuit
chaque préléevement a été étiqueté a l'aide de la fiche de renseignement (Grara Nedjoud,
2001 /2002) (Figure 11) (Annexe 1).
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Figure 11 : Fiche de renseignement pour un prélevement bucco-dentaire.

Le numéro de prélevement : La date :
Age : Service :
Sexe : Les maladies antécédentes :

Site de prélevement :

Les prélevements ont été effectués dans un cabinet dentaire privé, chez des patients

hommes et femmes agés entre 23 et 70 ans, et des enfants agés entre 1 et 17 ans.

Notre travail a porté sur 20 préléevements bucco-dentaires provenant de quatre

sites différents : la gencive, la langue, la plaque dentaire, et la carie dentaire.

La répartition des prélévements selon leur origine, le sexe et 1’age des patients est

rapportée dans le Tableau (4) ci-dessous :

Tableau 4 : Les prélévements exprimés en fonction de 1’age, le sexe et le site de prélévement.

N° de La date Age Sexe Site de Lieu de
préléevement (ans) prélevement | prélevement

P1 14/03/2023 9 E La langue Cabinet

dentaire
P2 14/03/2023 48 F Gencive I
P3 14/03/2023 23 F P.D I
P4 14/03/2023 70 F La langue I
P5 14/03/2023 51 H Carie I
P6 16/03/2023 47 H Gencive I
P7 16/03/2023 43 F P.D I
P8 16/03/2023 42 H La langue I
P9 16/03/2023 27 F Gencive I
P10 16/03/2023 42 H P.D 1
P11 17/03/2023 50 F Carie 1
P12 17/03/2023 49 F La langue I
P13 17/03/2023 30 H Gencive I
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P14 17/03/2023 59 F Gencive I
P15 17/03/2023 42 F Carie I
P16 19/03/2023 11 E Carie I
p 17 19/03/2023 5 E Carie I
p 18 19/03/2023 17 E Gencive I
P19 19/03/2023 1 E La langue I
P20 19/03/2023 23 F Carie I

F:Femme. H:Homme. E:Enfant. P.D: Plagque dentaire.

3. Enrichissement

L’absence de colonies suspectes sur I’isolement sélectif ne suffit pas pour confirmer
I’absence de ces bactéries dans 1’échantillon prélevé. C’est pourquoi un enrichissement est
effectué simultanément avec 1’isolement, afin de garantir une détection fiable (Guillaume,

2004).

Aprés avoir préleve les échantillons, les écouvillons ont été placés dans des tubes
contenant du Bouillon Nutritif sachant qu’il est le milieu le plus couramment utilisé pour la

culture des bactéries peu exigeantes.

Ces tubes ont été ensuite transportés au laboratoire dans un délai de deux heures
maximum et incubés dans une étuve réglée a 37°C pendant 24h a 48h jusqu'a ce qu'un trouble

(croissance bactérienne) apparaisse.
4, Isolement des bacteries

L'isolement des micro-organismes est une technique qui consiste a étaler une quantité
connue de ces derniers sur la surface d'un milieu gélosé dans une boite de Pétri. Cette

méthode permet d'obtenir des colonies distinctes et isolées les unes des autres.

Afin d'isoler les bactéries présentes sur les surfaces analysées, nous avons
préalablement ensemencé plusieurs milieux de culture gélosés a partir des milieux
d'enrichissement présentant une croissance. L'ensemencement a été réalisé en utilisant la
méthode des stries transversales sur le milieu gélose Nutritive et la méthode des quadrants sur
les deux autres milieux Chapman et Hektoen. Les boites contenant les milieux ensemences

ont ensuite été incubées a 37°C pendant 24 heures.

Les milieux d’isolement utilisés sont : gélose Nutritive (pour I’isolement des bactéries

peu exigeantes), gélose Hektoen (pour I’isolement des bactéries a Gram négatif notamment
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les entérobactéries pathogenes) et gélose Chapman (pour I’isolement des staphylocoques)
(Annexe 2).

5. Identification des bactéries isolées

La méthode d'identification bactérienne suit les critéres 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 (Figure 15).
L’ensemble des tests d’identification se déroule comme suit :

—» Aspect des colonies

— Tests préliminaires —  Coloration de gram

L,  Test catalase
Identification biochimique
— Tests biochimigue —  Galerie classique

L5 Test d’antibiogramme

5.1 Tests préliminaires

51.1 Examen macroscopique
La premiere étape de l'identification des micro-organismes consiste a I'observation de
I'apparence des colonies sur les milieux d'isolement. Cette observation initiale peut orienter
les étapes suivantes de I'identification (Bousseboua, 2003).
La description des colonies doit mentionner plusieurs critéres (Figure 12) :
- La taille : colonie ponctiforme, petite colonie, colonie moyenne, grosse colonie, colonie
envahissante.
- La forme : circulaire, irréguliére, filamenteuse, rhizoide.
- Le relief : convexe, bombée, plate.
- Le contour : régulier, ondulé, bouclé, filamenteux, lobé.
- La surface : lisse, rugueuse.
- La couleur : rose, jaune, verte, jaunatre, blanchétre, blanc.

- L’opacité : opaque, translucide.

35



CHAPITRE 11 Matériel et méthodes

@ W B W =

Punctiforme  Circulaire ~ Filamenteux Irréguliere  Rhizoide  Fusiforme

Elévation —_— . . - A
Plane Elevée Convexe Bombée Bossue

Régulier Ondulé Lobé dentet¢  Filamenteux Bouclé

Figure 12 : Différents aspect decolonies sur les milieux des cultures (Willey et al., 2008).
51.2 Examen microscopique apreés coloration de Gram
L'examen de frottis coloré au Gram est utilisé pour observer la présence éventuelle des
bactéries et les différencier en Gram positif ou négatif en fonction de leurs morphologies et
affinités tinctoriales. Cette technique permet également d'évaluer leur abondance, leur
regroupement et leur homogénéité ou hétérogénéité morphologique (Joseph, 2012).
> Principe
La coloration de Gram est une coloration différentielle liée a la composition chimique
de la paroi, elle permet de distinguer la morphologie des bactéries (coque et batonnet) et de
les classer en deux grands groupes celui des Gram positif et celui des Gram négatif basé sur la
composition pariétale en lipide qui est élevée (20%) chez les Gram négatif et faible chez les
Gram positif.

> Technique
Tout d’abord, un frottis a été réalisé en prélevant une colonie bactérienne bien isolée a
I’aide d’une anse de platine stérile. Ensuite, le frottis a été étalé de fagon circulaire sur une
lame propre contenant une goutte d’eau physiologique. Le frottis a été ensuite séché et fixé
devant la flamme bleue d’un bec bunsen six fois va et vient, puis nous avons lissé la

préparation refroidir a I'air libre avant de manipuler les étapes de la coloration.

La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes. La premiere étape de coloration
consiste a recouvrir le frottis avec le violet de gentiane pendant 1 minute afin de colorer la
membrane cytoplasmique des bactéries qui apparaisses de couleur violette, avant de rincer a

I’eau distillée (Annexe 3).

Le frottis a été ensuite recouvré de Lugol durant 30 secondes a 1 minute, le Lugol joue

un role de mordant qui se fixe le premier colorant de violet, apres le lavage a 1’eau distillée le
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frottis a été recouvré a 1’alcool durant un période de 30 secondes afin d’éliminé la premiére
coloration et décoloré le frottis. Cette étape nous permette de différencier les bactéries a Gram
positif des bactéries a Gram négatif basé sur leurs compositions en lipides. L’alcool est
éliminé puis le frottis et recolorer pour la deuxieme fois avec la fuchsine pendant 1 minute et

rincer avec de I’eau distillée jusqu’a 1’¢limination compléte de ce colorant.

La lame est ensuit séchée avec du papier absorbant ou papier filtre puis observer au

microscope a I’objectif (X1000) a immersion (Figure 13).

l / /l m Cr;:lval violet

Gram-positive

Gram-negative

-

© Application of '79 Application of ( € Alcohol wash iy © Application of
crystal violet iodine (mordant) (decolorization) safranin (counterstain)
(purple dye) or fuchsin
| Reagent1l Reagent 2 Reagent 3 Reagent4
Washing step Washing step

4Washing step v Washing step
| with water with water |

with water with water

Figure 13 : Protocole pour la coloration de Gram.

> Lecture
Avec cette coloration double, les bactéries Gram-positif apparaissent en violet foncé tandis
que les bactéries Gram-négatif sont colorées en rose.
513 Test catalase

La détection de la catalase est une étape essentielle dans I'identification des bactéries
Gram-positif.

Cette enzyme est mise en évidence en déposant une goutte d'eau oxygénée (H202) sur
une lame stérile et en dispersant une colonie bactérienne sur la goutte a l'aide d'une pipette
Pasteur stérile. La présence de bulles de gaz qui se dégagent indique la présence de la catalase
(Leyral et al., 2007), selon la réaction suivant : H202 —— % 02 +H20

> Lecture et interprétation

L’apparaissions des bulles de gaz indique la présence de catalase donc la bactérie est
de catalase positive (réaction positive) tandis que 1’absence des bulles signifier que la bactérie

est de catalase négative (réaction négative).
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5.2 ldentification biochimique par la galerie classique

L’identification et la classification des espéces bactériennes, sont basées
essentiellement sur 1’étude des caractéres suivants : recherche de 1’ONPG, recherche de la
catalase, milieu TSI (Triple Sugar Iron Agar), milieu Mannitol-Mobilité, milieu au Citrate de
Simmons, milieu Urée Indole, quelques acides amineés et quelques sucres (Lebres, 2004).

L’identification des isolats a été réalisée par 1’étude de plusieurs tests biochimiques et
métaboliques, trois milieux solides ont éeté utilisés qui sont : milieu TSI, milieu Mannitol-
Mobilité et milieu Citrate de Simmons, et un autre milieu liquide (selon la disponibilité) Urée
Indole.

> Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture bactérienne pure en milieu solide une suspension bactérienne a
¢été réalisée en prélevant a 1’aide d’une anse de platine stérile une colonie bien isolée puis
I’ensemencée dans un tube contenant 10 ml d’eau physiologique stérile. L’inoculum bactérien
doit idéalement étre employe dans les 15 min qui suivent sa préparation.

> Inoculation de la Galerie

A T’aide d’une pipette Pasteur, les tubes ont été remplis par la suspension bactérienne
préalablement préparés en évitant d’introduire les bulles d’air.

La série des milieux utilisés est motionnée dans le Tableau (5) avec leurs modes
d’ensemencement, les caractéres recherchés et les résultats attendus. L’incubation a été faite a
37°C pendant 24 h.

Tableau 5 : Caracteres biochimiques recherchés pour les entérobactéries (galerie classique)

(Moumene et al., 2010).

Tests Milieu Mode Caractere Résultats
d’ensemencement recherché attendu
-A I’aide d’une pipette | - Utilisation du | - Pente jaune:
Pasture sterile, glucose. lactose/
ensemencer - Utilisation du | saccharose (+).
(TestTSI) | Le milieu TS| abondamment la lactose. - Pente rouge:
Formation | (Triple Sugar surface_ de la p,ente p_arl - Utilisation du | lactose et
dacide et Iron.). dels sttrles s_erreles PUISTE | saccharose. saccharose (-).
: culot par simple piqare. _ _
gaz _a g NP Pe P .| - Production - Culot jaune:
partir -Mettre a I’étuve 24h a ,
o d’H2S et de glucose (+).
d’hydrate 3re. Gaz (Lebres s iti
de carbone * | - L'apparition
2004). des bulles dans
le culot: Gaz
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(+).
- Présence de
précipité noir:
H2S (+)
-Ensemencement  par | -Utilisation du | -Virage de
des stries longitudinales | citrate comme | l'indicateur de
de la pente a I’aide | source unique pH au bleu :
Test de Citrate de d’une pipette pasteur | de carbone. citrate (+).
Citrate Simmons | Stérile a partir de la -Absence de
culture solide. couleur :
-Mettre a 1’é¢tuve 24h a Vert: citrate (-)
37°C (Regam, 2010). (Carbonnelle,
1988).
- Ensemencement par -Fermentation Mannitol :
piqire centrale a I’aide | de mannitol. - Rouge : pas de
d’une pipette pasteur, - Mobilité de la | fermentation de
chargé de culture en bactérie. mannitol(-).
milieu solide. - Jaune :
Test de Mannitol - Incubation & 37°C fermentation de
mannitol- mobilité pendant 24h. mannitol (+).
mobilité Mobilité :
- Pas de
diffusion:
bactérie
immobile.
- Diffusion:
bactérie mobile.
(Sayad, 2008).
- Preparé une - Capacite de Test uréase :
suspension bactérienne | bactérie de - Coloration
a partir de milieu TSI produire rouge: uréase
ou de la culture solide | I’indole. (+).
en eau physiologique. - Présence _ Coloration
Recherche | Urée indole. | - noculé le milieu avec | d’une enzyme | grange: uréase
de quelque gouttes de la uréase qui ).
1 }}reaseet suspension bactérienne. | libére Test indole
I’indole. I’ammonium a

- Incubation a 37°C
pendant 24h.

- Apres I’incubation :

- Ajouter 2 a 3 gouttes

partir de 1’urée.

- Anneau rouge
Ou rose:
réaction indole
positive.
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de réactifs de kovacs ; - Absence de
incubé 5 a 7 minute coloration
dans un étuve réglée a rouge : réaction
37°C. indole négative
- La lecture de I’indole (Carbonnelle,
est immédiate. 1988).

- Réaliser une - Présence de - Milieu jaune :
suspension epaisse des | g-galactosidase. | Test ONPG (+).
bgct_ér!es testées en eau _ Milieu
Test Eau distillee. Inoculer: test
ONPG | distillée+Disque | - Ajouter avec une ONPG (-).
ONPG pince flambée et
refroidie un disque
imprégné d’ONPG.
-Incuber 30 minutes a
37°C.
- A partir de la - L’hydrolyse | - Violet
suspension bactérienne | de I’acide trouble :
déja prépare inoculé les | aminé en réaction positif
Test des ADH tubes contentent des amine. - Couleur jaune
acides oDC acides amines avec ou violet
amines LDC quelque goutte de la limpide:
Témoin suspension. réaction négatif.
- Ajouter une couche de
I’huile de paraffine
- Incubation & 37°C
pendant 24h.
5.3  Antibiogramme

A partir d’une culture pure de 24 h a 37 °C sur le milieu d’isolement approprié en

prélevant a 1’aide d’une anse de platine stérile quelques colonies bien isolées et parfaitement

identiques. Ensuit, en les places dans un tube a essai contenant de 5 ml d’eau physiologique

stérile et homogénéiser manuellement.

Aprés homogénéisation, on place la culture de bactéries isolées sur gélose de Muller-

Hinton qui été déja coulée dans des boites de Pétri par ensemencement en nappe avec un

rateau de pipette Pasteur et laissée le quelques minutes.

Les disques imprégneés par des antibiotiques a dose connue ont été places a l'aide d'une

pince préalablement flambée, en appuyant Iégerement, les disques doivent étre parfaitement
appliqués a plat sans glissement (Tableau 6). Une distance minimale de 15 mm doit séparer
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un disque périphérique du bord de la boite et chaque disque doit étre éloigné au minimum de

30 mm des autres (Figure 14). Les boites ont été incubées pendant 24 h a 37 °C, le couvercle

toujours en bas.

Tableau 6 : Liste des antibiotiques testés.

Staphylocoques Entérobactéries
Antibiotique testé Charge des Antibiotique testé Charge des
disques disques

Trimethoprim 2519 Trimethoprim 2519
sulfamethoxazole sulfamethoxazole

Erythromycine 15ug Pénicilline 10ug
Vancomycine SHUg Amoxicilline 30png
Gentamicine 10ug Nalidixicacid 30pg
Amoxicilline 30pg Colistine sulfate 10ug
Pénicilline 10ug Rifampicine 30ug

Aprés D’incubation de 24 h a 37 °C, on observe des conséquences sur le

développement et la survie des souches. De maniére générale si 1’antibiotique est inefficace,

les bactéries pourront tout de méme croitre. Au contraire, si ’antibiotique est efficace, on

observera autour du disque une forme des cercles « zones d’inhibition », ou la croissance

bactérienne a été inhibée. Il existe ensuite trois interprétions différentes d’antibiogramme par

diffusion sur milieu gélosé. Les diametres d’inhibition autour des disques sont mesurés a

I’aide d’une régle, puis ils sont comparés aux diameétres critiques rassemblés dans les abaques

de lecture. Il convient de noter toutefois, qu’une souche dont la sensibilité aux antibiotiques

est ainsiévaluée peut étre declarée sensible (S), intermédiaire (1) ou résistante (R) (Walsh et

Wencewicz, 2016).

FPag d'inhbation du
developpement ; la
bactérie est
régistante a cet
arbibiotiqus

Féaction

interm édiaire &

1" antitd otique
Bactérie sensible a
17ank ik otigue

Baite de Pétrd

Un antibiogramme

D éveloppement
bacténen ax la
gélose maritive

1 Paslilles
j o antibiotiques

© Georges Dolisi

Figure 14 : Lecture d’un antibiogramme.
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Figure 15 : Protocole d’isolement et d’identification des bactéries de la cavité buccal.
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CHAPITRE II1 Résultats et discussion

1. Enrichissement

Notre étude a été effectuée dans 1’établissement hospitalier Dr. Benzerdjeb de la ville
d’Ain TEmouchent a la base de ’isolement et 1’identification des bactéries présentes dans la
cavité buccale humaine, ou on a travaillé sur 20 prélevements provenant de quatre sites
differents : la plaque dentaire, la gencive, la langue et les caries dentaires chez des adultes
agés de 23 & 70 ans et des enfants &ges de 1 a 17 ans. Le choix de ces sites est conditionné par
la localisation des bactéries dans la bouche, leur réle dans la formation de la plaque dentaire
qui contribuer a la propagation des maladies parodontales et leur implication dans la

propagation de la carie dentaire.

Suite a une incubation de 48 heures a une température de 37°C, des troubles ont été
observés dans tous les tubes ce qui indique une prolifération bactérienne (Figure 16). Ces
résultats sont corrects 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.

Figure 16: Présence d’une croissance bactérienne au niveau des milieux d’enrichissement.
2. Isolement des bactéries

2.1  Aspect macroscopique des colonies

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

caractéristiques propres a I’espéce bactérienne.

Au bout de 24 heures d’incubation a 37 °C, une observation macroscopique a été
procédée.
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L'analyse macroscopique des bactéries isolées a montré une grande diversité dans les
formes et les aspects des colonies qui sont poussés sur les trois géloses utilisées pour
I'isolement (gélose Nutritive, gélose Chapman, et gélose Hektoen). Nous observant 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 deux types de colonies ont été observées certaines sont de
couleurs jaune a saumon et une seule colonie de couleur verte a centre noire (Figure 17 ;
Tableau 7).

Figure 17 : Aspect macroscopique des colonies sur les différents milieux.
A : Gélose Nutritive de P20 ; B : Gélose Hektoen de P3 ; C : Gélose Hektoen de P17 ;
D : Gélose Chapman de P12 ; E : Gélose Chapman de P13 ; F : Gélose Nutritive de P18.
Tableau 7 : Aspect macroscopique des colonies isolées.

Prélevement GN Chap HK
Petites Colonies, rondes, Colonies rondes,
de couleur jaunatre brillantes,
convexes, rugueuses, mugqueuses de
P1: Lalangue . \g q . .
translucides a contour couleur jaune, Positive.
régulier. bombé, avec virage
de couleur du milieu
au jaune.
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Petites et Petites @ moyennes
moyennescolonies, colonies, rondes,
. rondes, de couleur bombe, a contour Pas de culture
P2 : Gencive S . AT
jaunatre convexes, lisses, régulier, pas de (absence de
translucides a contour virage de couleur au colonies).
régulier. jaune.
P3 : Plaque Petites colonies, rondes, Petites colonies,
dentaire de couleur jaunatre rondes, bombés,
convexes, rugueuses, blanches, lisses, Positive
translucides a contour présentant une forme
régulier. réguliére et
irréguliére.
Colonies envahissantes, Pas de culture Pas de culture
P4 : La langue plates, jaunatres avec une (absence de (absence de
surface rugueuse et colonies) colonies)
contour irrégulier.
Colonies envahissantes,
P5 - Carie plates, jaunatres, Pas de culture Pas de culture
dentaire translucides avec une (absence de (absence de
surface rugueuses et colonies) colonies)
contour irrégulier.
Petitescolonies, rondes,
de couleur blanchétre Pas de culture Pas de culture
P6 : Gencive convexes, lisses, (absence de (absence de
translucides a contour colonies) colonies)
régulier.
Petitescolonies, rondes, Petites a moyennes
de couleur blanchétre, colonies, rondes,
P7 : Plague convexes, lisses, bombés, a contour Pas de culture
dentaire translucides a contour regulier, pas de (absence de
régulier. virage de couleur au colonies)
jaune
Petites et moyennes
colonies, rondes, de Pas de culture
couleur jaunatre avec un (absence de Pas de culture
P8 : La langue . .
relief plat, convexes, colonies)
lisses, translucides a
contour régulier.
Petitescolonies, rondes, Pas de culture Pas de culture
P9 - Gencive de couleur jaunatre (absence de (absence de

bombés, lisses,
translucides a contour
régulier

colonies)

colonies)
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P10 : Plaque Petites colonies, rondes, | Colonies jaunatres,
dentaire de couleur blanchétres, de petites a Pas de culture
convexes, lisses, moyennes taille, (absence de
translucides a contour rond, bombe, lisses, colonies)
régulier. présent une forme
réguliéere
Petites Colonies, rondes, Pas de culture Colonies ronds,
de couleur blanche, plat, (absence de vert, d’une
P11 : Carie rugueuses, a contour colonies) différente taille
dentaire regulier. bombe, lisses,

présentant d'une
forme réguliére.

P12 : La langue

Colonies envahissantes,
plates, jaunatres,

translucides avecune

surface rugueuse et bord

Petites a moyennes
colonies, rondes,
bombés, a contour
régulier, pas de

Pas de culture
(absence de
colonies)

P13 : Gencive

translucides avecune
surface rugueuse et bord
irrégulier.

irrégulier. virage de couleur au
jaune.
Colonies envahissantes, Colonies rondes,
plates, jaunatres, brillantes,

muqueuses de
couleur jaune,
bombés, avec virage
de couleur du milieu
au jaune.

Pas de culture
(absence de
colonies)

P14 : Gencive

Petites colonies, rondes,

de couleur jaunatre, lisses,

convexes a contour
régulier.

Pas de culture
(absence de
colonies)

Pas de culture
(absence de
colonies)

P15 : Carie
dentaire

Colonies envahissantes,
jaunatres, plates et
rugueuses

Grosses colonies,
rondes de couleur
jaune, rugueuses

Pas de culture
(absence de
colonies)

P16 : Carie
dentaire

Petites et moyennes
Colonies, rondes, lisses,
plates, translucides a
contour régulier.

Pas de culture
(absence de
colonies)

Pas de culture
(absence de
colonies)

P17 : Carie
dentaire

Colonies envahissantes,
plates, jaunatres,
translucides avecune
surface rugueuse et bord

Pas de culture
(absence de
colonies)

irrégulier.

Colonies saumon de

moyennes taille

avec un bord
irrégulier.
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Colonie de moyennes, de Pas de culture Grosses colonies
taille grosses et petites, (absence de jaunes a saumon,
P18 : Gencive rondes, convexes a bord colonies) rondes, bombes a
régulier et d’un aspect bord irrégulier et
lisse. d’un aspect lisse.
Colonies envahissantes,
P19 : La langue plates, blanches, Pas de culture Pas de culture
translucides avecune (absence de (absence de
surface rugueuse et bord colonies) colonies)
régulier.
Colonies envahissantes, Pas de culture Pas de culture
P20 : Carie plates, blanches, (absence de (absence de colonies)
dentaire translucides avecune colonies)
surface rugueuse et bord
régulier.

2.2  Répartition des prélévements dans les milieux d’isolement

Apres avoir procédé a une analyse statistique des résultats obtenus lors de 1’isolement,
onconstate que le taux d’appariation des colonies sur le milieu gélose Nutritive est plus élevee
par rapport aux autres milieux (tous les prélevements sont positifs dans ce milieu ; 100%) car
il ne s’agit pas d’un milieu sélectif mais un milieu ordinaire qui favorise la croissance de
toutes les bactéries peu exigeantes, qu'elles soient a Gram positif ou négatif. Concernant les
deux autres milieux, la majorité des prélévements sont positifs dans le milieu Chapman (8
prélevements avec un taux de 40%) sachant que ce milieu favorise la croissance des
Staphylocoques, suivi par le milieu Hektoen avec un taux plus faible (5 prélevements soit
25%) ce milieu est sélectif pour les bacilles a Gram négatif notamment les Entérobactéries
(Figure 18).
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Figure 18 : Répartition des prélévements dans les milieux d’isolement.
2.3  Répartition des prélévements selon le site et le milieu

D’apres les données collectées et les résultats obtenus on constate que sur 1’ensemble
des prélevements positifs dans les trois milieux d’isolement (gélose Hektoen, gélose Chapman
et gélose Nutritive), la prédominance était pour la plague dentaire avec 4 prélévements
positifs (3 sur Chapman, 1 sur Hektoen), suivi par la langue (2 sur Chapman, 1 sur Hektoen)
et enfin la gencive (2 sur Chapman, 1 sur Hektoen) et la carie (2 sur Hektoen, 1 sur Chapman)
avec un taux similaire de 3 prélevements positifs pour chacune (Figure 19).

D’apreés la littérature, la cavité buccale est colonisée par divers micro-organismes qui
constituent sa flore normale. Cette flore varie respectivement selon le site de prélévement et
aussi selon la situation clinique de chaque patient. En effet, chez les sujets sains, ce sont les
bactéries a Gram positif qui dominent la cavité bucco-dentaire, alors que chez les personnes
présentant des infections parodontales, les bactéries a Gram négatif sont les plus

préoccupantes, quantitativement que qualitativement (Aas et al., 2005).
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Figure 19 : Répartition des prélevements positifs selon le site et le milieu.

2.4  Répartition des prélévements selon I’age

La répartition des prélevements positifs selon 1’dge a montré que la plupart des
préléevements positifs dans le milieu Chapman et Hektoen sont les prélevements qui était
effectuée chez les adultes de 23 a 50 ans avec une fréquence de 10 cas positifs (3 sur Hektoen,
7 sur Chapman) suivi par la tranche d’age de 1 a 17 ans avec un taux de 3 prélévements (2 sur
Hektoen, 1 sur Chapman) (Figure 20). Cette différence s'explique par la diversité de la flore
bactérienne présente dans la bouche des adultes par apport a la flore bactérienne d’un enfant
ce qui montre qu’il existe une association significative entre 1’age et la composition
microbienne (Paulander et al., 2003 ; Sufia et al.,2011). Il est difficile de comparer nos
résultats avec ceux de recherches antérieures en raison des différentes tranches d'age utilisées

par ces études.

Par contre Altayaar et al., (2015) ont observé dans leurs recherches que 44,5 % des
isolats appartenaient a la tranche d'age de 16 a 68 ans et 55,5 % provenaient de jeunes (5 a 15
ans), ce qui contraste avec nos résultats, par contre dans 1I’étude de Borty et al., (2015) le

groupe d'enfants de moins de 15 ans avait le taux des isolats le plus faible (10,86%).

Une autre étude réalisée par Rana Jalal et al., (2017) a montré qu’au total de 91échantillons
41% des prélevements positifs appartenaient aux enfants agés de 6 a 14 ans et 50%

appartenaient aux adultes ages de 15 a 70 ans.
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Figure 20 : Répartition des prélévements positifs selon 1’age et le milieu.

2.5 Observation microscopique des bactéries isolées

L’observation macroscopique a I'eeil nu nous permet de sélectionner seulement 6
prélevements (P1, P3, P11, P12, P13 et P17) sur les 20 selon leurs différenciations

macroscopiques afin de les identifier.

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 (Figure 21 ; Tableau 8).

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 chainette et certaine sont

appariés en paire aux cocci formant une grappe de raisin sous microscope.

Les bacilles a Gram négatif sont des Entérobactéries tandis que les cocci a Gram
positif sont des Staphylocoques.
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Tableau 8:Aspect microscopique des bactéries isolées.

Aspect Gram Forme Regroupement

Isola

BP1 Négatif Bacille En chainette
BP3 Négatif Bacille En chainette
BP11 Négatif Bacille En paire
BP17 Négatif Bacille En chainette
BP12 Positif Cocci En amas
BP13 Positif Cocci Diplocoque

Figure 21:0bservation microscopique apres coloration de Gram (G x 1000).

A : Cocci Gram positif en grappe de raisin ; B : Bacille Gram négatif.

3. Test catalase

La réalisation de test catalase permet la mise en évidence la capacité de bactérie a

décomposé 1’eau oxygénée (H20.) avec dégagement d’oxygene en présence de I’enzyme

catalase qui est responsable de cette réaction.

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

(+) et les bacilles Gram (-) sont aussi a catalase (+) sauf une seule bactérie isolée a partir de

prelevement (P11) qui était a catalase (-) (Tableau 9), I’ensemble des entérobactéries ont été

identifiés a 1’aide de galerie biochimique classique.
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Tableau 9 : Test catalase des bactéries isolées.

Isolats Test catalase
BP1 (+)
BP3 (+)
BP11 )
BP12 (+)
BP13 (+)
BP17 (+)

4, Identification biochimique (Galerie classique)

Une identification biochimique a été réalisée par I'utilisation de 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 amines)
(Tableau 10 ; Tableau 11 ; Figure 22).

Dans notre étude, les 6 bactéries isolées appartiennent a deux familles, dont une
famille de bactéries Gram positif (Staphylococcaceae), et une famille de Gram négatif
(Enterobacteriaceac). La famille dominée dans [’ensemble des isolats était les
Enterobacteriaceae avec 3 genres différents avec prédominance d’E.coli (2 bactéries, une
provient de la langue et 1’autre dans la carie dentaire) suivie de Klebsiella Spp qui a été isolée
a partir de la carie dentaire et ensuite salmonella Spp de la plaque dentaire. Ces germes n’ont
également aucune spécificité buccale et sont retrouvés notamment au niveau du tractus gastro-
intestinal de I'nomme et des autres animaux a sang chaud.

Des résultats semblables ont été mentionnés dans les travaux de Holgerson et al.,
(2013) qui ont montré que sur un ensemble des isolats la famille des Enterobacteriaceae était
la plus dominante avec une prédominance d’E.coli avec 53.06% suivie par Klebsiella
pneumoniae avec un pourcentage de 28.57%. Cette prédominance est en rapport avec leurs
caractéres de virulence ainsi, E. coli posséde des adhésines, capables de lier la bactérie a
I'épithélium buccale (joue, muqueuse buccale) et d'empécher son élimination par le brossage.

I s’est avéré que la prévalence des bacilles entériques dans la cavité buccale est en
rapport avec la santé buccale (Sedgley et Samaranayake, 1994). En effet, une haute
existence de ces bactéries a été enregistrée chez nos patients au niveau de la langue, des caries

et des plaques dentaire.
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Les bactéries entériques : Escherichia coli, Klebsiella Spp et Salmonella Spp
communément appelés coliformes isolés a partir de nos échantillons analyses, de sorte que
leur présence indique une contamination fécale par contamination croisée avec 1’alimentation
mal lavé ou une mauvaise hygiene personnelle, mauvais lavage des mains apres avoir utilisé
les toilettes, 1’auto-inoculation avec des brosses a dents et [’utilisation fréquente

d’antibiotiques...etc. (Jorge, 2007 ; Koneman et al., 2012).

Les entérobactéries sont généralement non pathogenes, mais certaines souches peuvent
causer des infections graves telles que des méningites et des gastro-entérites (Escherichia
coli) d’autres peuvent causer des intoxications alimentaires en particulier la salmonellose

(Salmonella Spp) surtout chez les patients dont le systeme immunitaire est compromis.

Les bactéries de la famille des Staphylococacceae ont été aussi isolées dans notre
étude avec une fréquence de deux especes (Staphylococcus aureus dans la gencive et
Staphylococcus epidermidis dans la langue). D’aprés la littérature ces bactéries sont
fréquemment présentes dans la cavité buccale comme une flore résidente et elles jouent un
role majeur dans le processus infectieux des pathologies buccales telle que I’apparition des

caries dentaires (Robertson et Smith, 2009).

Percival et al., (1991) ont isolé des Staphylocoques dans 12% des échantillons de
plaque supra-gingivale chez 79 individus en bonne santé. L’age ne semble pas étre un facteur
pour la fréquence d’isolement ou les proportions des Staphylocoques. En outre, une étude
antérieure par Zaremba et al., (2006) menée sur un échantillon des sujets adultes a indiqué
I’isolement de I’espéce S.aureus a partir des prélevements des lésions carieuses. Pour la
présente étude, cette souche a été isolée a partir d’un abces dentaire avec une autre souche des
Staphylocoques (S. epidermidis) a été considérés comme dépourvus de pouvoir pathogéne ;

aujourd'hui il est clair qu’ils sont des bactéries opportunistes potentiellement pathogenes.
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Tableau 10 : Caracteres biochimiques des entérobactéries.

Isolats BP1 BP3 BP11 BP17

Lactose + - - +

Glucose + + + +

Saccharose + - - n
7
|_

Gaz - + /- - B}

H2S - + - -

Citrate de Simmons - + - -

Mannitol Mannitol + - + +

mobilité

Mobilité + - ¥ n

Urée indole Uréase + - - -

Indole - + n n

ONPG - - - -

ADH + + + +

oDC + + - +

LDC + + - +

Témoin + - - n

(+) : positive (-) : négative
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C

Figure 22 : Tests biochimiques.

A: Test ONPG; B: Test uréase positive; C: Citrate positive.

Tableau 11 : Isolement biochimique des bactéries isolées.

Isolat Milieu d’isolement Identification des bactéries
BP1 Hektoen Escherichia coli

BP3 Hektoen Salmonella Spp

BP11 Hektoen Klebsiella Spp

BP12 Chapman Staphylococcus epidermidis
BP13 Chapman Staphylococcus aureus
BP17 Hektoen Escherichia coli

5.  Antibiogramme

La détermination de la sensibilité aux antibiotiques est réalisée par la méthode de

diffusion sur gélose Mueller-Hinton selon le CLSI et les diameétres d’inhibition autour des
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disques sont mesurés a 1’aide d’une régle, puis ils sont comparés aux diamétres critiques selon
les normes du Comité de I’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
(CASFM). 11 convient de noter toutefois sur une fiche de résultat d’antibiogramme qu’une
souche dont la sensibilité aux antibiotiques est ainsi évaluée peut étre déclarée « sensible (S),

résistante (R), intermédiaire(l) » (Tableau 12 ; Figure 23).

Les antibiotiques testés dans notre étude sont au nombre de 9 : Amoxicilline (AML),
Vancomycine (VA), Pénicilline (P), Gentamicine (CN), Erythromycine (E), Nalidixicacid
(NA), Colistine sulfate (CS), Rifampicine (RD), et Trimethoprim sulfamethoxazole (SXT).

L’¢tude de la sensibilit¢ aux antibiotiques nous a confirmé que parmi les especes

bactériennes isolées, certaines exhibent une sensibilité aux différents antibiotiques utilisés.

La majorité des espéces d’entérobactéries isolées sont résistantes aux B-lactamines
(Amoxicilline, Pénicilline) et Trimethoprim sulfamethoxazole, d'autre part un taux tres faible
était sensiblea la Colistine sulfate.

Pour I’isolat BP1, on constate une sensibilité tres élevée pour la totalité des
antibiotique testés notamment les B-lactamines (Amoxicilline, Pénicilline), Nalidixic acid et

Riframpicine par contre elle est intermédiaire pour Colistine sulfate.

Dans I’étude de LEAO et al., (2005). Les taux de résistance les plus élevés des
entérobacteries isolées ont été observés pour le groupe des p-lactamines : Amoxicilline/Acide
clavulanique (57,8 %), Céfoxitine (45,3 %) et Cefpodoxime (10,9 %). Les P-lactamines
constituent la forme la plus traditionnelle des agents antimicrobiens utilisés dans le traitement
des infections bactérienne chez I’homme. L’augmentation de la résistance des bactéries Gram
négatif est due a la production des enzymes B-lactamases (Siegel et al., 2006 /2007 ;
Thomson, 2010).

Au cours des derniéres années, les Entérobactéries se sont avérées résistant aux
multiples agents antimicrobiens. Cette augmentation de la résistanceest principalement liée a
I'utilisation fréquente des antibiotiques et a la capacité de ces micro-organismes daccumuler
des multiples résistances (Rocha et al.,, 2006 ; Thomson, 2010). Ce profil a éte
particulierement observée en milieu hospitalier, ou des épidémiesdes infections

d'entérobactéries productrices de B-lactamases sont décrites (Vasques et al., 2011).

Les bactéries du genre Staphylococcus ont montrées une diversité sur le profil des
agents antibactériens, on constate que 1’espéce de Staphylococcus epidermidis était résistante

a tous les antibiotiques testés (Vancomycine, Erythromycine, Gentamicine), parcontre S.
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aureus était résistante a la Pénicilline et la Trimethoprim sulfamethoxazole et sensible aux

Gentamicine, Erythromycine et Vancomycine.

Dans I'étude de Groppo et al., (2007), la moitié des souches de S.aureus isolées étaient
résistantes a I'amoxicilline et sensibles a I'érythromycine, Vancomycine, ces résultats sont
similaires a ce que nous avons trouve. Tandis que les S. epidermidis sont couramment associé
a une resistance a la Gentamicine et a I'érythromycine, ces résultats sont en accord avec les
résultats de Kotilainen et al., (1990).

Tableau 12 : Profile de résistance aux antibiotiques des bactéries isolées.

Isolats ATB S | R

RD30 X
CS10 X
NA30
AML30
P10
SXT25

BP1

X[ X| X| X

RD30 X
CS10
NA30
AML30
P10
SXT25

X

BP3

RD30
CS10
NA30
AML30
P10
SXT25

BP11

RD30
CS10
NA30
AML30
P10
SXT25

BP17

X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X

AML30
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P10
CN 10
E15
SXT25
VA5

X| X| X| X| X

AML30 X
P10
CN 10 X
E15 X
SXT25 X
VA5 X

X

BP13

(S) : Sensible (R) : Résistante () : Intermédiaire  ATB : Antibiotique
AML : Amoxicilline, VA : Vancomycine, P : Pénicilline, GN : Gentamicine,

E:Erythromycine, NA : Nalidixicacid, CS: Colistine sulfate, RD: Rifampicine, SXT:

Trimethoprim sulfamethoxazole.

Figure 23 : Profile de résistance aux antibiotiques des isolats sur milieu MH.

A : Isolat BP17 ; B : Isolat BP3, C : Isolat BP13.
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Conclusion

Cette étude a été réalisée au niveau de laboratoire central de la microbiologie de
I’établissement hospitalier Dr. Benzerdjeb (EH) d’Ain Temouchent. C’est une premiére

expérience a la fois trés intéressante et trés enrichissante.

La cavité buccale humaine contient 1’'une des communautés bactériennes les plus
complexes du corps humain. Ces bactéries sont divisées en deux types, Gram négatif et Gram
positif. A I’intérét d’isolé et d’identifié les bactéries de la cavité buccale et de déterminé les
germes les plus abondants et ceux qui peuvent étre la cause des infections bucco-dentaires
(Iésion carieuse, parodontopathies), on s’ait basé sur une série des tests d’identification
commengant par I’isolement des bactéries passant a des tests préliminaire notamment le test
de catalase et la coloration de Gram ensuit, a 1’identification biochimique par la galerie
classique et en fin I’étude de la sensibilité des germes isolées aux différents antibiotiques
(Antibiogramme).

L’identification biochimique qui a été effectué sur les bactéries isolées a partir de
lacavité buccale (Gencive, Langue, Carie dentaire et Plaque dentaire) a révélé la présence de 5
espéces bactériennes appartenant a deux familles Staphylococacceae (Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis) et Enterobacteriaceae (E.coli, Klebseilla Spp et Salmonella Spp).

Au vu des résultats obtenus lors des tests 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.

Aucun médicament n’existe peut réduire le taux de colonisation des bactéries
pathogénes ainsi pour prévenir [’apparition des infections buccale (carie dentaire,
maladiesparodontale). Et donc le bon choix des méthodes d’hygiéne bucco-dentaire reste la

seule solution qui permettant de prévenir I’apparition des différentes pathologies buccale.

La présence de nombreux germes a été constatee dans tous les prélévements que nous
avons effectués. En raison du manque de réactifs et de produits, nous n’avons pas pu
approfondir nos recherches et procéder a une identification plus poussée des
microorganismes. |l serait judicieux de poursuivre ce travail en accordant une attention
particuliere a la recherche avancée en microbiologie et a I’étude des facteurs de risque qui

pouvant étre a I’origine des maladies buccales.
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Annexes

Annexe 1 : Matériels utilisés dans notre travail

Appareillages Milieux de Réactifs et colorants Verreries | Autres mateériels
culture
-Autoclave. -Gélose -ADH -Lames et | -Portoir.
-Etuve a 37° C. | nutritive(G.N). | .opcC lamelles. I’eau
_Réfrigérateur. -Gélose -LDC -PipetteS Oxygénée(HZOZ)
‘Microscope | 1eKtoen. -Temoin. Pasteur. -I’eau
optique. -Gélose L alcool. -Tubes a physiologique.
Chapman. essai I istill
i p.” _Fuchsine. ciiles I’eau distillée
-Bouillon -
. -Lugol. pense.
nutritive(B.N). _Glaciére
o -Reéactifs de Kovacs. '
- Milieu TSI. _Marqueur
Citrate de -Réactif de TDA. queur.
) Vi . - Etiquettes.
Simmons. -Violet de Gentiane. _
-Mannitol -huile de paraffine. -Anse de platine.
mobilité. -Disques d’antibiotiques ; -Bec Bunsen.

-Urée-indole.

-Muller Hinton
(M.H).

SXT:Trimethoprimsulfameth
Oxazole

G:Penicilline

AML: Amoxicilline
NA:Nalidixic Acide
CS: Colistine Sulfate
RD: Rifampicine
VA: Vancomycine
E: Erythromycine
CN: Gentamicine

-Boites de pétri
stériles

-Ecouvillons.
-Micro pipette.

- papier filtre.
-Tubes a
hémolyse.
-Disque ONPG.

-Distributeurs
d’antibiotiques.

Annexe 2 : Les milieux de culture

1- Gélose Chapman :

Extraitde viande ............ccoviiiiiiiii s 0lg
Peptone de caséine et de viande ...........ccccceevevivennnne. 10g
Chlorure de sodium ........ccccoevviiieiieccee e 759
D Mannitol .......oooieiiiiiiie 10g
AGAC i 159
Rouge de phénol..........ccccvoiiiiiiiiec e 0,025¢
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pH=7,2

2-Bouillon nutritif :

Extrait de viande...............
Peptone .......cccccovveiiieeinn.

Eau distillée......................

Animer a pH = 7,2 avec NaOH

3- Gélose nutritive

Peptone ......cccooveviiieennnn.
Extraits de viande ............

Extraits de levure .............

Ph=7,4+/-0,2

Eau distillée stérile ..........

4- Milieu Hektoen

Extrait de levure ..............
Chlorure de sodium .........
Thiosulfate de sodium .....

Sels biliaires ......ccccveee.....

Citrate de fer ammoniacal

Salicing .....coovcveieeiecie
Lactose .......cccvvvveeiieeenne,
Saccharose .........ccceveenee.
Fuchsine acide .................

Bleu de bromothymol ......

0.2pH final 225 °C: 7.5

5- Gélose Muller-Hinton

Peptone ......cccccevviiineinee,

.......................................... 1000ml

.......................................... 3.00g
.......................................... 5.00 g
.......................................... 5.00 g
.......................................... 9.00 g

......................................... 1509

.......................................... 2.00 g

.......................................... 0.1¢g
.......................................... 0.065¢g



Annexes

Extrait de viande .........cccccevveevieie i 2.00¢
AMIAON i 159
AGAN i 17.00 g

PH final 4 25 °C: 7.3

Annexe 3: Les réactifs de la coloration de gram

Lugol

[0 oo 19
lodure de potassSium ........cccccvveieiieienene e 29
Eau diStillée ......coooviieiee e 39

Violet de gentiane

Violet de gentiane .........ccccceeveiieiiene s 19
Ethanol 89096 ..o 10ml
Acide phénique NEIJEUX ......cccovererrererieriseneneeeienes 29
Eau diStillée .......ccooviicie e 100ml
Fushine

Fushine basique ... 10g
Alcool Ethylique .......cccooviiiiie e, 10ml
Eau distillé..........coooiiiie e 100ml
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