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Résumé

Objectifs: L'objectif de cette étude éait de comparer les pratiques d'hygiéne orale, I'éducation et
le statut socio-économique, le régime dimentaire et la mawaise haleine entre des adultes
algériens ayant des dents cariées et d’autres qui sont indemnes de carie dentaire, un autre objectif
de cette éude éait de déterminer et comparer la composition bactérienne des plaques supra
gingivales des groupes mentionnés ci-dessus. L’aptitude de formation du biofilm bucco-dentaire
desisolats bactériens a été évaluee.

M éthodes: Les participants ont rempli un questionnaire et ont été examinés cliniquement pour
déterminer I'indice CAO (dents cariées, absentes et obturées) selon les criteres fixés par
I'Organisation Mondiale de la Santé. Des échartillons des plaques supra gingvales ont été
recueillis & partir de 50 sujets sans carie dentaire et 50 sujets présentant des lésions carieuses. Les
méthodes classiques de cuiture et didentification des bactéries aérobies et anaérobies ont été
utilisées. Les données ont été analysées en utilisant le test khi deux (}2). Les méthodes PMT et
RCA ort été utilistes pour éudier le pouvoir des souches aformer le biofilm bucco-dentaire.

Résultats: 117 souches bactériennes ont été isolées a partir des plagques supragingivales des
sujets indemnes de caries, 76 (64,95%) d'entre eux appartenaient a 9 genres aérobies, et 41
(35,05%) a 9 gernres anaérobie (p <0,05). Dans le deuxieme groupe, 199 souches ont été isolées,
119 (59,79%) des souches appartenaient a 10 genres aérobie et 80 (40,21%) a 10 genres
anaérobies (p <0,05). Sreptococcus mutans, Enterococcus faecium, Aerococcus viridans,
Actinomyces meyeri, Lactobacillus acidophilus et Eubacterium limosum ont montré une
prévalence significativement élevée dans le groupe des sujets ayant des dents cariées (p <0,05).

Les réaultats ont révélé que les aduites présentant des dents cariées ont une forte consommeation
de sucre (80%). Une fréquence significativement élevée de brossage des dents (P <0,000) et une
faible fréquence de mauwvaise haleine (P <0,000) et de douleur des dents (P <0,000) ort été
trouvés dans le groupe des adultes indemnes de caries. Alors qu’il n'y avait pas d'association
entre le niveau socio-économique et le grignotage entre les repas avec la carie dentaire (p>
0,05).

Les résultats de cette étude confirment I'effet de saccharose dans I'amélioration de la capacité¢ de
formetion de biofilm des souches isolées ains que la fiabilité de la technique quantitative de
plagues de microtitration (PMT) par rapport a la méhode qualitative sur gélose Rouge Congo
(RCA) dans I'é¢tude du pouvoir de formation de biofilm.

Conclusion: cette éude corfirme I'association de certaines bactéries acidurigues avec la
formation de caries, et une association directe de la consommetion de sucre et le niveau culturel
avec la carie dentaire, en outre, les pratiques d'hygiéne buccale minimisent la prévalence de la
carie dentaire.

Mots clés: plaque supra gingivale, carie dentaire, la compostion bactérienne, les adultes
algériens, niveau culiturel, le régime aimentaire.
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Abstract

Objectives: The am of this study was to compare oral hygiene practices, education and social
background, food intake and oral malodor between Algerian aduits suffering from denta
caries in comparison with normal controls, another objective of the study was to determine
and compare the bacteriall compostion of the supragingival plagues from the above-
mentioned groups. The strains biofilm formetion capacity was also assessed.

M ethods: Participants completed a questionnaire and were clinicaly examined for dental
cariesusing decayed, missng and filled teeth (DMFT) index according to the criteria lad
down by the World Health Organization.Supragingival plague samples were collected from
50 caries-free adults (CF) and 50 caries-active adults (CA). Standard procedures of cuiture
and idertification of aerobic and anaerobic bacteria were used. Data were anayzed using Chi-
square test. MTP and CRA methods were used to assess the strains biofilm formation

capacity.

Results: 117 bacterial strains were isolated from supragingival plagues in caries-free subjects,
76 (64.95 %) of them belonged to 9 aerobic genera, and 41(35.05%) to 9 anaerobic genera
(p<0.05).while in the second group, 199 strains were isolated, 119(59.79%) of the strains
belonged to 10 aerobic genera and 80 (40.21%) to 10 anaerobic bacteria (p<0.05).
Sreptococcus mutans, Enterococcus faecium, Aerococcus viridans, Actinomyces meyeri,
Lactobacillus acidophilus and Eubacterium limosum showed a significantly higher prevalence
in the CA group (p<0.05).

The findings revealed that (CA) group had a high sugar intake (80%). A significantly higher
frequency of tooth brushing (P<0.000) and a Significantly less self-reported oral malodor
(P<0.000) and tooth pain (P<0.000) were found in (CF) group. While, there was no
association of socio economic levels and intake of between mea snacks with dental caries
(p>0.05).

The results of this study confirm the effect of sucrose in improving the biofilm formetion
capacity of isolated strains as well as the reliability of the quantitative technique of microtiter
plates (PMT) compared to the qualitative method on Red Congo agar (RCA) In the study of
the biofilm formation capacity.

Conclusion: this study confirms the association of some aciduric bacteria with caries
formation, and a direct association of sugar intake and cultural level with dental caries,
furthermore, oral hygiene practices minimises the prevalence of tooth decay.

Key words: supragingival plague, caries-free, caries-active, bacterial compostion, Algerian
aduits, cultural level, food intake.
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Introduction

INTRODUCTION:

Le corps humain est I'ndte d'un grand nombre de micro-organismes (Sansonetti, 2008 ; Diaz,
2012). Ces micro-organismes peuvent adopter deux modes de vie, soit a I'état planctonique
dans lequel les micro-organismes sont isolés, soit attachés a une surface. Et souvent, elles se
regroupent en un consortium de microbes appelé biofilm qui adhére & un support favorable,
interagit, et produit la metrice extracellulaire (M onroe, 2007).

Le biofilm microbien a un effet important sur la santé humaine, en effet, plus de 60% des
infections rencontrées chez I'homme sont causées par des biofims (Li et Yu-mei, 2011). Le
biofilm le plus accessble se trouve dans la cavité buccale et il est appelé plague dentaire
(Zijnge et al., 2012; Petersilka, 2000).

La plague dentaire et un biofilm qui se développe naturellement sur les dents et se compose
d'environ 700 especes bactériennes qui font partie de I'écosystéme complexe de la cavité
buccale (Kolenbrander et al., 2006).

La formation de la plague dentaire chez un individu sain implique un model ordonné de
colonisation par une gamme de bactéries, et une fois I'équilibre dynamique est établi, la
composition de la microflore résidente de chaque site reste relativement stable au fil du temps
(M arsh, 2003).

Les interactions entre ces espéces bactériennes, dés les premieres étapes de la colonisation
jusqu’a la formation des plaques supra gingivales et sous-gingivales matures, sont les
principaux agents étiologiques des maladies infectieuses de la bouche, comme la carie

dentaire, la gngivite et la parodontite (Kang et al., 2011)

La carie dentare est I'une des maladies infectieuses les plus répandues chez I'homme. Elle
sagt d'une maladie muitifactorielle qui se caractérise par une déminérdisation acide de
'émail de la dent. Les acides organiques produits par les bactéries cariogenes,
dont STREPTOCOCCUS MUTANS et STREPTOCOCCUS SOBRINUS, a la site de la
fermentation des sucres de l'adimentation (principalement le sucrose), réduisent le pH des
biofilms & des niveaux inférieurs a 5,5, une condition favorable a la dissolution de I'émail de
la dent (M arsh, 2004).

Plusieurs méthodes de diagnostique bactériologique sont utilisees, elles sont classées en deux
catégories: les méthodes par culture et les méthodes nolécuaires. La méthode de référence

e —————————————
1
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est la technique de la culture bactérienne qui permet I'identification des bactéries pathogénes

et la réalisation d’un test de sensibilité des bactéries aux antibiotiques (Sixou, 2003).

Le document est congtitué de 4 grandes parties chapeauté par une synthese bibliographique
qui rassemble pluseurs données sur la cavité buccale et la compostion bactérienne de la
plague dentaire supragingivale et sous gingivale. Auss, une définition de la carie dentaire, la
relation entre cette derniere et les différents facteurs de risque et les différents outils de
diagnostic microbiologique dela plague dentaire.

Dans une approche visant la compréhension globale de la présence du biofilm dans la plague
supragingivale, de mettre en évidence les bactéries cariogénes et les paramétres socio-
démographiques, économiques et cliniques liés au processus carieux, et d’évaluer I'aptitude
de formetion de biofilm des bactéries isolées, nous avons adopté la démarche

expé&rimentale suivante :

- Etude de la biodiversité bactérienne du biofilm supra-gingival pour les deux
populations par [lidentification phénotypique des souches bactériennes jusqu’a
I'espéce en utilisant des cultures anoxiques, des tests biochimiques (galeries API), et
le test de sensibilité aux antibiotiques.

- FEtude de Timpact des parametres du questionnaire (les parametres socio
démographiques et économiques, les habitudes alimentaires et les practices d’hygiene)
sur la prévalence de la carie dentaire par le biais du test khi deux réaisé a l'aide du
logiciel SPSS, version 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Un parametre est
considéré comme facteur favorisant le processus carieux s’il ya une différence
significative entre les fréquences de ce dernier chez les sujets ayant des dents cariées
et ceux qui sont indennes de caries.

- Estimetion des variations de pourcentages et/ou des espéces bactériennes en cas d’une
dteinte de carie dentare en utlisant le test khi deux réalisé a l'aide du logiciel
SPSS,version 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Une espéce bactérienne et
considérée cariogenes lorsqu’il existe une différence significative entre les fréquences
de cette espéce dans les plagues supra-gingivales des sujets ayant des dents cariées et
ceux gqui sont indennes de caries.

- Evaluation de T'aptitude des souches bactériennes isolées a former un biofilm par deux
méthodes : la méhode des microplaques de titration (MPT) et la méhode du Rouge
Congo (RCA). L’aptitude de formation de biofilm par la méthode de microplaque de
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titration a éé testée en présence et en absence de saccharose pour estimer I'influence

de ce sucre sur la capacité de formation de biofilm desisolats bactériens.

La troiséme partie consacrée aux résultats et a la discusson donne des résultats tres

pertinents et tres clairement argumentés.

Ce travail s’achéve par une conclusion générale qui permettra de tirer quelques perspectives
de prolongement a ce travail, Les recherches futures devraient se concentrer sur la structure
ans que le comportement des communautés bactériennes de la plaque dentaire. 1l sera
égaement important d’établir la relation entre la microflore buccale et les pathologies bucco-
dentaires et avec d'autres maladies, comme les maladies cardiovasculaires, certains types de

cancer, et les infections pulmonaires.

En conclusion, les résultats de la présente étude devrait donc étre pris en compte dans la

stratégie de traitement dela carie chez les patients aduites.




Etudebibliographique

1. Généralités sur la cavité buccale :

1.1. Historique:

« Il'y a plus "d’animaux" qui vivent dans les dépots qui s’accumulent sur les dents de chacun
qu’il n’y a d’étres humains dans un royaume entier, en particulier chez ceux qui ne se lavent
jamais les dentsy Telle était la conclusion qu’Antoni van Leeuwenhoek, drapier hollandais,
avait remise a la prestigeuse Royal Society dans la désormais célebre lettre du 17 septembre
1683. L’homme était curieux de tout et faisait défiler sous son microscope rudimentaire autant
de matieres et substances qu’il pouvait embrasser. Preés de 300 lettres ont amsi été adressées a
la Royal Society. Aprés avoir observé sa propre plaque dentaire, ce pionnier de I'observation
des bactéries, qu’il appelait les « animalcules », partit gratter les dents de sa seconde femme et
de sa fille, d’un enfant qui passait par 1a, de nouveau de sa propre plaque dentaire apres 3
jours sans brossage et, enfin, sur un homme agé qui n’avait, de Tlavis de lauteur,
probablement jamais brossé ses dents. Les croquis qu’il réalisa montraient déja la diversité
des espéces bactériennes tant en termes de morphologie que de capacité a se mouvoir plus ou
moins rapidement (Ford, 1986).

Ce n’est qu'en 1965, aprés que quelques études épidémiologiques eurent montré une relation
entre certaines maladies parodontales et la présence de plaque dentaire, que I'équipe de Loe
observe expérimentalement une corrélation évidente entre les bactéries et Iinflammation
gingivale chez I'homme (LOGe et al., 1965). Les bactéries officielement associées a la
gingivite ou a certaines formes de parodontites sont de forme ronde (cocci), de batonnets, de
filaments, de tire-bouchon (spirochetes) et montrent une capacité a se mowvoir par reptation
ou a laide de flagelle. Il aura fallu attendre 282 années, pour que la cause bactérienne soit
enfin corrélée aux symptdmes de pathologies invalidantes qui conduisaient nos ancétres a se
déplacer la peur au ventre sur la place du village pour se faire littéralement arracher I'organe

dentaire malade avec ure tenaille (Duffau et Baehni, 2007).

Des lors, la technologie se met au service de la science. Gréce aux travaux de Listgarten, la
complexité de la plague bactérienne se révele quelque peu. Les observations au microscope
flectronique a transmission montrent une agrégation organisée de centaines de
microorganismes qui varie autant en quantit¢ qu’en diversit¢ selon la maturation des dépots

(Listgarten et al., 1975) et la forme clinique de la parodortite (Listgarten, 1976).
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Une organisation spatidle commence a étre décrite avec notamment, en périphérie des dépbts
recuelllis, des combinaisons spectaculaires de filaments et cocci ou de filaments et batonnets
en forme d’épis de mais. Les techniques de culture permettent alors d’offrir des noms a
certaines de ces bactéries. De grandes familles se dessinent. Les bactéries a Gram+ d’un coté,
les Gram de Tautre. Les bactéries anaérobies contre les aérobies, mais aussi les anaérobies
facultatives (qui supportent la présence d’02), les capnophiles (culture favorisée par une
atmosphere enrichie en CO2 de 5a 10 %). Le choix du milieu de culture permet également de
discriminer certaines especes .On obtient alors des descriptions de grandes familles, tels les
bacilles Gram+, facultatifs, motiles ou cocci Gramt, anaérobies, ...etc (Mouton et Robert,
1994).

Par la suite, les techniques sérologiques et d’immunofluorescence ont permis de préciser la
taxonomie. Les sondes ADN, ARN, puis les techniques de PCR (qui multiplient une ségquence
oligonucléotidique spécifique) ont mené ensuite a [Iidentification précise de nombreuses

especes. Avec le perfectionnement des techniques, quelques noms ont été modifiés.

Plus que la taxonomie, la connaissance du génome permit de poser un nom sur la mgjorité des
especes bactériennes en mesure de coloniser la cavité buccale. Aing, Paster identifie sur 31
sujets, avec des atteintes parodontales diverses, 347 espéces bactériennes au sein de la plague
sous-gingivale. Cette étude évalue également a 68 le nombre d’espéces de la plaque sous-
gingivale non identifiées et a environ 500 le nombre d’espéces capables de coloniser la cavité
buccale (Paster et al., 2001).

1.2. La cavité buccale

La cavité buccale est l'entrée du tube digedtif. Le tube digestif est anatomiquement continu et
abrite environ 1x10' micro-organismes, ce qui est plus que les quelque 6x10* cellules qui
congtituent le corps humain tout entier. Sur les différents sites du corps, la cavité orde est
I'une des plus densément peuplés et plus de 500 especes de micro-organismes ont été isolés a
partir de la cavité buccale en utlisant des méthodes de biologie moléculaire récemment
développées. Ces micro-organismes colonisent les surfaces orales ou ils forment un

consortium microbien appelé plaque dentaire ou biofilm oral (Takahashi, 2005).
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1.3. Lerdle de la cavité buccale

La cavité buccale forme la premiere cavité du tube digestif et détient plusieurs fonctions qui
sont : la phonation, la mastication, la déglutition, la respiration et Iesthétique. Toutes ces
fonctions sont déterminantes pour la santé générde. Il est donc primordia de préserver la
santé¢ buccale afin de maintenir la qualit¢ de vie de I'individu (Secci, 2006).

1.4. Anatomie dentaire

Chague dent (ou odonte) possede deux parties anatomiques principales : la partie coronaire,
visible et la partie radiculaire implantée dans la cavité osseuse de l'alvéole (Cavézian et al.,
2006). La zore de jonction entre la couronne et la racine est représentée par le collet
(Cavézan et al., 2006 ; Lautrou, 1998 ; Woelfel et Scheid, 2007) (Voir Figure 1). La dent
est constituée de trois tissus minéralisés : 1’émail, la dentine et le cément et d’un tissu
cononctif : la pulpe dentare composée notamment de nerfs et de vaisseaux sanguins qui
acheminent les ééments nourriciers vers la dent par I'intermédiaire de I'apex radiculaire. La
majeure partie de la dent est formée par la dertine, recouverte, au niveau de la couronne, par
I’émail et, au niveau de la racine, par une fine couche de cément (Cavézian et al., 2006 ;
Lautrou, 1998). La jonction entre I'’émail et le cément ou jonction amélo-cémentaire est
représentée par le collet anatomique de la dent. Ce dernier differe du collet physiologique qui
est une zone d’insertion de la gencive et dont le niveau se modifie au cours du temps
(Cavézian et al., 2006). Les structures de soutien de la dent ou parodonte comprennent I’os
alvéolaire, le ligament alvéolo-dentaire, la gencive ou mugueuse gingivale et le cément
(Lautrou, 1998). L’os alvéolaire, qui est un os spongieux, soit histologiquement indissociable
de 'os maxillaire, son existence est tributaire de la présence des dents (Cavézian et al., 2006
; Piette et Goldberg, 2001). La cavit¢ osseuse de I'alvéole est articulée a la partie radiculaire
par I'intermédiaire du ligament alvéolo-dentaire qui congtitue le desmodornte (Cavézan et al.,
2006 ; Lautrou, 1998 ; Woelfel et Scheid, 2007) (Voir Figure 1).
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Figure 1. L’organe dentaire : Coupe schématique d’une molaire inféricure (Fronty et al.,
2005)

La couronne est scindée en trois parties a parts égales : le tiers incisf ou occlusal, le tiers
moyen et le tiers cervical, plus proche du collet. La racine se compose également de trois
parties en proportions égales : le tiers supérieur ou cervica qui est proche de la jonction
coronoradiculaire, le tiers moyen et le tiers apical (Bass, 2005 ; Beauthier, 2007). Les dents
peuvent étre mono ou pluriradiculées. Le pomnt de jonction entre les deux racines s’appelle
I’embrasure interradiculaire ou furcation (Beauthier, 2007 ; Cavézan et al., 2006 ; Piette et
Goldberg, 2001).

Topographiguement, une dent présente cing faces (Fronty et al., 2005) :

- laface mésiale en regard du point inter-incisif meédian,

- la face distale, opposée ala face mésiae,

- la face vestbulaire orientée vers I'extérieur, en regard de la muqueuse jugale,

- la face linguale orientée vers 'mtérieur,

- la face occlusale ou triturante des prémolaires et nolaires, le bord libre des incisives et la
pointe canine, représentant la partie disposée en vis-avis des dents antagonistes. Les faces
proximales sont les faces mésiale et distale (Fronty et al., 2005).
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1.5. Le biofilm buccal

Il est bien connu que le biofilm bactérien est un agrégat de micro-organismes dans lequel les
cellues sont collées les unes aux autres et/ou a une surface. Ces cellues adhérentes sort
sowvent intégrées dans une matrice auto-produite de substance polymére extracellulaire (EPS)
(Hall Stoodley et al., 2004).

Dans la cavité buccale en particulier, les biofilms buccaux sont congtitués de plus de 700
especes de bactéries, empétrées dans une natrice extracellulaire riche en polysaccharide
(Foster et Kolenbrander, 2004 ; Keijser, et al., 2008 ; Paes Leme et al., 2006.). Ces
biofilms microbiens spécidisés ont évolué pour supporter I'environnement défavorable de la
suface dentaire et de I'épithéium gingival (Kolenbrander et al., 2002 ; M arsh, 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 (Frias-Lopez et Duran-Pinedo, 2012; Socransky et Haffajee, 2002).

La structure du biofilm améliore la communication bactérienne, I'échange d'é@éments nutritifs
et l'efficacité métabolique de la communauté. Aing, cette structure confére aux bactéries une
résistance aux antibiotiques et aux attaques immunitaires de I’héte (Bauer et al., 2002,

Slinger et al., 2006).

1.5.1. Les étapes de formation du biofilm

La formation de la plague dentaire peut se décrire schématiqguement selon une séquence
d’événements : I'adhésion des bactéries pionnieres, la prolifération des bactéries buccales, la
formation des microcolonies et le détachement (Figure 2) (Hojo et al., 2009). Cependart, le
biofim dentaire est en constant remaniement. Il s’agit d’un processus dynamique dans lequel

I'adhésion, la croissance, I’élimination et le rattachement sont continus (Bouchard, 2015).
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1. Attachement 2. Prolifération 3. Maturation 4. Détachement
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Figure 2. Représentation schématique de la formation d’un biofilm (Socransky et al., 1998).

1.5.1. 1. Formation de la pellicule acquise exogene (PAE)

L’¢élaboration de la plaque dentaire dépend préalablement de la capacité des bactéries a
adhérer aux surfaces dentaires. Cette colonisation se fait par I'intermédiaire d’un fim
organique d’origine salivaire recouvrant les surfaces dentaires : la pellicue acquise
exogene (PAE). Cedle-ci se forme spontanément dés I'éruption des dents et en
guelgues minutes aprés leur nettoyage prophylactique. La PAE est principalement
composée de glycoprotéines et de protéines salivaires qui se lient a 'hydroxypatite de
la surface minérale. Si son réle est de protéger les dents des agressions mécaniques et

acides, elle favorise néanmoins I'installation de la plaque dentaire (Bouchard, 2015).

1.5.1.2. Phase d’adhésion réversible

Une adhésion réversible peut s’établir entre la PAE et les bactéries graice a des
interactions physicochimiques non spécifiques (forces de Van der Waals et forces de
répulsion éectrogtatiques). Les micro-organismes sont alors facilement détachables
par ringage (Bouchard, 2015).
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1.5.1.3. Phase d’adhésion irréversible

L’adhérence devient wréversible lorsque la liaison se fait par des interactions de plus
courtes distances (liaison ioniques, covalentes ou de ponts hydrogénes) et, surtout, par
la reconnaissance de nwolécues spécifiques. Differents motifs protéiques de la
pellicule sont reconnus spécifiquement par les adhésines d’un nombre restreint de
bactéries. Parmi ces colonisateurs précoces, également appelés bactéries pionnieres,
figurent principalement des cocci a Gram positif et des bétonnets a Gram positif :
Streptococcus sanguis, gondonii, oralis et mitis, Actinomyces naedundii (Li et al.,
2004).

Les streptococcus buccaux se lient aux protéines de la PAE telles que la stathérine, les
mucines, les agglutinines, Ialpha-amylase et les protéines riches en proline, aux
moyens de différentes adhésines de la famille des antigénes I/11. de la famille Lral et
des protéines fixant I'amylase. De leur coté, les actinomycetes possédent deux types
majeurs d’adhésines portées par des fimbriae : le type 1 se lie aux proténes riches en
proline et la stathérine de la PAE; le type 2 est impliqué dans I'adhérence inter
bactérienne permettant le recrutement de colonisateurs secondaires (Bouchard, 2015).

1.5.1.4. Phase de prolifération :

Ure fois fixées sur la PAE, les bactéries pionnieres contribuent rapidement a la
croissance de la plaque dentaire par division cellulaire. C’est la phase de prolifération
bactérienne. De nombreux streptocoques sécrétent une  matrice  extracellulaire
(dycocalyx) composée de polysaccharides, laguelle participe a lancrage de la
structure en assurant un role protecteur et nutritif. La divison des cellules adhérentes
produit des cellules filles qui vont soit étre incluses dans la metrice, soit étre libérées

dans le milieu environnant (Bouchard, 2015).

1.5.1.5. Phase de maturation :

Les bactéries pionnieres vont ensuite permettre ’agrégation de nouvelles bactéries qui

n’étaient par capables de se fixer directement a la PAE. Ces conglomérats bactériens
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s’organisent en microcolonies dont la différenciation méne a [I'élaboration du biofilm
dentaire.

Les colonisateurs secondaires ou tardifs sont essertidlement a Gram négatif :
Fusobacterium sp., Haemophilus sp., Porphyromonas sp., Lactobacillus sp.,
Veillonella sp., et Treponema sp. leur recrutement repose sur les propriétés de co-
adhérence bactérienne, c'est-a-dire la capacité d’une bactéric libre de se lier a une
bactérie fixée (Bouchard, 2015) (Figure 3).

Il fait intervenir des interactions de type ligand-réceptewr (protéines de surface-
adhésines). Chague souche bactérienne présente une spécificité de partenaires. Par
exemple, certains streptocoques sont capables de co-agréger avec certains veillonelles,
tandis que d’autres streptocoques en sont incapables. F.nucleatum peut, quant a lui, se
lier a de multiples espéces de sorte qu’il joue le role de pont entre les premicres
bactéries colonisatrices et les colonisateurs tardifs. L’arrivée de nouvelles espéces
bactériennes est favorisée par le micro-environnement créé par le métabolisme des
bactéries pionnieres. Progressivement, le taux d’oxygéne du milieu diminue,
permettant le développement des bactéries anaérobies. Au fur et & mesure de sa
maturation, le biofilm bactérien voit sa composante cellulaire se modifier. La plaque
dentaire peut contenir 10° bactéries par mg et recenser plus de 500 taxons différerts.
Le taux de croissance des bactéries durant la phase de maturation est plus lent que
pendant la phase de colonisation de la PAE. Aprés 2 a 3 semaines, il existe un degré
de dabilité entre les différents types d’espéces, en dépit des contraintes
environnementales telles que le flux salivaire ou les défenses de I'hdte. Cette stabilité
ou homéostasie microbienne et le résultat des nombreuses interactions synergiques ou

compétitives entre les bactéries (Bouchard, 2015) (Figure 3).

11
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Figure 3. Représentation de la coagrégation bactérienne dans la plague dentaire humaine :
Les colonisateurs précoces se lient a des récepteurs présents dans la pellicule acquise ala

surface dentaire. Par la suite, d’autres micro-organismes peuvent s’agréger a ce lit bactérien

(Marsh et al., 1999).

1.5.1.6. Phase de détachement :

Lorsque la plague dentaire est épaisse, elle peut subir un phénoméne de détachement
bactérien. Sous leffet de forces de cissaillement, comme celles exercées lors de la
mestication ou de la phonation, des microcolonies peuwvent se dissocier du biofilm. Par
alleurs, dans des conditions environnementales défavorables, certaines bactéries sont
capables de se détacher elles-mémes de la plaque dentaire. Streptococcus mutans peut
synthétiser des enzymes qui hydrolysent ses liaisons avec les protéines de surface.
Retournant a D'état planctonique dans la salive, les bactéries peuvent coloniser alors

des milieux plus propices (Bouchard, 2015).
1.6. La plague dentaire:

La plague dentaire est une accumulation hétérogene, adhérente a la surface des dents ou située

dans l'espace gingivo-dentaire, composée d’une communauté microbienne riche en bactéries

12
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aérobies et anaérobies, enrobées dans une ntrice intercellulaire de polyméres d’origine
bactérienne et salivaire (M outon et Robert, 1994).

1.6.1. Classification des plaques dentaires :

1.6.1.1. Selon ’habitat :

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

- La plaque supragingivale

La plague supra-gingivale commence a se former en quelques minutes apres le
brossage des dents. Les bactéries pionnieres commencent le processus de colonisation

et sont bient6t rejoints par d'autres especes bactériennes et de levures (Trisha, 2011)

Les micro-organismes saccharolytigues présents dans les sStes  supragingivales
fermentent les glucides principalement en acide lactique, et créent un environnement
acide temporaire. Les changements des facteurs environnementaux peuwvent inciter le
développement de réponses adaptatives des micro-organismes individuels  aux
nowelles conditions ervironnementales et dintroduire  des  micro-organismes
pathogenes dans la communauté microbienne. Les Streptocogques non-mutans et les
Actinomyces sont prédominants dans ['écosystéme supragingival, ils causent
l'acidification de milieux, entrainant aors la déminéralisation de la surface dentaire et
lintroduction de pluseurs micro-organismes cariogenes comme  Streptoccocus
mutans (Takahashi, 2005).

13
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- La plague sous-gingivale:

Dans les stes sous-gingivaux, les micro-organismes asaccharolytigues métabolisent
les composés azotés provenant du fluide gingival (GCF) et créent un pH neutre et un
environnement anagrobie riche en acides gras a chaine courte et en ammoniac
(Takahashi, 2005).

Fusobacterium et Prevotella neutralisent le pH de I'environnement sous-gingival par
un metabolisme azoté. Le pH neutre et l'environnement azoté augmente ['activité
protéolytique de Prevotella et facilite la mise en place des bactéries intolérantes a

I'acide, mais parodontopathogénes comme Porphyromonas gingivalis.
- Le revétement de lalangue :

Dans le revétement de la langue, l'activit¢ asaccharolytique a I'égard de la cystéine et
la méthionine produit des composés de soufre, qui sont les principales causes de la

mawaise haeine.

1.6.1.2. Selon le pouvoir pathogéne :

Loesche et al. (1983) distinguent trois types de plagues dentaires en fonction de leur pouvoir
pathogene :

- Plague non pathogéne : compatible avec un état satisfaisant de santé dentaire et
parodontale. Cette plaque n’entraine aucune pathologie. Elle comprend
essentiellement des bactéries a Gram positif appartenant aux genres Streptococcus et

Actinomyces.

- Plague cariogene : qui se développe lors d’une consommation importante de sucres
fermentescibles et qui se caractérise par une forte proportion de Streptococcus mutans
et Lactobacillus propices a Tacidification du milieu et a la déminéralisation de

I’émail.

- Plague parodontopathique : qui se développe dans I'espace gingivo-dentaire. Son
contenu bactérien évolue progressivement d’une flore aéro-anaérobie facultative,

composee de cocci a Gram positif vers une flore anaérobie stricte a Gram négatif.

14
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Cette flore est a lorigne de nombreuses maladies parodontales telles que les

gingivites et les parodortites.

1.7. Composition bactérienne de la plaque dentaire

De nouvelles techniques comme I'analyse de la séquence nuckéotidique du geéne de la sous-
unit¢ 16S des ARN ribosomaux ont permis d’identifier de nouvelles bactéries incapables de
survivre avec les moyens de cuiture actuels. Ces bactéries représenteraient environ 50% de la
totaité de la population bactérienne (Jenkinson et Lamont, 2005). Ces techniques ont permis
de montrer que la flore sous-gingivale était tres diversifiée, que la compostion des plagues
supra-gingivale et sous-gingivale éait différente (M arsh, 2005). De méme, la composition de
la plague dentaire varie en fonction la pathologie (Socransky et Haffajee, 2005).

La plaque dentaire est condtituée de colonisateurs précoces représentés a 60% par des
Streptococcus. Le reste est congtitué par des Actinomyces, des Veillonela et des Neisseria
(Jenkinson et Lamont, 2005). Cette premeére adhésion impligue la liaison entre des
composants de la sdive adsorbés a la surface de la cavité buccale et les bactéries. Ces
composants qui varient selon la composition de la surface (dent ou gencive) déterminent la
composition du biofilm. La bactéie pionniére dépend donc de la nature des composants qui
sont adsorbés a la surface de la dent (Socranskyet Haffajee, 2005). Or, la structure de la
plague est elleeméme dépendante de la bactérie pionniére car les associations entre les
premieres colonisatrices et les autres sont spécifiques. Aing, les bactéries du « complexe
rouge » comme Porphyromonas gingivalis ou Treponema denticola, indicateurs cliniques
des maladies parodontales sont rarement détectées en absence de bactéries d’autres complexes

comme le complexe orange (Fusobacterium, Prevotella) (M arsh, 2005).

La composition de la plaque dentaire évolue avec I'état pathologique de la gencive
(Socransky et Haffajee, 2005). Cela montre qu’avec la progression de la maladie, on observe
une diminution du pourcentage des bactéries a Gram positif tels que les Streptococcus et
Actinomyces au profit de bactéries & Gram négatif et plus particulierement de béatonnets a
Gram négatif (Lindhe, 1986).
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1.8. L’homéostasie

L’homéostasie est un équilibre fragile qui se crée entre I'hote et la microflore buccale. Elle est
donc mise en place dune part par I'hote et d’autre part par les microorganismes. De
nonmbreuses études ont éé menées pour connaitre la réponse celluaire face a des bactéries
pathogenes. Or, les infections bactériennes sont relativement rares et opportunistes et la
plupart du temps, I'épithélum est confronté a des microorganismes bénins ou commensaux
(Mazmanian et Kasper, 2006). L’épithélium et les bactéries commensales ont évolué
ensamble. Ceci signifie que contrairement aux microorganismes pathogenes, les commensaux
ont un role dans le développement, la fonction physiologique et la sant¢ de I'épithélum. Cette

homéostasie met en jeu ’héte et les microorganismes.

Dans la plague dentaire, en plus de la production d'acide par des bactéries acidogénes,
certaines bactéries peuvent augmenter le pH par la production d'ammoniac a partir de I'urée et
de larginne (Burne et Marquis, 2000), qui prévoit un meécanisme pour équilibrer la
production d'acide a partir de sucres aimentaires par d'autres bactéries et aing maintenir
I'homéostasie (Burne et al., 2012). , La valewr du pH du biofilm se lévera a nouveau et la

reminéralisation del'émail peut se produire (M arquis, 1995).

2. La carie dentaire
2.1. Epidémiologie

La carie dentaire est la maladie la plus courante dans le monde, elle touche plus de 95% de la
popuation mondide (Sixou et al., 2004) mais il existe de fortes disparités entre les pays.
Selon TOM S, 60 a 90% des enfants scolarisés dans le monde et prés de 100% des aduites ont
des caries qui entrainent sowvent des douleurs et une sensation de géne. En dépit de
I'amélioration de la situation buccodentaire dans les pays industrialisés, i existe de grandes
disparités dans leur population. Aing, il est admis que 20% de la population regroupe 80%
des lésions (Lasfargues et Colon, 2009). La maladie carieuse se concentre sur des sUjets a
risqgue. Si les lésions des surfaces lisses vestibulaires disparaissent de nos jours, les Iésions des
surfaces proximales et des puits et sllons restent fréquentes (Lasfargues et Colon, 2009).
Pitts, en 2001, met en avant la sous-estimation de I'état carieux réel, les besoins de
prévention et la nécessit¢ d’effectuer un diagnostic de qualité a travers sa méaphore de

I'Iceberg. En effet, pour cet auteur, les enquétes épidémiologiques ne reflétent pas la réalité
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des « caries cachées » car l'examen épidémiologique conventionnel pratiqué de facon
générale sans radiographie entraine des retards de diagnostic (Pitts, 2001). L’épidémiologie
¢tablit clairement que les dentistes devraient de plus en plus s’orienter vers des mesures de

traitements prévertifs et non opératoires (Lasfargues et Colon, 2009).

2.2. Définition de la carie dentaire

La carie dentaire est classee par les experts de IOM S au 3éme rang des fléaux mondiaux,

immédiatement aprés les affections cancéreuses et les maladies cardio-vasculaires.

Etymologiquemert, le mot carie provient du latin caries, qui signifie pourriture, meis la carie
dentaire n’est pas une simple Iésion dégradant les tissus minéralisés de la dent mais bien une

maladie d’origine infectieuse (Hess, 1970).

La carie dentaire et une maladie infectieuse, transmissible post-éruptives des tissus durs de la
dent (émail, dentine, cément) (Axelsson, 2000). Elle est d’origine multifactorielle initiée et
influencée par de nombreux facteurs (Selwitz et al., 2007).

La carie se forme, si la phase d’acidification-déminéralisation est plus fréquente que la phase
d’alcalinisation-reminéralisation (M arquis, 1995), elle peut aller d’une simple perte de
minéraux non détectable a I'ceil nu, a une destruction compléte de la dent (Fejerskov et
Kidd., 2003). Elle est auss associée a des bactéries orales a Gram-positif, dont le membre le
plus éminent est Streptococcus mutans (Rocas et al., 2001).

2.3. M odéles théoriques

2.3.1. Théorie de Miller (1980)

En 1980, Miller décrit, le premier, la carie comme I'action d’acide organique sur le
phosphate de calcium de la dent. Il a montré que l'incubation d’une dent avec de la

salive et des carbohydrates est a l'origne de produits acides qui dissolvent la partie

minéralisée de la dent (Birked, 1989).

La théorie acide de Miller repose sur une série de faits :
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Le pH de la plague peut descendre a 5,5 pour des périodes de plusieurs heures, a la
sute de la production d’acides organiques par les bactéries, La mesure du pH au
contact ou a DImtérieur d’une IEsion carieuse est inférieure a celui des tissus

périphériques (Birked, 1989).

Il 'y a une corrélation étroite entre I'incidence des caries et la présence de S. mutans et
de lactobacilles (bactéries capables de produre des acides organiques par fermentation
des sucres) (Birked, 1989).

2.3.2. Trilogie de Keyes (1960)

S’il est vrai que certains auteurs avaient a la fin du siécle dernier établi un rapport
entre les bactéries buccales et la carie dentaire, ce n’est que dans les années 1960 que
la nature infectieuse de la carie a éé mise en évidence, gréace aux travaux de Paul H.
Keyes et de ses collaborateurs (Clergeau et al., 1999). Ils ont en effet montré que la
carie éait une maladie causée par certains microorganismes de la cavité buccale : les
bactéries cariogenes de la plague dentaire sont les agents infectieux de cette maladie
(Clergeau et al., 1999).

Cette plaque dentaire s’organise a la surface des dents a partir de conglomérats formés
de débris alimentaires, de cellules desguamées (cellules des muqueuses remplacées par
des cellues plus jeunes) et de certains congtituants de la salive, sur lesquels agissent
les bactéries (Clergeau et al., 1999). Toutefois, ces bactéries ne survivert et ne jouent
un réle que s elles trouvent des substances nécessaires a leur développement. Ceux-ci
représentent donc le deuxiéme facteur indispensable pour la formation d’une carie

(Clergeau et al., 1999).

Il n’y a donc apparition d’une carie dentaire que lorsque différents éléments sont
réunis : les bactéries cariogenes de la plague dentaire, les gucides fermentescibles (ou
les nutriments cariogénes) apportés par [lalimentation et le terrain sur lequel
s’expriment ces facteurs, la dent. Tout est affaire d’équilibre : si les défenses

antbactériennes de lorganisme (et surtout de la salive) sont débordées, le processus
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carieux se met en marche. La carie dentaire et aind reconnue comme une maladie
d’origine infectieuse, liée a des facteurs multiples, qui entrainent une destruction des

tissus minéralisés de la dent (Clergeau et al., 1999).

Cette théorie de I'acidogénese de la plaque dentaire, ou mécanisme étiopatogénique de
la carie dentaire a ét¢ décrite en 1962 sous la forme d’un schéma dénommé la trilogie

de Keyes (Clergeau et al., 1999) (Voir Figure 4).

REGIME
ALIMENTAIRE

MICROORGANISMES

Figure 4. La trilogie de Keyes (Clergeau et al., 1999).

2.3.3. La théorie de Newburn (1978)

En 1978, le théoricien Newburn ajoute le temps a la théorie de Keyes car on n’attrape
pas une carie comme un rthume : c’est un processus relativement lent, ou I’exposition
des surfaces dentaires a I'acidité buccale est importante (Courson et al., 1998) (Voir
Figure 5).

Figure 5. Trilogie modifiée de Keyes (Courson et al., 1998).
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2.4. Les facteurs de risque

-une dimentation contenant des hydrates de carbone fermentescibles

-un hote susceptible

-une microflore buccale spécifique

-le temps durant lequel ces trois facteurs sont réunis en bouche pour interagir et provoquer
une baisse du pH sous le seuil de 5,5, auquel les cristaux d’hydroxyapatite commencent a se

dissoudre.

La carie dentare ne se manifeste que quand ces quatre facteurs sont réunis et peut étre
inactivée par l'absence de I'un d’entre eux. Selon un concept plus contemporain, d’autres
facteurs tels les facteurs génétiques, comportementaux et environnementaux, influenceraient
égaement le développement de la carie dentaire (Selwith et al., 2007).

2.4.1. L’héte susceptible :

24.1.1. La salive

24111 Lerdledela salive

La sdive est le principal systeme de défense contre les facteurs de viruence des
bactéries cariogénes. Toutes les fonctions sdlivaires sont impliquées dans le maintien
de la santé orale et dentaire (Van nieuwamerongen et al., 2004). Elle a un réle de
protection par son action dauto-nettoyage de la cavité buccale, elle régule le pH
buccal, elle apporte des sels minéraux nécessaires a la reminéalisation de I'émail et elle

aand une action antibactérienne (Clergeau et al., 1999).

2.4.1.1.2. Le débit salivaire

Le débit sdlivaire est soumis a des variations physiologiques, il est méme arrété durant
le sommell et augmente pendant la prise d'aiments. Au repos, le flux est de 0,3 a 0,4
ml par minute et augmente de 1 a 2 ml par minute s’il est stimul¢ (Clergeau et al.,
1999).
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2.4.1.1.3. Le pouvoir tampon de la salive
La vaewr du pH in stu (6,7), est proche de la neutrdité et traduit bien I'équilibre
acido- basique de la sdive. Le pH peut auss diminuer par augmentation du nombre de

bactéries acidophiles.

Le pouwvoir tampon de la salive et d0 pour 64 a 85% aux bicarbonates. La stimulation
des gandes sdlivaires augmente la production de CO2 et donc le pouvoir tampon.
Celu- ci est maximal pendant les repas. Le brassage des aiments entraine une
dimnution de la flore buccae qui augmente a nouveau quand le pouvoir tampon
atteint son mnimum entre les repas (Fejerskov et Kidd, 2003). Le pouvoir tampon
dépend auss du renouvellement sdlivaire. Dans les zones de stagnation sdlivaire, la
production d’acides et de bases par les bactéries est en concurrence avec le pouvoir
tampon de la sdlive et augmente donc le développement bactérien (Miller et al.,
2004).

24.1.1.4. Lesvariations salivaires au cours de lavie

Avec lage, le volume de sécrétion salivaire diminue et la composition salivaire se
modifie. La sdive devient plus visqueuse, plus concentrée, ce qui entraine une
dimnution de sa capacité a Iubrifier les tissus de la cavité buccale. Tous ces
changements représentent un facteur de risque supplémentaire a prendre en conmpte
chez les patients agés, car ils limitent de facon considérable la fonction protectrice de
la salive sur les surfaces dentaires (Nagler et Hershkovich, 2005).

24.1.15. Ladéminéralisation et lareminéralisation

Dés que la dent est dans la cavit¢ buccale, sa surface d’émail subit en permanence une
aternance de cycles de démnérdisation et de reminéralisation (Clergeau et al.,
1999). Ces modifications ne sont pas observables cliniquement et ont généralement
pour résultat un enrichissement progressif de la surface de I'émail en apatites fluorés,
ces apatites conférent a la surface de I'émail une résistance aux attaques acides

subsequentes. Cet enrichissement n’est pas une prise passive de minéral et de fluorure,

il est hautement dépendant de réactions complexes (Clergeau et al., 1999). La lésion
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carieuse est le résultat d’un déséquilibre de ces cycles en faveur de la phase de
déminéralisation (Clergeau et al., 1999).

Le développement d’une Iésion carieuse, depuis la dissolution de quelques apatites, au
niveau de la surface de I'émail, par les acides du métabolisme glucidiques des
bactéries cariogenes de la plague, la diffuson de quelques ions minéraux hors de
I’émail dans le milieu buccal, jusqu’a la cavitation, en passant par la lésion dite « tache
blanche » est un processus dynamique, qui peut s’étaler plusieurs années et se solder

par la destruction dela dent (Clergeau et al., 1999).

2.4.1.2. La dent

Chez Tl'enfant en particulier, la dent en éruption est encore immature, car la
calcification est incomplete. L’émail est alors perméable et plus wvulnérable a la
dissolution par l'acide. Avec la maturation, au contact de la salive et des nutriments,
I’émail incorpore des ions phosphate, calcum et fluor dans les cristaux
d’hydroxyapatites. Avec le temps, la porosit¢ et la perméabilité seront ainsi fortement
réduites (Simmer et Hu, 2001).

Ainsi I'exposition au fluor durant I'enfance sera également un factewr a prendre en
considération. Les dents ayant regu un apport en fluor, de fagon interne, lors de leur
formetion, par administration de comprimeés de fluor, de sel de table fluoré et, de facon
externe, sous forme de dentifrices, gels et bains de bouche a haute teneur en fluor, sort

beaucoup plus résistantes vis-a-vis de I'attaque caricuse (Riethe et Rau, 1989)

Certains défauts anatomiques de la dent, comme les puits, sillons et fissures, ou les
anomalies telles que les hypoplasies amélaires, condtituent des zones de wvulnérabilité a
la carie (Oliveira et al., 2006). La présence de malpostions dentaires, ou le port
d’appareillages orthodontiques, en favorisant 'accumulation de la plaque dentaire, et
en rendant le brossage plus difficile, augmentent grandement le risque carieux.
(Rosenbloom et Tinanoff, 1991).
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4.2. Les bactéries cariogenes

Aprés un bon brossage, les surfaces dentaires sont propres et donc dépourvues de toute
présence bactérienne. Trois a quatre heures plus tard, une couche de protéines, essentiellement
d’origine salivaire (pellicule acquise) va se déposer sur les dents. Les bactéries vont coloniser
la pellicule acquise par couches successives et former le biofim La salive et certains glucides
alimentaires comme le saccharose jouent un role important dans la formetion du biofilm
(Rudney, 2000). Le flux sdlivaire véhicule les bactéries vers les dents, mais en méme temps
assure partiellement leur éimination ; le métabolisme du saccharose par les bactéries abodtit,
entre autre, a la formation de polysaccharides mtracellulaires (glycogéne) assurant I'énergie
necessaire a la survie et au développement des bactéries et, d’autre part, a la formation de
polysaccharides extracellulaires (glycanes et fructanes) qui constituent Iessentiel de Ia
metrice interbactérienne. Matrice et bactéries condtituent le biofilm. Les premieres couches
bactériennes du biofilm sont des bactéries aérobies. Au fur et & mesure de leur muitiplication,
les conditions d’anaérobiose devenant favorables, les Dbactéries anaérobies vont
progressivement se développer au détriment des aérobies. Schématiquement le biofilm supra-
gingival est a forte prédominance d’aérobies alors que le biofilm sous-gingival est a forte
prédominance d’anaérobies. Le pouvoir cariogene d’une bactérie est lié a sa capacit¢ de
métaboliser un glucide fermentescible pour aboutir a la production d’un acide a fort pouvoir
de dissolution des phosphates de calcum de I'émail C’est le processus de déminéralisation.
Le Sreptococcus mutans est la bactérie la plus impliquée dans le processus carieux initial de
I’émail dentaire, aussi bien au niveau des surfaces lisses qu’au niveau des sillons et des fosses.
Le potentiel cariogene de cette bactérie est considéré comme étant le plus important de toutes
les bactéries de la plague bactérienne (Kohler et al., 1981), (Salonen et al., 1990), (Bowden,
1997), (van Ruyven et al., 2000), (Kleinberg, 2002).

D’autres streptocoques possedent un pouvoirr cariogéne mais moindre que celui de
streptocoque mutans. Parmi ces bactéries on retrouwve @ S sobrinus , S. sanguis, S mitis, S
salivarius. Les lactobacilles et certaines variétés d’Actinomyces sont particulierement
impliqués dans les caries des racines dentaires (Van Houte et al., 1990), (Zambon et al.,
1995), (Reiker et al., 2000).
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2.4.2. 1. Streptocoques

Les principaux groupes de bactéries inpliqués dans la physiopathologie de la carie
dentaire sont les streptocoques : Sreptococcus mutans (Sm) (sérotype c, e, f) et
Streptococcus sobrinus (sérotype d et g) sont les principales bactéries. Cependant
Sreptococcus intermedius, Sreptococcus sanguis, Sreptococcus salivarius et
Streptococcus anginosius interviennent également dans le développement des lésions
carieuses. Ces bactéries sont de type cocci a gram postif. Les propriétés
acidogéniques et aciduriques des Sm en fort les bactéries les plus cariogenes de la
plague dentaire (M arsh, 2004). A partir des sucres provenant de I’alimentation, les
Sm synthétisernt des polysaccharides extracellulaires, glucanes et fructanes, qui leur
conferent la capacité d’adhérer aux surfaces dentaires (Jenkinson et Lamont, 1997).
De plus, en métabolisant les hydrates de carbone aimentaires, les Sm produisert de
I'acide, surtout de I'acide lactique (Lasfargues et Colon, 2009). La baisse de pH qui
s’ensuit entraine une perte de mmnéraux a la surface de I'’émail dentaire. Par ailleurs,
Sm peut survivie et méme se développer dans un milieu extrémement acide a un pH
auquel la mgjeure partie des bactéries ne sont plus actives. Faiblement présent au
début dans la plague dentaire (moins de 1%), Sm devient mgjoritaire dans la plaque
cariogene active (Lasfargues et Colon, 2009 ; Fitzgerald et Keyes, 1960). Cette
bactérie est particulierement viruente du fat de son utlisation optimale du
saccharose. En effet, Sm est dotée d’un facteur de virulence supplémentaire : lorsque
les dlucides exogenes sont abondants, celui-ci peut polymériser le glicose a I'intérieur
de la celue et le stocker. Ces polysaccharides intracellulaires sont dépolymérises
quand les hydrates de carbone exogenes ne sort plus disponibles. Cette particularité

entraine une production d’acide continue (Rosan et Lamont, 2000).

2.4.2.2. Lactobacilles :

Les lactobacilles sont des bactéries a gram postif, anaérobies facultatives qui
convertissent le lactose et les autres sucres simples en acide lactique. Les especes les
plus fréguemment isolées 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 et possédent un pouvoir pathogene pour les tissus durs
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de la dent (Mouton et Robert, 1994) : comme les lactobacilles possedent une faible
adnérence aux surfaces lisses, lewr nombre et leur proportion augmentent
proportionnellement a la rétention de sucre dans la cavité buccae et la cavitation
carieuse. Ces bactéries acidophiles sont capables de produire une quantité importante

d’acide lactique.

2.4.2.3. Actinomyces

Ce genre est surtout impliqué dans les caries radiculaires et les caries secondaires que

nous ne développerons pas.
2.4.2.4. Autres bactéries :

Il existe de nombreuses espéces bactériennes qui jouent un réle dans la balance acido-
basique du biofilm, en transformant I'acide lactigue en acides plus faibles par
exemple. Par leurs actions, elles permettent une stabilité du pH et de la flore buccale
lors des périodes de jelme mais elles ne peuvent pas rivaliser avec Iacidogénicité

induite par la prise de sucre (Lasfargues et Colon, 2009).

Des ¢études menées chez I'homme suggérent que des proportions élevées de Sm
adhérents a TI'émail n’intient pas systématiquement des Iésions carieuses et
qu’inversement, le processus carieux peut étre observé en I'absence de Streptococcus
mutans (Carlsson et al., 1985 ). Ains, dés 1987, la spécificité de cette bactérie a
I'égard du processus carieux a été totalement remise en question, I’hypothése d’un
biofilm inducteur de la carie éant & consdérer (Nyvad et Fejerskov, 1987).
Cependant, Streptococcus mutans est encore considéré comme le principal germe
impliqué dans le développement des caries coronaires (Garcia-Godoy et Hicks,
2011).

Streptococcus mutans et Streptococcus sanguinis sort retrouvés dans les premiers
stades de la lésion carieuse. Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus casei se
développent apres la formation d’une cavité, tandis que les proportions d’Actinomyces
et de lactobacilles s’élévent lorsque la dentine est atteinte (Aas et al., 2008 ; Siqueira
et Rocas, 2008) (Voir Tableaul).
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Tableau 1. les bactéries de la flore présente dans les infections carieuses (Aas et
al., 2008 ; Becker et al., 2002).

Caries
Email Dentine coronaire Racine
Actinomyces naeslundii Actinomuces spp. Actinomuces spp.

Actinomyces viscosus
Capnocytophaga sputigena

Fusobacteriumnucleatum

sub sp.polymorphum
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus case
Streptococcus anginosus
Streptococcus mitis
Streptococcus mutans
Streptococcus sobrinus
Streptococcus salivarius
Streptococcus sangiunis

Veillonella sp.

Bifidobacterium spp.
Fusobacteriumanimalis
Lactobacillus spp.
Propionibacteriumspp.
Streptococcus mutans
Streptococcus sobrinus
Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguinis

Veillonella spp.

Lactobacillus spp.
Streptococcus mutans
Enterococcus faecalis

Selenononas spp.

Atopobium spp.
Olsenella spp.
Prevotella multisaccharivorax

Pseudorambacter

alactolyticus

Propionibacterium spp.

2.4.4. Le facteur temps

26

Newbrun a modifié le schéma de Keyes pour y gouter le facteur temps. |l considere ainsi que

la durée et la friéquence pendant lesquelles les bactéries, I'hote et le substrat sont présents

simuitanément, conditionnent également le déclenchement de la maladie carieuse (Newbrun,

Les bactéries cariogenes (Streptococcus mutans...) métabolisent les glucides fermentescibles

d’origine alimentaire (saccharose...) ou a défaut, les polysaccharides de la matrice du biofim.
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Ce métabolisme aboutit a la production d’acides organiques dont le plus important est I'acide
lactique qui va entrainer une baisse du pH salivaire et du biofilm (de 7 a 4,5). La présence
d’acides sur la surface dentaire va entrainer une déminéralisation de I’émail par un processus
de dissolution de cristaux d’hydroxyapatite avec libération de Ca et PO4 sous forme d’ions.
Ce processus de déminéralisation débute environ 15 minutes aprés I'ingestion alimentaire et

dure entre 40 a 60 minutes : c’est le pic de « I'attaque acide ».

En P'absence d’un nouvel apport glucidique, les bicarbonates sdlivaires vort neutraiser les
acides et rétablir un pH neutre qui va permettre a 1'émail de se réminéraliser. Dans ce cas le
processus carielx ne se développe pas. En revanche, s les apports glucidiques sont fréquents
(orignotage), le powvoir tampon de la salive sera insuffisant pour neutraliser I’action
déminéralisatrice des acides et le processus carieux sera initié. la consommetion de saccharose
au cours des repas ne provoque pas le développement de la carie dentaire mais la
consommition  pluriquotidienne  entre  les  repas, des gucides fermentescibles est
particulierement nocive (M oreno et al., 1979), (Hicks et al., 2003).

2.4.2. Les glucides fermentescibles :

Depuis Miller en 1890, de nombreux auteurs ont décrit une relation directe entre la
consommetion de sucres fermentescibles et la carie. Leur ingestion provogue une diminution

du pH salivaire responsable d’une dissolution de I’émail.

Tous les gucides ne possedent pas le méme powoir cariogene. En effet, les sucres
extrinséques, c’est a dire goutés ou modifiés, ont des propriétés cariogenes beaucoup plus
importantes que les sucres intrinseques qui se trouwvent de facon naturelle dans les aliments
(Lingstrom et al., 2000).

Le saccharose est le glucide alimentaire le plus consommé dans lalimentation des sociétés
actuelles. 1l est considéré comme le plus cariogene des hydrates de carbone car son bas poids
molécuaire permet une fermentation rapide pour la production de polysaccharides
extracellulaires (Lasfargues et Colon, 2009).

Le dlucose, fructose, lactose et maltose n’ont pas fait I'objet d’études spécifiques, mais sont

cit¢s dans quelques publications sur le saccharose comme glucides dont I'influence sur la
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carie dentaire est faible car leurs consommétion entre les principaux repas est rare et leurs
présence dans la cavité buccale est courte car ingerés sous forme liquide le plus souvent
(lactose du lait, fructose du jus de fruits) (Touger-Decker et al., 2003). Toutefois, ces
glucides en présence de bactéries cariogenes sont métabolisés comme le saccharose avec
production d’acide lactique. L’amidon n’est pas directement métabolis¢ par les bactéries
cariogénes. Il est hydrolysé par lalpha-amylase sdlivaire en glucose, qui sera a son tour
métabolisé par les bactéries cariogénes. A ce titre, I'amidon a été considéré comme un glucide
jouant un role dans le développement de la carie dentaire (Scannapieco et al., 1993 ). Une
étude récente (Lingstrom et al., 2000) précise qu’une alimentation uniquement a base
d’amidon ne provoque pas le développement du processus carieux ; les auteurs estiment que
la cariogénicit¢ de I'amidon est liée a d’autres facteurs : fiéquence d’ingestion, temps de
présence en bouche, débit salivaire et présence d’autres glucides fermentescibles. De plus, le
type de préparation culinaire quil subit modifie sa cariogénicité : les amidons bien cuits,
comportant du saccharose incorporé, sont plus cariogénes que le saccharose seul. La cuisson,
méme s elle fragmente les molécules et les rend donc plus petites, rend I'amidon collant au
contact de la salive, augmentant ains son potentiel cariogene (Julien, 2006).

Le xylitol (un polyol) est un glucide non fermentescible, qui a une action cario-préventive
lorsqu’il est utilis€ comme substitut partiel ou total du saccharose. Des études antérieures ont
rapporté gue pratiguement aucune bactérie du biofilm ne métabolise le xylitol. Le risque
carieux est donc quasiment nul avec ce glucide, il réduit alors la quantité de S. mutans dans le
biofilm et dans la salive et il réduit le risque carieux lorsqu’il est utilis€ comme composant de

gomme améacher. (Trahan, 1995), (Dumas et al., 1980).

Le sorbitol (un polyol), utilisé parfois comme subgtitut du saccharose dans certains chewing-
gums, padtilles & sucer ou dertifrices, est considéré comme faiblement cariogene (Birkhed et
al., 1984). En 2001, apres la revue de la littérature concernant une quarantaine d’études sur les
sucres de substitution, Hayes concluait que le sorbitol et le xylitol sont peu ou pas cariogenes,
une baisse de la carie dentaire de lordre de 30 a 60 % est constatée chez les personnes
utilisant des dertifrices ou mastiquant régulierement du chewing-gum a base de sorbitol ou de

xylitol ou de 'association des deux.
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2.4.5. Les autres facteurs de risque :

D’autres facteurs comme la texture de I'aliment, collant ou non, et sa forme solide ou liquide,
modifient la capacité et le temps de rétention de la nourriture sur les dents (Gustafsson et al.,
1954). De plus, le moment de la consommeation est important : la salive diluant et neutralisant
I'acidité de la plaque. Or la salive est plus abondante au cours des repas qu’entre les repas et
le jour que la nuit (Lasfargues et Colon, 2009). Le grignotage et le sirotage sont des
comportements qui allongent la période d’acidité en bouche (Gustafssonet al., 1954) et
augmentent par conséguert le risque carieux.

De nombreuses études ont donc confirmeé l'existence d'une interaction entre les facteurs
biologgques et les facters socioéconomiques,  culturels, comportementaux, et

environnementaux (Evans et al., 1996).

2.5. Le moyen d'évaluation de I'état dentaire d'une population: I'indice CAO

Imaginé par Klein et Palmer en 1940 (Chaves et al., 1984), lindice CAO conmptabilise le
nombre de dents adultes Cariées, Absentes et Obturées d'un individu (WHO 1997). Lorsque
I'unité de mesure est la dent, on parle d'indice CAOD. Chez un adulte ayant 28 derts, le score
maximum résuitant de la mesure de lindice CAOD sera donc de 28 (Marthaler, 1965 ;
Menghini et al., 1994). L'indice co conmptabilise le nombre de dents lactéales cariées ou
obturées. Les dents lactéales absentes ne sont pas comptabilisées. Il n'est pas possble sur la
base d'un sinple dépistage de préciser s la dent a été perdue par exfoliation naturelle ou site
a une carie (Carlos et al., 1972). Lorsque 'unité de mesure et la dent, on parle d'indice cod.
Chez un enfant ayant 20 dents, le score maximum résultant de la mesure de l'indice cod sera
donc de 20 (M arthaler, 1965 ; M enghini et al., 1994).

Un individu présente des dents saines lorsque la somme des indices CAOD et cod est nulle.

En placant la somme des indices CAOD individuels d'une population donnée au numerateur
et en plagant le nombre dindividus composant cette méme population au dénominateur, on
obtient l'indice CAOD moyen pour cette population (Hescot et al., 2000). On obtient de la

méme fagon l'indice cod moyen d'une population.
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2.7. Lesdifférents outils de diagnostic microbiologique de la plaque dentaire

2.7. 1. Prélevement et transport

Les principales causes d’échec de lisolement des bactéries anaérobies sont la mauvaise
qualit¢ du prélevement et du transport, ainsi que I'emploi de méthodes de culture inadéquates

(Sédallian, 1998).

2.7. 1.1. Le prélévement de la plaque dentaire

Les prélévements dentaires nécessitent beaucoup de précaution. |l faut isoler la région
concernée en placant des rouleaux de coton autour de la dent a prélever, aprés avoir

nettoyé la région concernée.

En pratique, I'écouvillon demeure le moyen de préleverment le plus utilisé. 1l est facile
a manier. Il nécesste de prendre plus de précautions pour son transport. Apres

prélevermert, il faut veller a:

-empécher la dessiccation du produit pathologique,
-protéger les bactéries de 'oxygene de I'air.

-préserver la multiplication ultérieure des bactéries aérobies et anaérobies

2.7.1.2. Le transport de I’échantillon

2.7.1.2.1. Conditions de transport

Le milieu de transport idéal doit préserver la multiplication utérieure des anagrobies,
mais auss des agrobies.

Les conditions de transport du prélévement restent un point sensible. La mise en
évidence des bactéries anagrobies est toujours délicate. Cependant, les principales

causes d’échec sont de mauvais prélévements, de mauvaises conditions de transport et

des méthodes de culture inadéquates (Sédallian et al., 1999)

La plupart des anaérobies survivent bien pendant six heures d’exposition a l'air : en

revanche, leur taux chute ensuite tres vite et de fagon inégale selon les espéces. En fait,
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S son volume est important (> 2 ml), le produit pathologique peut constituer en soi un
bon milieu de transport (Sédallian et al., 1999) et on peut se dispenser d’un milieu de
transport, si 'ensemencement a lieu dans un délai maximum de 6 heures. En dessous
de 2 m, on dispose de trente minutes maximum, au-dela un milieu de transport est

indispensable.

2.7.1.2.2. Milieux de transport

le milieu de transport protége les bactéries de I'oxygéne (présence de substances
oxydo-réductrices) et blogue leur muitiplication durant le transport (absence de
facteurs de croissance) (Sédallian et al., 1999). Soit en le mettant dans un milieu
réducteur semi-solide (Portagerm, TGV anaérobie), soit en le maintenant dans une

atmosphére anaérobie stricte (Culture anaérobie, TGV pré-réduit).

Des études ont été rédlisées pour évaluer les résultats de ces méthodologies. La plupart
d’entre elles comparent le transport des échantillons en tube simple (atmosphére
oxygene), au transport en tube scellé contenant un mélange gazeux (CO2 + Ha + No)

ou sur écowvillon maintenu dans un milieu non nutritif réducteur.

En atmosphere oxygénée, le nombre de bactéries anaérobies diminue a partir de la
2°"® heure pour certaines espéces : P. anaerobius, Fusobacterium nucleatum. Elles
ne sont plus isolées a partir de la 48°"° heure (Hill, 1978). En revanche, la culture
de Bacteroides fragilisne semble pas affectée pendant 8 heures et les colonies sort
encore isolées aprés 72 heures (Miller et al., 1995).

Culturette anaérobie (Becton-Dickinson)

Elle comprend: un étui plastigue contenant un écowvillon monté sur tige plastique,
une compresse de polyester qui maintient le prélévement en atmosphere humide sans
diluer I’échantillon ; une ampoule de milieu de Cary Blair modifié contenant des sels
minéraux et des substances réductrices que I'on écrase pour humidifier la compresse ;

un catalyseur et un systéme générateur d’hydrogéne et de dioxyde de carbone.

Cet ensemble est contenu dans un sac en plastique (Biobag). Quand I’écouvillon est
mtroduit dans I’étui en plastique, on écrase I'ampoule génératrice d’hydrogeéne et de
CO..
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- Portagerm (bioM érieux)
C’est un milieu contenu soit dans un tube (pour écouvillon), soit dans un flacon fermé
hermétiquement sous vide (pour prélevements liquides). Le milieu et une gélose
tamponnée contenant des substances réductrices. Un indicateur d’oxydoréduction

(résazurine) permet de visualiser la présence ou I'absence d’oxygene.

- TGV anaérobie (Biorad)

C’est un ensemble écouvillon-coton hydrophile + milieu de transport semi-solide. |l
s’agit d’un milieu de transport liquide sous vide partiel et avec mélange gazeux (COy,

Hz, N2) pour micro-organismes exigeants.

2.7.1.2.3. Les différences entre les milieux de transport

Brook a montré récemment que le systéme Portagerm était supérier aux autres
systémes de transport pendant les 24 premiéres heures: dans 15 prélévements
contenant 47 anaérobies lors de I'isolement mmédiat, 45 (96 %) sont retrouvés apres
24 heures sur Portagerm, et seulement 26 (55 %) sur tube contenant une atmosphere

CO, + hydrogene. Les bactéries les plus sensibles sont Fusobacterium et Prevotella
(Brook, 1987).

2.7.2. Analyse des prélevements

2.7.2.1. M éthode classique de culture :

Les bactéries anaérobies sont responsables d'une grande variété dinfections localisées ou
généralisées. Dans plus de 80% des cas il sagt d'une infection mixte, associant bactéries

aérobies ou aéro-anaérobies et anaérobies dtrictes.

Les prélevements sont déclarés significatifs : les bactéries seront cultivées, puis idertifiées par

les tests biochimiques et le test de sensibilité aux antibiotiques (Bouchard et al., 2015).

Les phases de Ilaboratoire amenant a [Iidentification des bactéries sont les suivantes
(Bouchard et al., 2015) :
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-La dispersion de I'échantillon: €lle doit conserver la vitdité des bactéries présentes dans

I’échantillon

-La dilution: le prélévement d’un patient peut présenter 107 & 10° bactériesml. La dilution
permet de rédiser la culture primaire avec une densité moins importante de pathogenes et
donc analysable facilement

-La mise en cuture: les dilutions étant réalistes, 100 Y sont ensemencés sur un milieu de
culture gélosé. La mise en cuiture est réalisée sur des géloses non specifiques et spécifiques

pour une espece bactérienne donnée.

-L’incubation : I'incubation des préparations est réalisée pendant 5 jours a 37°C dans des
jarres d’anaérobiose ou des enceintes anaérobies (80%N2, 10% CO,, 10% H,) contrélées par

desbandelettes de bleu de méthyléne virant au blanc en I'absence d’oxygene.

2.7.2.1.1. Mise en culture
27.2.1.1. 1. Milieux de culture

L'isolement nécessite des milieux gélosés, contenant de nombreux facteurs de croissance
et rendus sdectifs gréce a l'addition d'antibiotiques. 1l est important de toujours utiliser des
milieux désoxygénés (régénérés), fraichement préparés et conservés en anaérobiose avant

leur utilisation.
Différents milieux ont été proposes, ils peuvent étre limités :

- Milieu gélose pour les bacilles a Gram négatif (exemple Schaedler au sang avec
vancomycine (7,5 mgl) et néomycine (75 mgll)). Ce milieu permet lisolement des
Bacteroides du groupe fragilis, des Prevotella, desFusobacterium.

- Gélose Columbia au sang et au phenyléthyl- acool (4,2 ¢/100 ml) spécifique des
bactéries a Gram positif et des Porphyromonas.

2.7.2.1. 1. 2. Les conditions d’incubation

Il existe actuellement des sachets permettant de faire I'anaérobiose en moins d'une demi-

heure sans catalyseur.
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L’incubation est réalisée dans des jarres ou des sacs en plastique fermés hermétiquemert.
Les chambres anagrobies sont trés utiles, mais pas indispensables pour lisolement des

anaérobies, elles nécessitent une surveillance constante.

L’alternative peut étre réalisée par un systeme permettant de faire le vide dans une jarre et
dinecter un mélange gazeux (80%N,, 10% CO,, 10% Hy). Il est nécessaire de bien
vérifier 'anaérobiose rédlisée a l'aide d'un indicateur d'oxydo-réduction (bande de papier

buvard imprégné de bleu de méthylene ou de résazurine).

2.7.2.1. 2. L’identification

Les bactéries forment des colonies (colony forming unit (CFU)) peuwent se différencier par
leur aspect e par lewr réaction spécifique a des substrats (tests enzymatiques ou

biochimiques). Elles se caractérisent tout d’abord par (Bouchard et al., 2015) :
-Lamorphologie : forme, surface, consistance, couleur.

-La transmission de la lumiere, cette différenciation peut se faire a I'ceil nu, a la loupe
binoculaire, sous lumiéere ultraviolette ou sous microscope a immerson pour Vvoir la

mobilité de certaines especes.

-Par la caractérisation avec des colorations (par exemple coloration de Gram).
- Par la fermentation des sucres, la production d'indole et d'une gélatinase.
-Par leurs réactions aux tests enzymetiques.

-Par leurs caractéres antigéniques: cela permet par la recherche d’antigénes bactériens
spécifiques grace a [lutilisation d’anticorps spécifiques, de mettre en évidence certains

pathogeénes par des méthodes d’immunofluorescence.

Cette orientation présomptive permet la détermination du genre bactérien de la grande
mgjorité des anaérobies (ce qui est sowent suffisant). Dont, les bactéries les plus
frequemment identifiées par ces méthodes sont : Bacteroides fragilis, Bacteroides
ureolyticus, Prevotella melaninogenica, Fusobacterium nucleatum, F.necrophorum,
Porphyromonas gingivalis, Clogtridium  perfringens, Clostidium  difficile,

Propionibacterium acnes, Actinomyces meyeri.
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Chague pathogene aura des caractéristiques qui permettront de les distinguer les uns des
autres. Il est clar qu’a I'heure de la biologie moléculaire, I'identification sous binoculaire

de la morphologie bactérienne senmble un peu médiévale (Bouchard et al., 2015).

- le test de senshilité des isolats aux antibiotiques est utilise comme test de confirmeation
des geres isolés en se basant sur la senshilité naturelle des souches aux différents

antibiotiques.
- La sensibilité aux antibiotiques

C’est une technigue classiquement utilisée en bactériologie médicale afin de déterminer la
sensibilité  bactérienne &  différentes  molécules  antibiotiques  (Sixou et al., 1993)
(Lakhssassi et al., 2005). Cette méthode permet également de controler immédiatement la
présence dun mutant ou d’une résistance inductible, d’apprécier I'intérét d’une
association de deux antibiotiques, de méme, le test de senshilité aux antibiotiques

congtitue un critere ultime d’identification des bactéries anaérobies.

Les réaultats de cet examen appliqués aux bactéries anagrobies et capnophiles de la cavité
buccale apportent des informations importantes au clinicien afin qu’l puisse choisir
Iantbiotique ou Iassociation de molécues artibiotiques la plus appropriée.
Les bactéries anaérobies provoquent un nombre important d'infections qui nécessitent

une thérapeutique spécifique.

Les tests de sensbilité aux artibiotiques ou le DDS-test (méthode de Kirby-Bauer
modifiée pour les bactéries anaerobies) sont classiquement des tests par diffuson en
milieu gélose. Un tel test consiste a placer des disques stériles en papier contenarnt une
concentration déterminée d’un antibiotique. Ces disques préchargés sont disposés sur la
surface de la gélose préalablement ensemencée par I'moculum bactérien a étudier. Apres
24 a 48 heures d’incubation a 37°C, le diamétre d’inhibition en millimétres est mesuré. La
résistance correspond a une culture des souches ayant un diametre d’inhibition inférieur a
10mm par rapport au disgque. La résstance intermédiaire correspond aux diamétres
intermédiaires d’inhibition sur la gélose, c'est-adire diamétre entre 10 et 15mm autour du
disque artibiotique sans cuiture. La senshilité des bactéries a un antibiotique est donc
mesurée par une culture a une distance supérieure a 15mm depuis le disque d’antibiotique.
L’intérét thérapeutique de ce test est de pouvoir choisir un antibiotigue mieux ciblé et
adapté aux souches présentes (Bouchard et al., 2015).

35



Etudebibliographique

Un autre test peut étre rédise auss sur un milieu gelose préalablement ensemencé : TE
test. Ce test permet de déterminer la concentration minimele inhibitrice (CMI) des
pathogenes aux antibiotiques. (Bouchard et al., 2015) La CMI représente la concentration
minimale pour laquelle un antibiotique nhibe la croissance d’une bactérie. Une bandelette
d’antbiotique est placée sur le milieu ensemencé. Cette bandelette contient un
antbiotique a des concentrations croissantes. Apreés incubation, une ellipse d’mhibition
des bactéries va se former autour de cette bandelette (zone claire). Le début de cette
ellipse indiquera la CMI de la souche étudiée pour I'antibiotique utiiseé (Bouchard et al.,
2015).

2.7.2. 2. Lessondes nucléiques

La microflore orale comprend 619 taxons appartenant a plusieurs embranchements, a
savoir  Actinobactéries, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteries, Proteobacteries,
spirochetes, Tenericutes (Dewhirst et al., 2010 ).

Des éudes antécédentes ont démontré que plusieurs espéces bactériennes vivant dans la
cavité buccale ne peuvent pas étre isolées par les techniques classiques de culture. Cela
souléve la possbilité intéressante que les especes non encore cultivées peuvent
effectivement jouer un réle, bénéfique ou pathogéne dans la cavité buccde. Jusgua
présent, leur role peut étre déduit sur la base des données fournies par les méthodes de

microbiologie moléculaire (Siqueira et Rogas, 2013).

L’utilisation des sondes nucléiques représente un progrés incontestable dans le diagnostic

moléculaire en parodortie clinique.

Tous les organismes vivants nucléés contiennent dans leur génome certaines sequences
d’acides nucléiques spécifiques qui permettent de les distinguer les uns des autres. La
caractérisation géenétique est basée sur la recherche de ségquences spécifiques de base de
I’ARN ribosomal 16S ou de PADN. La succession obtenue apres séquengage est analysée
par bio-informatique a partir de banques de données qui recensent la quasi-totaité des

séquences des acides nucléiques des bactéries connues (Joachim et Charon, 2010).

Une sonde nucléique est un fragment d’acide nucléique monocaténaire (nucléotide ou

oligonucléotide) qui peut s’apparier a des portions d’ADN complémentaires.
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Les deux brins doivent pouvoir entrer en contact 'un avec lautre et avoir suffisamment
d’homologie pour quune molécule bicaténaire stable soit formée. Cette laison entre
molécules complémentaires porte le nom de réaction d’hybridation qui résulte donc de
I'appariement de la sonde a une séquence nucléotidique complémentaire présente dans
I’échartillon. Pour constituer une sonde, la séquence nucléotidique doit étre couplée a une
molécue signal (i.e. marquewr radioactif ou chromogene comme la Biotine (Avidine) qui

permet de mettre en évidence la réaction d’hybridation (Joachim et Charon, 2010).

Un des avantages majeurs de l'utilisation des sondes nucléiques est qu’elles permettent la
détection de bactéries difficiles a cultiver ou a identifier. D’autre part, les bactéries de
I’échantillon n’ont donc pas besoin d’étre vivantes. Cette technique permet également de
détecter des bactéries cibles en petit nombre (1 000, voire moins). La quantit¢ d’acide
nucléique peut étre minime gréace aux techniques de réplication (Amplification en Chaine
par Polymérisation) (Joachim et Charon, 2010).

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est la méthode la plus efficace pour amplifier les
génes et 'ARN qui en et transcris. Cette technique a pour but de mettre en évidence des
seguences dADN spécifiques a certaines bactéries. Comme chaque bactérie ne possede
guun seu exenplare d'ADN. Les séquences cibles doivert donc étre fortement
multipliées par la PCR.

Bien gque la PCR soit une technique tres sensible, capable de détecter méme une seule
copie d'une séquence recherchée (Greenstein, 1988), ses limitations sont nombreuses.
Des difficultés pewent survenir lors de I'étude de petites quantités d'/ADN, car les
ingrédients nécessaires a la réaction (amorces, nucléotides, polymérase Tag) pewent étre
épuises avant que suffisamment de séquences cibles ne soient produites. La spécificité de
la réaction dépend de pluseurs facteurs : la talle des amorces (en nucléotides), les
caractérigtiques du thermo cycle, la concentration en sels tampons, etc. Une limite
majeure de la PCR est la susceptibilité du processus a la contamination, en particulier
quand il sagit de détecter des séquences rares dADN (Neumaier et Braun, 1998). Ce
qui rend nécessaire la mise en place de la technique de PCR en temps rée (RT-PCR)
permettant d'établir des courbes d'augmentation des produits de la PCR et d'effectuer le
calcul précis de la quartité d'ADN initial (Crockett et Wittwer, 2001).
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Plusieurs études antérieures ont été faites dans le bute de la caractérisation moléculaire de
la microflore constitutive de la plaque dentaire en cas de santé buccale ou de pathologies
bucco-dentaires, le séquencage de I’ARN 16S des bactéries buccales a perms
I'identification des genres suivants:  Selenomonas , Velllonella , Fusobacterium
Leptotrichia , Streptococcus , Kingella , Lactobacillus, Actinomyces , Enterococcus ,
Atopobium , Olsenella, Prevotella , Propionibacterium , porphyromonas, ... (Preza et
al., 2008 ; Jiang et al., 2010 ; Ling et al., 2010 ; Candids et Leslie, 2012).

2.7.2.3. Letest BANA

Le test BANA (acronymede Benzoyl - DL - arginine - 2 - Naphthylamide) est un test de
diagnostic microbiologique basé sur lobservation que P. gingivalis, T. forthysa et T.
denticola produisent des protéases (« Trypsine-Like ») capables de lyser le substrat BANA
(Chan et al., 2010).

Un échartillon de plague dentare et appliqué sur une bandelette, puis placé dans un
incubateur pendant cing minutes. En fonction de la quantité de protéases présentes, la
bandelette imprégnée de réactif vire au bleu. Si au moins I'une des bactéries est présente, le
bleu sera plus ou moins itense. Cependant, si le test est positif, il n’est pas possible de savoir
quelle est (ou quelles sont) la (ou les) bactérie(s) présente(s) dans I’échantillon (Joachim et
Charon, 2010).

Ce test rapide, sinple et utilisable au fauteuil pourrait étre couplé a I'utilisation du microscope
a contraste de phase permettant ains de diminuer le risque de faux négatif (Joachim et
Charon, 2010).

2.7.2.4. Les tests salivaires

Dans la procédure de détermination du risque carieux, le praticien utilise un prélévement de
plaque qu’il incube pendant 48 heures (Blique, 1997). 1l s’agit dans ce cas de savoir si
I’échantillon contient un nombre important de Streptococcus mutans et de lactobacilles. Si le
test révele des quantités importantes de ces deux micro-organismes, le risque carieux est
important, mais peut indiquer en méme temps un risque parodontal faible (et inversement). En
effet, iI exite un antagonisme entre les bactéries parodontopathogenes (complexe rouge) et
les bactéries responsables des Iésions carieuses (Joachim et Charon, 2010)(Voir Figure 6).
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Figure 6. Le testVivadent™ : test de risque carieux
(Il permet de savoir quelle est la quantité de streptocoques et de lactobacilles présents dans

I’échantillon prélevé ; sices bactéries sont nombreuses, le risque carieux est majeur, mais le risque

parodontal est faible car ces deux bactéries sont antagonistes des bactéries paropathogenes).

2.8. Les méthodes d’étude de la formation de biofilm

Dans le cas des maladies a bioflm mixte. 11 s’agit d’étudier les facteurs de
virlence/persistance de bactéries vivant en biofilm, dans des ervironnements soums a
différents paramétres (Bouchard et al., 2015).

Bien que la standarisation des méthodes d’¢tude des biofilms soit aujourd’hui nécessaire.
Plusieurs dtratégies in vitro permettent de modéliser les biofilms. La grande mgjorité des
études sur les biofilms sont réalisées en monoculture. C'est-a-dire que I'on étudie des biofilms
formés d’une seule espéce de microorganisme. La monoculture sur un support comme de
I’hydroxypatite ou sur un film salivaire permet d’identifier des facteurs d’adhésion, de
caractériser l'organisation spatiale du biofilm, de valider I'expression de différentes pectéines
dans des conditions données. Les résuitats de ces essais sont comparés a des cuitures
planctoniques. L’inconvénient est que la technique de monoculture ne refléte pas la vie des
micro-organismes dans les biofilms hétérogénes. Aussi, aujourd’hui, des techniques utilisent
pluseurs espéces bactériennes, voir de micro-organismes (c'est-a-dire bactéries, levures). Ces
technigues  dite « polycultures» ou « plurimicrobiennes » sont plus complexes a mettre en

ceuvre mais sont plus proche de la réalit¢ biologique (Bouchard et al., 2015).

Les méthodes utilistes sont soit des méthodes statiques (culture en plaques de microtitrages et
andyse aprés coloration au crystal violet) Soit des méthodes dynamiques comme des

chambres en flux. Cette méthode présente 'avantage de disposer les bactéries de différentes
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especes de facon séguertielle. Comme cela se passe dans la plaque dentaire. Les biofilms
formés sont continuellement approvisonnés en nutriments. Les biofilms formés sont  soit
observés par différentes technigues de microscopies, soit collectés pour des analyses de

biologie moléculaire, ou autre (Bouchard et al., 2015).
2.8.1. M éthodes des microplaques de titration :

Cette technique consiste a faire adhérer la suspension cellulaire au fond et sur les
parois d’une plaque « 96 puits ». Cette technique est qualifit¢e de technique «haut-
débit» car elle permet une lecture rapide et autometiste des résultats. Elle et
notamment  utilisée pour rédliser des criblages, par exemple pour évaluer la sensibilité
de biofilms a wune palette d’antibactériens ou d’antifongiques selon le biofim

considéré (Ramage et al., 2001).

La coloration par le crista violet est souvert utilisée pour la quartification du biofilm
pour cette méthode de microplaque de titration, car c’est une méthode simple et non
couteuse. Elle est principalement basée sur la rétention d’une quantit¢ du cristal violet
proportionnel & la biomasse adhérée. La méthode du cristal violet est une méthode
semi-quarntitative, puisque le cristal violet est retenu par toute entité adhérée sur le
support quel que soit sa nature.

2.8.2. M éthode de Rouge Congo :

La gdose Rouge Congo Agar est un milieu tres convenable pour la détection des
souches productrices de dime. Sur ce milieu les souches exprimant le PIA
(Polysaccharide Intercellular Adhesion) donnent des colonies noires avec une surface
rugueuse contre des colonies de couleur rouge et a surface lisse pour les souches PIA
négatives (Ziebuhr et al., 2001).

2.9. Les avantages de la formation de biofilm :

La formeation de biofilm est une réponse a des signaux environnementaux qui va se traduire
chez les bactéries du biofilm, dites sessiles, par un certan nombre de modifications
génotypiques. Celles-ci induisent des bouleversements phénotypiques et métaboliques chez

les bactéries sessiles comparativement a leurs homologues en suspension (dits planctoniques)
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(Costerton et al., 1999; Davey et O'Toole, 2000). Un des exemples tres illustratif de ces
modifications concerne la résistance aux antibiotiques. Les bactéries d’un biofilm peuvent en
effet étre jusqu’a 1000 fois plus résistantes a certains antibiotiques que ces mémes cellules en
cuiture planctonique (Mah et O'Toole, 2001). Le biofilm bactérien parait alors comme une
structure complexe et dynamique, auss bien au niveau de son organisation qu’au niveau de sa
capacité a s’adapter rapidement aux changements de I'environnement (Costerton et al., 1999;
Stanley et Lazazzera, 2004). Les bactéries trouvent généralement un intérét a vivre et a
croitre sous forme de biofilms (Brown et al., 1998). plusieurs éudes ont appuyé l'idée que les
differences entre cellues planctonique et celes présente dans un  biofilm  venaient
essentiellement de la disponibilité des nutriments pour les cellues dans les deux cas (Davies,
2000). Flemming, en 1993, a regroupé ce quil considere comme des avantages d'un mode de
croissance sous forme de bioflm  Symbiose; utilisation de substrats moins  facilement
biodégradables par des organismes spécidisés par exemple dégradation de la celluose ou,
nitrification; création de niches écologiques par exemple des zones anaérobies dans les
environnements  aérobies, des compartiments riches en nutriments dans les systemes
oligotrophes.
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1. M atériel :

1.1. M atériels de prélévements de la plaque supra- gingivale :
Un plateau d’examen classique comprenant :

-miroir, sondes, précelles.

-Ecowillons stériles (Citolabo, France)

- Roueaux de coton sdlivaires.

1.2. Les milieux de culture

-Bouillon BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid, Basingstoke, Angleterre)
-Gélose Columbia (Oxoid, Angleterre).

-Gélose Mac Conckey (Oxoid, Basingstoke, Angleterre)

-Gélose Chapman (Oxoid, Basingstoke, Angleterre)

1.3. M atériels de culture anoxique

- Jarre anaérobies (BD GasPack ™ EZ container, USA)

-Sachets générateurs d’anaérobiose, Genbox anaer (Biomérieux, France)

1.4. Matériels d’identification biochimique :
- API20A (Biomérieux, France)

- API 20 Strep (Biomérieux, France)

- API 20E (Biomérieux, France)

-API Staph (Biomérieux, France)

- Réactifs : BCP, EHR, NIN, ZYM A (Ré. 70 494), ZYM B (Ré&. 70 493), Xyléne, VP 1 +
VP 2 (R&. 70 422), NIT 1+ NIT 2 (Ré. 70 442), TDA (Réf. 70 402), JAMES (Ré. 70 542),
Zn (Réf. 70 380)
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1.5. Disques d’antibiotiques :

-Amoxicilline (25pg) (Himedia, L’Inde)

- Amoxicilline associée a 'acide clavulanique (30pg) (Himedia, L’Inde)
- Kanamycine (5pg) (Himedia, L’Inde)

- Vancomycine (1mg) (Himedia, L’Inde)

- Colistine (10pg) (Himedia, L’Inde)

- Métronidazole (16pg) (Himedia, L’Inde)

1.6. M atériel d’étude du biofilm bucco-dentaire
- Microplagues de titration (96 puits)
-Vortex

-Lecteur de microplaques (bioTek, Allemagne)
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2. M éthodes

2.1. Période et lieu d’étude

De juin 2013 a juin 2014, les patients ont été recrutés selon des critéres d’inclusion bien précis

au niveau dela clinique dentaire ala faculté de médecine dentaire (université de Tlemcen).

Les prélevements ont éé analysés au niveau du laboratoire de Chirurgie Expé&imentale a la
faculté de médecine (université de Tlemcen), pour raison de promiscuité.

2.2. Type d’étude

Cette ¢étude compare deux populations, I'une portant des caries dentaires (n=50), lautre
indemne de dents cariées (n=50).

Dans chaque population, nous avons mis en place une enquéte par des fiches de
guestionnaires comportant des informations sur le satut  sociodémographique,  statut
¢conomique, habitudes alimentaires et les practices d’hygiéne buccodentaire.

De plus, une éude phénotypique et qualitative des souches bactériennes incriminées dans la
formation du biofilm dentaire supragingival de chacune des deux populations a éé faite. Ces

isolats bactériens ont été testés pour évaluer leur aptitude de formation du biofilm.

2.3. Récolte des données et Ethique :

Cette ¢étude est conforme aux principes ¢énoncés dans la déclaration d’Helsinki de
I’ Association Médicale Mondiale (2013) portant sur les étres humains. Le protocole d’étude a
été approuvé par le comité éthique de I’hopital de Tlemcen. Les participants ont été¢ informés
des objectifs de I'étude et ont donné leur consentement écrit avant de procéder auX

prélévements.
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2.4. Objectifs de I’étude :

e Objectif principal

Cette éude a pour objectif principal I'estimation des variations de pourcentages et/ou

des especes bactériennes en cas d’une atteinte de carie dentaire.

® Objectif secondaire

-L’évaluation de [I'impact des paramétres socio-démographiques, de dSatut
économique, des habitudes alimentaires et des practices de I'hygiéne bucco-dentaire

sur la carie dentaire.

- L’étude de la biodiversité bactérienne du biofim dentaire supra-gingival chez des

mndividus ayant des dents cariées et d’autres qui sont indemnes de caries dentaires.
- L’évaluation de l'aptitude des souches isolées a former un biofilm.

2.5. Population d’étude

Cette ¢tude a ciblé des personnes se présentant au service d’Odontologie Conservatrice (OC)
a la clinique dentaire (département de chirurgie dentaire —Tlemcen) powr des soins ou des
controles. L’examen clinique de chacun de ces sujets a été effectué par un médecin dentiste
qui applique les recommandations de I'organisation mondidle de santé (OMS 1987 ; OM S
1997).

Cet examen a eu lieu au fauteul dentare muni d’un SCIALYTIQUE a bonne LUMIERE a

'aide de sondes exploratrices, de miroirs & bouche et de précelles.

Tout examen visudl ayant pour but de rechercher des lésions carieuses, doit étre précédé d'un
nettoyage et d'un séchage des surfaces dentaires. Cette ingpection clinique visuelle doit ains
mettre en évidence des changements d'opacité, de coloration ou encore de tranducidité
(Lasfargues et Colon, 2009). Il convient de noter que la détection des caries occlusales est
compliquée du fait de la morphologie des surfaces, de l'anatomie des puits et fissures, de la
présence de plague. Il en va de méme pour la visudisation des caries proximales postérieures,

notamment lorsgue celles-ci se Situent sous la créte marginale dans les premiers stades de la
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lésion. L'examen visuel est subjectif et opératewr dépendant car il prend en compte l'acuité

visuelle du praticien et son expérience.

Les syjets concernés sont ceux qui ont répondu aux critéres d’inclusion et d’exclusion que
nous avons établi pour atteindre les objectifs de cette étude. Chacun d’entre eux a rempli un

guestionnaire meédico-dentaire avant d’effectuer le prélevement.

2.5.1. Les critéres d’inclusion et d’exclusion :

La premiére population (témoin): il s’agit de sujets agés de 20-35 ans, dont le
CAO=0 (indemnes de caries dentaires) et ils ne présentent aucune atteinte parodontale

et/ou pathologie au niveau de I’état général.

La deuxieme population : il s’agit de sujets ayant les mémes critéres que la premicre
population avec un 4<CAO <8 (présentant des dents cariées)

2.5.1.2. Les critéres d’exclusion :

- L’antibiothérapie dans les derniers 3 mois

- Présence d’implants prosthétiques fixes ou mobiles

- Avoir moins de 24 dents permanentes

- Patients avec mawvaise hygiene (ne se brossent pasles dents)

- Présence de nombreuses malpositions dentaires

- Application de fluor dans les 48 heures qui précédert le prélevement
- Refus ou incapacit¢ de consentir par écrit a I'étude.

-sujets ayant dga contribué a cette étude.

2.5.2. Le questionnaire médico-dentaire :

Deux fiches de questionnaire ont été congues dans un souci de clarté et de

compréhension, en concertation avec le médecin dentiste et notre directrice de these :

un questionnaire pour les sujets indemnes de caries dentaires et un autre pour les sujets
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présentant des lésions carieuses, ces deux questionnaires se different par la rubrique de

I'indice CAO qui ne concerne que la deuxieéme population.
Les fiches de questionnaire se composent de plusieurs parties (Voir annexe N° 1) :

-Une premiére concernant des informations sur la date de prélévement, I'état civil, le

statut socio-démographique et économique du patient interrogé.

-Une seconde relative a I’hygiene bucco-dentaire (fréquence de brossage par jour, le

matériel utilisé,...)
-Une troisiéme s’intéressant aux habitudes alimentaires des sujets.
-Une quatrieme visant a calculer I'indice CAO pour les sujets ayant des dents cariées.

A la fin de la fiche de questionnaire, chaque sujet doit confirmer SON accord de

participation par sa SIGNATURE personnelle.

2.6. Analyse statistique des données des fiches du questionnaire :

Le test du Chi- carré (¥2) permet de comparer soit une répartition observée a une répartition

théorique, soit plusieurs répartitions observées issues d'un seul échantillon.

Pour notre éude, ce test cherche a tester S deux variables qualitatives (nominales ou
ordinales) sont significativement associ¢ées. En réalit¢, c’est I'indépendance des variables
qualitatives, présentées dans un tableau crois¢. On cherche a wérifier si I'association des deux
variables est suffisamment forte (Hypothese Hi) pour que I'hypothése de leur indépendance
(Hypothese nulle Hp) puisse étre rejetée.

On rejettera T’hypothése nulle d’indépendance (Hp) entre les variables si le ¥2 calculé est
supérieur a la valeur de référence du %2 se trouvant dans la table de khi-deux pour n degrés de
liberté (en lignes dans la table) et pour un o (niveau de risque de se tromper en rejetant
I’hypothése nulle donné en colonnes, fixé généralement a 5). Les logicids statistiques, dont
SPSS, domnent une Sgnification ou p-value, s’interprétant comme le niveau risque de se
tromper en rgetant Hp. Ainsi, si elle est nférieure a 5 %, on rejette I'hypothése

d’indépendance entre les deux variables, qui sont alors significativement associées.
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Pour que la lecture soit rapide, on peut faire appel a des représentations graphiques tels que
les histogrammes. L’intérét est de "visualiser les effectifs de toutes les modalités d'une
variable" (Rude et Retel, 2000).

Le Chi- carré est donc le test statistique qui répond mieux aux objectifs de notre analyse. C'est
pourquoi, nous l'avons chois pour notre approche statistique. Cette mesure a été rédisée a
l'ade du logiciel SPSS, verson 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) qui nous a perms
d'avoir desrésutats auss significatifs que fiables.

- SPSS («Satistical Package for the Social Sciences ») est un logiciel utilisé pour I'analyse
satigtique. La premiére verson de SPSS a é&é mise en verte en 1968 et fait partie des
programmes les plus largement utilisés pour lanalyse statistique en sciences sociales. Il est
utilisé par des chercheurs appartenant a diverses obédiences sciertifiques (économie, science
de la santé, éducation nationale, etc.). En plus de I'analyse statistique, la gestion des données
(sdlection de cas, reformatage de fichier, création de données dérivées) et la documentation

des données sont deux altres caractéristiques de ce logiciel.

La nature des données propres au Chi- carré: Le chi carré et un test dtatistique non
paramétrique qui convient a des fréquences, donc a des proportions, a des pourcentages et a
des probabilités. Un phénoméne quelconque peut étre mesuré selon sa  fréguence

d’occurrence, sa durée, son intensité ou en fonction d’autres caractéristiques (Long, 2007).

- Le test de Chi-deux (Chi- carré) est donc utilise pour tester I'hypothese nulle pour les deux
analyses datistiques faites :

2.6.1. Analyse statistique des paramétres socio-démographiques et économiques:

Dans cette partie, 'hypothése nulle d’indépendance HO: énonce I'absence de relation
entre la carie dentaire et les paramétres décrits dans le questionnaire (age, sexe, statut
socio-économique, niveau culturel), et T'hypothése H1: énonce la présence de

relation entre la carie dentaire et les paramétres du questionnaire.

L’hypothése Hpest rejetée s p est inférieur a0.05 (p< 0.05) (Corner et al., 1994).
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2.6.2. Analyse statistique des parameétres cliniques :

Les deux hypothéses HO’ et H1’ sont définis comme suivant

HO’ : I'absence de relation entre la carie dentaire et les paramétres cliniques décrits
dans les fiches de questionnaire ( consommation des sucres, fréguence de brossage
des dents, douleur des dents, mauvaise haleine, grignotage, Nettoyage inter
dentaire) .

H1’ : la présence derelation entre la carie dentaire et les parametres cliniques.

L’hypothése Hp est rejetée s p est inférieur a0.05 (p< 0.05) (Corner et al., 1994)

Le calcul des fréquences :

Les fréquences des parametres de questionnaire ont été calculées selon la formule suivarte

Nombre de sujets qui répondent au paramétre

sociodémo hique, économique ou clinique
Fréguence des parametres du questionnaire = ( g9 k que)

Nombre total des patients d’une
population
2.7. Prélévement :

Les prélévements de la plague supra-gingivale concernent 50 sujets présentant des dents
cariées et 50 sujets indemnes de caries dentaires, ces prélevements ont été soigneusement
effectués dans des conditions d’asepsie, par Dr Ben-yelles (dentite en Odontologe

Conservatrice et Endodontie — université de Tlemcen).

les prélevements ont éé effectués le matin, 12h apres le dernier brossage des dents, et 2h
apres le dernier repas (Sansone et al ., 1993).

2.7.1. Site et méthode de prélévement :

Avant de procéder aux prélevements, des rouleaux de coton stériles sont placés dans
les zones des orifices salivaires. Puis, le prélevement a été¢ fait a l'aide de deux

écowillons stériles pour chaque sujet (un écowvillon pour la coloration de Gram du
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prélevement et lautre pour la caractérisation bactérienne du biofilm dentaire supra-
gngval). Ces derniers ont €té frottés sur les surfaces dentaires et inter-dentaires
(proximeles) de la face vestibulare des dents maxillares et mandibulaires (incisives

centrales et latérales, canines, prémolaires et les premiéres et secondes molaires).

L’objectif de I'isolement de la plaque supra-gingivale est de prélever une plaque sans
apport exogéne organique ou minéral.

Nous avons donné pour chaque patient un chiffre qui figure sur la fiche de

questionnaire et sur I'écouvillon propre a lui.

2.7.2. Acheminement des prélévements :

Les préevements accompagnés des fiches de questionnaires sont transportés
immédiatement au laboratoire de Chirurgie Expérimentale qui se trouve dans le méme
bloc de la clinique dentaire. Cela, nous a donné l'opportunit¢ de ne pas utiliser des
milieux de trangport appropriés (PORTAGERMS INDISPONIBLES SUR LE
MARCHE).

2.8. Analyse des prélévements :

Au laboratoire, 'un des deux écouvillons de prélevement est immédiatement déposé¢ dans un
tube Eppendorf contenant 1m de BHIB (Oxoid®, Engand) pré-rérduit pour préparer les

dilutions et I'autre est consacré a un examen microscopique direct.

2.8.1. Examen microscopique des prélevements :

2.8.1.1. Etat frais :

L’¢talement entre lame et lamelle d’une goutte de prélévement permet de visualiser la
présence évertuelle de bactéries, leur forme, ler mode de regroupemernt et leur mobilité, |1

est difficile de s’engager plus sur un résultat uniquement sur cet examen.
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2.8.1.2. Coloration de Gram :

L’examen au microscope du prélévement aprés coloration de Gram permet de repérer la
prédominance d’un type bactérien (cocci ou bacilles), et de classer les bactéries en deux

groupes (Gram positif, Gram négatif) sur base de la perméabilité de leur paroi a I'alcool.

2.8.2. Préparation desdilutions :

La dilution va permettre de rédliser la culture primaire avec une densité moins importante et
donc analysable.

- chaque tube Eppendorf contenant la suspension bactérienne préalablement préparée est

ensuite  homogénéisé pendant 30 secondes a I'aide d’un vortex.

- & partir de cette suspension mére, faire préparer des dilutions décimeles allant de 10! & 10
(Kenneth, 1973) dans des tubes Eppendorf contenant 1ml du bouillon BHIB (Oxoid®,
England) préréduit.

2.8.3. Ensemencement et incubation :

Le prélévement est ensemencé pur et dilué & 102 et 10™*. En faisant transférer 100ul de chaque
suspension dans chacune des 4 boites de Pétri contenant les milieux sélectifs et non sdlectifs

pour I'isolement des différents genres bactériens :

- Deux boites contenant la gélose Columbia avec 5% de sang (une boite pour
I'isolement des bactéries anaérobies, et l'autre boite pour l'isolement des bactéries
agrobies).

- Une boite contenant la gélose Chapman pour I'isolement des Staphylocoques.

- Unre boite contenant la gélose MacConckey pour I'isolement des bacilles aérobies a
Gram néggtif.
Les boites ont été incubées a 37 °C  sous différents atmosphére (aérobies pendant 24 heures et
anaérobies pendant 5-7 jours) selon ses exigences.
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2.8.4. Culture bactérienne :

Lacuture bactérienneest unetechnique de laboratoirede développement contrdlé des

bactéries, pour faciliter I'étude des souches bactériennes.

2.8.4.1. Culture des bactéries aérobies :

Incuber les boites de gélose au sang, les boites de gélose MacConckey et les boites de
gélose Chapman en aérobiose a 37°C pendant 24 heures

2.8.4.2. Culture des bactéries anaérobies :

Incuber les boites de gélose au sang en anaérobiose a 37°C pendant 5 jours en utilisant

une jarre et des sachets générateurs d’anaérobiose (GENbox anaer).

Nous avons réalisé I’anaérobiose en utilisant une jarre (Gaz pack, USA) fermee
hermétiguement contenant des sachets générateurs d’anaérobiose GENboOx anaer
(Biomeérieux, France). Ces derniers permettent d'obtenir en une heure au moins une
concentration d'oxygene résduelle de moins de 1% et une concentration en CO2
d'environ 20%.

Les sachets génératers GENbox anaer contiennent des composants chimiques
(charbon activé, ascorbate de sodium et autres composants organiques et
inorganiques). Les compositions gazeuses obtenues dans la jarre (oxygéne et dioxyde
de carbone) sont gustées par les quantités des composés chimiques absorbant
Ioxygene et libérant le dioxyde de carbone contenus dans chaque sachet.

2.8.5. Repiquage :

Le repiquage consiste a isoler les colonies pour obtenir des cultures pures a partr d’un
mélange de colonies bactériennes en faisart :
-prélever chaque colonie d’aspect distinct a l'aide de l'anse de platine stérile (ou
pipette pasteur stérile).

-ensemencer les milieux de cultures appropriés par les colonies prélevées.

52


https://fr.wikipedia.org/wiki/Technique_de_laboratoire

Maté&rid set Mé&hodes

- incuber les boites ensemencées en aérobiose ou en anaérobiose selon les conditions

d’incubation des boites de prélevement.

2.8.6. Deuxieme repiquage (subculture)

Apres incubation, les milieux gélosés seront  contrdlés visuellement pour éiminer les boites
contaminées. Ensuite, un deuxieme repiquage concerne les boites contaminées pour obtenir
des boites de cultures bactériennes pures qui vont étre analysees pour identifier les especes

bactériennes de la plague supra-gingivale.

2.8.7. I dentification phénotypique desisolats :

L’identification bactérienne est effectuée conformément aux crittres du Bergey’s manual:
(Holt et al., 1994), Tlaspect microscopique et macroscopique des colonies, les tests
biochimiques d’orientation, les galeries biochimiques miniaturisées APl et le test de

sensibilité des souches aux antibiotiques.

Les tests suivants ont été réalisés pour chagque boite de cuiture pure obtenue:

2.8.7.1. Etude microscopique

L’examen microscopique des frottis apres coloration de Gram oriente le diagnostic.

-Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet (Gramt+).
-Les bactéries a Gram négatif apparaissent en rose (Gram-).

2.8.7.2. Etude macroscopique
L’étude macroscopique consiste a une observation a I'eceil nu des colonies bactériennes

présentes dans les boites de pétri afin de décrire ses caractéristiques

Odeur fétide caractéristique des anaérobies
Aspect morphologique des colonies
Présence de pigmentations

Présence ou absence de ’hémolyse
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2.8.7.3. Identification biochimique :

Toutes les souches ont été identifiées grace aux méthodes bactériologiques classiques
(production de catalase, 'oxydase), et par les caractéres biochimiques a I'aide des galeries

API20A, API 20 Strep, APl 20 E et API Staph (Biomérieux, France).

e Pour les colonies isolées a partir des boites incubées en anaérobiose :

- Effectuer le test de catalase pour les cocci Gram positif.
- Les cocci Gram positif sont idertifiés par les galeries API20 Strep et les
bacilles et coccobacilles sont identifiés par les galeries API 20A.

® Pour les colonies isolées a partir des boites incubées en aérobiose :

- Effectuer le test de catalase pour les staphylocoques isolés a partir du milieu
Chapman, ces derniers ont été identifiés par les API Staph.

-Effectue le test de catalase pour les bactéries isolées a partir des boites de
gflose au sang incubées en aérobiose pour identifier les différents genres
bactériens a I'aide des API 20 E, APIStaph et API 20 Strep.

-Effectuer le test d’oxydase pour les bactéries isolées a partir du milieu

MacConckey, ces derniéres ont été idertifiées par les galeries APl 20 E.

2.8.7.3.1. Test de catalase :

L'enzyme catalase sert a neutraliser les effets bactéricides de peroxyde d'hydrogene
(Wheelis, 2008), par la décomposition de ce dernier en eau et en oxygene (2H202 +
catalase — 2H20 + 0O2). Cette réaction se manifeste par la formation rapide de bulles
(Clarke and Cowan, 1952 ; M acFaddin, 2000).

Le test de catalase est principalement utilise pour distinguer les Staphylococcus spp. et
Micrococcus spp. qui sont catalase positive des Streptococcus spp. et Enterococcus

SPp. , qui sont catalase négative.
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2.8.7.3.2. Test d’oxydase :

Le test de l'oxydase est utiliseé pour détecter la présence de cytochrome C oxydase,
capable de rédurre I'oxygéne et des accepteurs d’¢lectrons artificiels. Il est important
pour distinguer Neisseria et Moraxella sp. qui sont des oxydase positif de
Acinetobacter (oxydase négatif), ains que les bactéries entériques (sont toutes oxydase
négatif) des pseudomonaceae (oxydase positif) (Prescott et al., 2010).

2.8.7.3.3. Galléries miniaturisées APl 20 :

L’identification des bactéries nécessite l'utilisation des galeries miniaturisées prétes a
I'emploi (Galleries commercialisées: APl 20 A, et APl 20 Srep, APl 20 E et API

Staph (Biomérieux, France)).

Les galeries APl comportent 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne réaliste dans un API
Medium qui recondtitue les tests. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de
réactifs. La lecture de ces réactions se fait a laide d’un tableau de lecture (voir
Annexe) et l'identification est obtenue al'aide d'un logiciel d'identification.

2.8.7.4. Test de sensibilité des isolats aux antibiotiques :

Le test de senshilité des isolats aux antibiotiques est un critére ultime d’identification des
souches bactériennes anagérobies. Les isolats ont subis donc des tests de confirmation des
résutats de la gderie biochimique en véifiant leur croissance en présence de certains
antibiotiques préconisés par le Comté de [l'Antibiogrammede la Soci€été Francaise de
Microbiologie (CA-SFM, 2015).

Le test de sensihilité aux antibiotiques a été réalisé en utilisant les antibiotiques préconisé par
le Comité de I'Antibiogrammede la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2015) :
amoxicilline (25pg), amoxicilline associée a I'acide clavulanique (30pg), vancomycine (5pg),
kanamycine (1mg), colistine (10pug), et métronidazole (16Lg).
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-Letest Kana-Vanco-Colistine est préconisé pour les bacilles anaérobies a Gram négatif.

-L’antibiogramme des Streptocoques : amoxicillne (25pg), amoxicilline associée a I'acide
clavulanique (30pg), kanamycine (1mg), vancomycine (5ug), colistine (10pg).

Les streptocoques présentent une résistance naturelle de bas niveau (BNR) a tous les
aminosides (CA-SFM, 2015).

-Le métronidazol est utilise pour différencier le genre Fusobacterium (sensble) du genre
Capnocytophaga (résistant).

2.8.7.4.1.1. Technique :

- A partir de la suspension bactérienne inoculée dans les galeries API, et a l'aide d’un
écowvillon stérile : effectuer un ensemencement par épuisement sur une gélose au sang
précoulée dans une boite de pétri.

- Déposer aseptiquement les disques d’antibiotique sur la gélose ensemencée.

- Incuber les boites des souches anagrobies ou anaérobies facultatives en anaérobiose a
37°C pendant 48.

2.8.7.4.1.2. Lecture :
La souche bactérienne peut étre définie comme sensible (S), intermédiaire (1), ou résistance
(R) (CA- SFM, 2005).

2.9. Analyse statistique des fréguences des isolats bactériens :

L’analyse statistique des fiéquences des isolats des plaques supra-gingivales des sujets ayant
des caries et indemnes de caries dentaires a été effectuée par le test du khi-carré (y2) a laide
du logiciel SPSS, verson 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

Nous avons adopté I'hypothése nulle HOs:Il n’y a pas de différence significative dans la
composition bactérienne de la plague supra-gingivale entre les sujets présentant des dents

cariées et les sujets indemnes de Iésions carieuses. Contre I'’hypothése H1s: présence de
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différence dignificative dans la composition bactérienne de la plaque supra-gingivale ertre les

sujets présentant des dents cariées et les sujets indemnes delésions carieuses.

L’hypothése Ho est rejetée s p est inférieur a0.05 (p< 0.05) (Corner et al., 1994)

2.9.1. Calcul des fréquences d’isolement des bactéries aérobies, anaérobie, Gramt+ et

Gram- :

Nombre de bactéries aérobies,
anaérobies, Gramt, Gram- isolées

Fréguence des bactéries aérobies, anaérobies, Gram+ et Gram =
Nombre total des bactéries isolées

2.9.2. Calcul des fréquences d’isolement des especes bactériennes :

Nombre de bactéries isolées appartenant a cette espéce

Fréquence d’une espéce bactérienne=
Nombre total des patients d’une population

2.9.3. Calcul des fréquences d’isolement des genres bactériens

Nombre de bactéries isolées appartenant ace genre

Fréquence d’un genre bactérien =
Nombre total des bactéries isolées

2.10. Evaluation de aptitude des isolats a former un biofilm :

Deux méthodes ont été utilisées pour I'évaluation de laptitude des isolats bactériens a la

production du biofilm dentaire.

2.10.1. La méthode de microplaques de titration

Les microplaques Utilisées étaient en polystyrene comportant 96 puits sur lesguelles

les bactéries vont adnérer et former un biofilm
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La méthode des microplaques de titration au cristal violet, mise au point par O’Toole
et Kolter (1998) est une technique tres utilisee, pour la formetion de biofilms (Niu et
Gilbert, 2004 ; Pierce et al., 2008). C’est une technique colorimétrique basée sur le
principe que le cristal violet se lie de maniére proportionnelle a la biomasse du biofilm
(Niu et Gilbert, 2004).

En effet cette technique de coloration permet de visualiser les cellules qui s’attachent a
la suface et se colorent en pourpre avec le cristal violet, alors que les surfaces

abiotiques ne sont pas colorées (Pratt et Kolter, 1998).

On a effectué la technique de microplague de titration en utilisant deux milieux
(BHIB ET BHIB additionné¢ de 2% de saccharose) pour tester I'effet de saccharose sur

le pouwvoir de formetion de biofilm.
2.10.1. 1. Technique :
-A partir des colonies isolées, effectuer des cultures d’une nuit dans les milicux BHIB

et BHIB+2% saccharose.

- Apres 24 heures, guster le DO des suspensions bactériennes a 0.5 McFarland
(léquivalent de 108 UFC/ml) 4 la longueur d’onde 600 nm.

-Inoculer chague puits de la microplaque de titration (96 puits) avec 2004 de la
suspension gjustée

-Incuber les microplaques en anaérobiose a 37°C pendant 48 heures ou en agrobiose a
37°C pendant 24 heures (Al-Ahmad, 2012)

- laver les microplagues 3 fois par la solution PBS (phosphete-buffered saline pH=7)

pour éiminer les cellules bactériennes non adhérentes

- secher les plagues a 60°C pendant 10 mn

-remplir les puits par le crystal violet a 0.1% pendant 10 nn (Al-Ahmad, 2012)
-laver les microplaques 3 fois par I'eau distillée

- laisser les microplaques sécher a60°C pendant 10min.

-introduire dans chaque puit 200ul de I'éthanol et la laisser 15 mn
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2.10.1. 2. Lecture :

La lecture de densit¢ optique se fait a l'aide d’un lecteur de microplaques (bioTek,

Allemagne) a570 nm (Voir annexe N° 2).

2.10.1.3. Calcul de la valeur seuil de DO minimale et DO maximale

D’aprés Al-Ahmed et al. (2014), les vaeurs seuil de DO minimale (DO yin) et DO

maximale (DOnmax) ont été calculées selon les formules suivantes:
DO min = DO moyenne du témoin + (3 - 6 de DO du témoin).
DO max = 3 x DO min

d : lecart type.

Selon ces deux valeurs seuls, les souches bactériennes isolées ont été classées en trois

catégories.
C1 : souches non productrices de biofilm s DO< DO win
C2 : souches modérément productrices de biofilm s DO yin<DO< DO p ax.

C3 : souches fortement productrices de biofilm s DO>DO yax.

2.10.2. La méthode du Rouge Congo :

La méthode du Rouge Congo est une méthode qualitative (Freeman et al., 1989). La
gdlose Rouge Congo et un milieu trés convenable pour la détection de souches
productrices de dime. Sur ce milieu, les souches exprimant le PIA (polysaccharide
intercellular adhesin) donnent des colonies noires avec une surface rugueuse contre
des colonies de couleur rouge et a surface lisse pour les souches PIA négatif (Ziebuhr
et al., 2001).
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2.10.2. 1.Technique

-Préparer la gélose Rouge Congo en utilisant : le bouillon BHIB 37 g/L, saccharose 50
g/L, agar 10 g/LL et 'indicateur rouge congo 8 g/L.

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

-Incuber les boites en anaérobiose a 37°C pendant 48 heures

2.10.2. 2. Lecture
Les souches productrices de biofilm donnent des colonies noires a surface rugueuse

contre des colonies rouges a surface lisse pour les souches non productrices de

biofilm.
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Résultats et discussions

1. Résultats de I’analyse statistique des données du questionnaire :

50 sujets présentant des dents cariées et 50 indennes de caries dentaires qui habitent la région
de Tlemcen, ont répondu aux critéres d’inclusion et d’exclusion et sont alors inclus dans cette

étude.

L’age moyen de la population est de 22.72 ans (+2.06) pour la population indemne de caries
et de 24.91 ans (+3.98) pour la population adents cariées, avec une amplitude de 20 a35 ans.

1.1. Lesparamétres sociodémographiques et économiques :

Les fréguences de différents paramétres socio-démographiques et du statut économique, ainsi
que les résultats (valeur de P) de I'analyse statistique effectuée sur ces fréquences sont

présentés dans le Tableau 2.

Tableau 2. Fréquences des paramétres sociodémographiques (%) et économiques chez

les adultes sans et avec dents cariées :

Sans caries Avec caries Valeur (P)
(n=50) (n=50)
Tranche d’age
20-25 82 62 <0.05
26-30 18 32
31-35 00 6
Sexe
Homme 26 32 >0.05
Femme 74 68
SE
Bas 00 6 >0.05
Moyen 70 74
Elevé 30 20
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Niveau d’étude

Secondaires 4 26 <0.05

Universitaires 96 74

SE : Statut économique

*P<0.05 différence statistiquement significative pour les fréquences des parametres entre les sujets

sans et avec caries dentaires.

Des différences significatives entre les adultes avec et sans caries ont été observées pour I'dge
(P <0,05) et le niveau d’étude (P <0,05). Cependant, il ny avait aucune différence
significative pour le sexe (P > 0,05) et le statut économique (P > 0,05).

1.1.1. Répartition selon I’age etle sexe :

Ce travail a concerné 100 adultes des deux sexes agés de 20 a 35 ans. Les données fournies
par le questionnaire ort révélé quil y a 13 hommes (26%) et 37 femmes (74%) dans le groupe
des sujets indemnes de caries. 41 (82%) personnes appartiennent a la tranche d’age 20-25 ans
et 9 (18%) sujets sont agés de 25 a 30 ans. Dans le second groupe, il y a 16 (32%) hommes et
34 (68%) fermmes, 31 (62%) d'entre eux sont agés de 20 a 25 ans, 16 (32%) appartiennent a la
tranche d’age 25-30 ans et les personnes agées de 30-35 ans représentent 6% (3) de cette
population (Tableau 2). La tranche d’age de 20-25 ans est la plus représentée dans cette éude
et constitue 82% pour la population indemne de caries et 62% pour la deuxiéme population.
L’explication plausible de la haute prévalence des caries chez la population agée de 20-25 ans
réside dans le fait que les habitudes alimentaires se modifient d’un régime équilibrée aux
collations intermédiaires qui modifient constamment I'équilibre basique du milieu buccal et
donc engendrent la déminéralisation des dents, on peut incriminer également le manque de

brossage des dents a cause de I'allongement des heures de travail et d’étude.

L’analyse statistique montre qu’aucune association significative n’a ét¢ notée entre [Iatteinte
carieuse et la variable sexe, ceci concorde avec plusieurs études a travers le monde (Hallett
et O’Rourk, 2002; Shang et al., 2008 ; M ahejabeen et al., 2006), alors que d’autres

études (Sufia et al., 2011) ont confrmé cette association. L’absence de cette association est
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peut ére di au fait que notre population est condtituée essertiellement des universitaires, qui
ont presgque les méme habitudes dimentaires et les mémes pratiques d’hygiénes bucco-
dentaires. De méme, la prévalence de la carie dentaire était importante chez les femmes (68%)
par rapport aux hommes (32%) pour les deux populations, ces résultats étaient cohérents avec
ceux de Lukacs (2011), Doyal et Naidoo (2010) et Ferraro et Vieira (2010). Cette
prévalence élevée chez les femmes peut ére dle a une compostion et un taux sdivaire
différents, aux fluctuations hormonales pendant la grossesse, aux habitudes dimentaires, et
notamment le role socia des femmes dans leurs familles (la préparation des repas) (Ferraro
et Vieira, 2010). D'autres éudes ont proposé que les effets différentiels des genes qui
influencent la carie dentaire peuwvert expliquer les différences observées entre les deux sexes
(Vieira et al., 2010 ; Shaffer et al., 2015).

1.1.2. Répartition selon le statut économique

Parmi les sujets indemnes de caries dentaires, 15 (30%) sujets appartiennent & une classe
socidle élevée et 35 (70%) a une classe socide moyenne. Tandis que, dans le deuxieme
groupe, 20% (10) des personnes appartiennent a une classe socide élevée, 74% (37) a une

classe sociale moyenne et 6% (3) a une classe sociadle pauvre (Tableau 2).

L’analyse statistique a montré I'absence d'association significative entre le statut économique
et la prévalence de carie en Algérie (p> 0,05). Dans les pays développés, une relation inverse
entre le statut économique et la prévalence des caries a éé signalée, dans laguelle, la haute
prévalence des caries a été trouvée dans les catégories socio-économiques les plus faibles, les
zones les moins riches et certaines minorités ethniques (Reisine et Psoter, 2001 ; Truin et
al., 1998). Dans notre étude, I'absence de cette relation est peut étre expliquée par
I'accessibilité aux services de soins dentaires par tous les niveaux socio-économiques grace a
la gratuité des services médicaux.

1.1.3. Répartition selon le niveau d’étude :

Sur la totalité des sujets interrogés, les sujets qui ont fait des études universitaires représentent
96% de la population indemne de caries dentaires contre 74% de la population a dents cariées.

L’analyse statistique montre que la fréquence des sujets ayant un niveau d'étude secondaire
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était Statistiquement tres significative (P <0,05) par rapport a ceux qui ont un niveau d'éude
universitaire (Tableau 2). Le fable niveau d'étude est donc associé a un risque accru
d’atteinte carieuse, Ceci est en accord avec de précédentes éudes suggérant que le fable
niveau d'étude est datistiquement associé avec la forte prévalence de carie dentaire (Costa et
al., 2012 ; Paulander et al., 2003), du fait que le haut niveau d'étude implique la meilleure

connaissance de la maladie et la prise de mesure adéquates de prévention.

1.2. Les paramétres cliniques :

Les fréquences des différents paramétres cliniques pour les sujets avec et sans caries sont

présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 3).

Tableau 3. Fréquences des paramétres cliniques (%) chez les adultes sans et avec dents

cariées :
Paramétres Sans carie NC Avec carie C Valeur de P
cliniques (n=50) (n=50)

Consommation de sucre

Oui 30 80 <0.05
Non 70 20

Fréquence de brossage

des dents

Irrégulier 2 50

1 fois/ jour 8 28 <0.05
2 fois/ jour 62 22

Plus que 2 fois par 28 0

jour
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M auvaise haleine

Oui 6 32 <0.05

Nettoyage inter dentaire

Soie dentaire (S) 24 0
Cure-dents (C) 6 8 <0.05
Brosse inter dentaire 12 2
Combinaison (S+C) 20 8
Rien utilisé 38 82

*P<0.05 différence statistiguement significative entre les fréguences des paramétres pour les sujets

sans et avec caries dentaires.

L’analyse statistique des differentes fréquences des parametres cliniques fournies par le
guestionnaire a montré des différences significatives entre les adultes avec et sans caries pour
la consommetion de sucre (P <0,05), la mauwvaise haleine (P <0,05), la fréquence de brossage
des dents (p<0,05), les douleurs des dents (p<0,05) et le nettoyage inter dentaire (p<0,05).
Cependant, il ny avait aucune différence significative pour le grignotage entre les repas (p>
0,05) (Tableau 3).
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1.2.1. Répartition selon la fréquence de consommation des sucres :

La fréquence de consommetion de sucres est plus importante chez les adultes ayant des dents
cariées (80%) que chez les adultes indennes de carie (30%) (P <0,05) (Figure 7)

Consomation de sucres
Frequence (%)

% _
70 +
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50
40 + -
30 7
20
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0+~ :
Non cariée Cariée

B Consomation de sucres

.~ Population

Figure 7. Les fréquences de consommetion de sucre pour les deux populations

Le role causal du sucre dans la carie dentaire est évidert et la relation de cause a effet entre
sucre et carie est connue depuis fort longtemps (Dargent—Pare et Levy, 2001 ; Triller,
1990), Tanalyse statistique des  fréquences de consommation de sucres pour les deux
populations inclues dans cette éude a corfirmé ce constat (P <0,05) et une augmentation
importante de la prévalence de consommation de sucre a éé notée pour la population a dents
cariées (80%).

L’allongement des heures de travail et d’étude entraine des modifications des habitudes
alimentaires de la société¢ algérienne au profit d’un régime glucidique (des collations sucrées,
la consommation de boissons sucrées et le grignotage). Les glucides et tout particulierement
le saccharose conferent au régime aimentaire son potentiel acidogene (Miller et al., 2000;
Zero, 2004). Les prises sucrées répétées en dehors des repas entrainent une chute de pH
sdivaire créant un environnement favorable a la formation des caries alors que les grandes

quantités de sucres consommes au cours des repas n'entrainent pas de carie (Dargent—Pare et

66



Résultatset Discussion

Levy, 2001). Il est aing intéressant de conseiller au patient de consommer le sucre en fin de

repas et d’éviter les grignotages (Blique, 1998 ; Sanders, 2004).

1.2.2. Répartition selon la fréquence de brossage :

Quatre- vingt- dix —huit pour cent (98%) des sujets indemnes de caries se brossaient
guotidiennement les dents. Parmi eux, Soixante-deux pour cent (62%) indiquent se brosser les
dents deux fois par jour. Alors que, 50% des sujets a dents cariées se brossaient les dents
irrégulierement ce qui est insuffisant pour assurer une bonne hygiene bucco-derntaire (Figure
8).

Fréquence (%)

70 T
60
s0 1
20

= Non cariée

30 7 ECariée

20

10 +~

—~Population

Irrégulier 1foid jour 2foig jour Plusque?2fois
par jour

Figure 8. Les fréquences de brossage des dents pour les deux populations

L’analyse statistiques des fréquences de brossage des dents des deux populations révele une
association significative entre la fréquence de brossage des dents et la carie dentaire (P <0,05)
(Tableau 3). De ce fat, 11 est admis ayjourd’hui que pour agir efficacement contre
I'accumulation de la plaque, le brossage doit étre effectué aprés les repas. Le brossage du soir
est égdement le plus important dans la mesure ou, durant la nuit, la sécrétion sdlivaire
diminue ; or la sdlive participe entre autres a la protection des dents. L’hygiéne bucco-dentaire
a pour objectif d’dimner la totaité de la plaque bactérienne dont la présence est
indispensable au développement de la carie (M uller et al., 1997).
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En effet, une bonne hygiéne bucco-dentaire et un apport en fluor, en particulier en application
locale gréce a des dertifrices qui en contiennent, diminuent I'influence de I’alimentation dans
la formation de la carie dentaire (M innig, 2002).

24% des aduites sans carie dentaire utilisent le fil dentaire et 38% de ce méme groupe Utilisent
la soie dentaire en combinaison avec le cure-dent. Le nettoyage des espaces inter dentaires a
laide de fil dentaire ou de brossettes est essentiel pour prévenir les caries proximales et

diminuer la charge bactérienne localisée entre les dents.

1.2.3. Répartition selon la douleur ressentie des dents :

Dans cette analyse, I’étude de Plassociation entre la douleur des dents et la prévalence de la
carie dentare concerne les deux populations. Les suets ayant ressenti une douleur dentaire
représente  46% de la population a dents cariées alors qu’aucun sujet n’a déclaré ressentir des

douleurs dentaires pour la population controle (indemnes de caries) (Figure 9).
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Figure 9. Les fréquences des douleurs ressenties des dents pour les deux populations

L’analyse statistique des données a donné une valeur de (P) inféricur a 0.05, ce qui indique la
présence d’une association significative entre Datteinte carieuse et les douleurs des dents
(Tableau 3). Une étude a démontré que la consommation de sucres chez I'adulte est associée

a une augmentation de I'indice CAOF (Heller et al., 2001) suite a I’accélération du processus
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carieux et/ou de déminéralisation dentaire menant rapidement a la perception de douleurs
dentaires (Bamise et al., 2010).

1.2.4. Répartition selon la mauvaise haleine :
Pour la présente étude, lanalyse statistique des fréquences a indiqué que la mauvaise haleine

était significativement plus élevée chez les sujets présentant des dents cariées (32%) que chez
des sujets sans caries dentaires (6%) (P<0.05) (Figure 10).
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Figure 10. Les fréquences dela mawvaise haleine chez les deux populations

La carie dentaire et les maladies parodontales sont des facteurs potentiels qui contribuent a la
mawaise haleine. Le manque d'hygiene bucco-dentaire, y compris le manque de brossage
dentaire, la non utilisation des bains de bouche anti-plaque et la soie dentaire, est un facteur
derisque dela mawaise haleine (Pratibha et al., 2006).

1.2.5. Répartition selon le grignotage entre les repas :
L’analyse statistique effectuée dans cette ¢tude nous a permis de constater qu’il n'y avait pas

d’association significative entre le grignotage entre les repas et la carie dentaire (P = 0,841)
(Figure 11).
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Grignotage entre les repas
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Figure 11. Les fréquences de grignotage entre les repas chez les deux populations

D’apres Mejean (2001), quatre repas étaient traditionnellement répartis au cours du
nycthémere : le matin (petit d§euner), & midi (repas principa), en milieu d’aprés midi
(goliter) et le soir (souper). L’éloignement entre les lieux de travall et de domicile et
I’allongement des temps de travail et d’étude induit la réduction voir la suppression du petit
dgeuner et du golter. La substitution a ces deux prises de multiples collations induit
I'apparition du grignotage. Cette culture a fortement déteint sur la culture algérienne. Sur ce
contexte, des auteurs ont suggéré que les prises dimentaires dimnuent le pH sdivaire
pendant 30 a 60 minutes (Droz et Blique, 1999). De ce fait, plus les ingestions sort répétées
plus la production d’acides est fréquente et prolongée, le powvoir tampon de la salive est aors
débordé et la démnérdisation des dents S’intensifie. Alors, labsence d’association
significative entre le grignotage et la carie dentaire (P> 0.05) est liée au temps d’exposition
des micro-organismes aux sucres fermentescibles et non pas a la fréquence d’ingestion par

jour, ce qui est en corrélation avec les résultats d’autres auteurs (Bowen et al., 1983).

2. Résultats de ’analyse des prélévements :

2.1. Résultats de I’examen microscopique des prélévements :

L’analyse microscopique de tous les prélévements des plaques supra-gingivales révéle un

polymorphisme de la flore bactérienne pour les deux populations.
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2.1.1. L’état frais des préle vements

L’état frais de tous les prélévements des plaques supra-gingivales des deux
populations nous a permis de condtater que la microflore bactérienne de ces derniers
est polymorphe avec une absence des bactéries mobiles. Des études antérieures ort
considéré que le grand nombre des bactéries anaérobies a Gram négatif mobiles est un
signe de lésions parodontales (Noiri et al., 2001), cela justific probablement I’absence
de ces bactéries dans nos prélevements.

2.1.2. La coloration de Gram

L’observation par la coloration de Gram nous a permis de recenser les mémes
parametres cités a I’état frais a 'exception de la mobilité. Et dans ce contexte s’ajoute
la différenciation entre bactéries Gram positif et négatif. La coloration de Gram des
prélevements dentaires des sujets ayant ou indennes des Iésions carieuses nous a
permis de constater que les morphotypes Gram postif sont plus observés que les
Gram négatif pour les deux cas, ce qui est en accord avec les résultats d’une étude
antérieure (Rozkiewicz, 2006). De méme, les cocci étaient prédominants par rapport

aux bacilles pour tous les prélévements analysés (Voir Figure 12 et Figure 13).

Figure 12. Photo de la coloration de Gram d’un prélévement supra-gingival chez un sujet

indemne de carie dentaire
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Figure 13. Photo de la coloration de Gram d’un prélévement supra-gingival chez un sujet
présentant des dents cariées

2.2. Résultats de I’identification phénotypique des isolats :

Les bactéries ont €té cultivées, repiquées et identifiées gréce aux tests biochimiques et
enzymatiques. En outre, le test de croissance des bactéries en présence des antibiotiques est
considéré comme un critere ultime d’identification pour les bactéries anagrobies et

anaérobies facultatives.

Les réautats des études microscopiques par coloration de Gram, des tests biochimiques
(catalase, oxydase et des plaques API) ains que la sensbilité des isolats aux antibiotiques

sont regroupés par genre  bactérien obtenu (Voir Annexe N° 4)

2.2.1. Lesbactéries Gram+ isolées et identifiées:

2.2.1.1. Lescocci Gram+ aérobies et aéro-anaérobies facultatifs

Les cocci Gram positif aérobies et aéro-anaérobies faculitatifs ont été isolés aprés mise en
culture des prélévements en aérobiose sur gdlose au sang et sur gélose Chapman (pour les
staphylocoques) a 37°C pendant 24 heures et en anaérobiose sur gélose au sang a 37 °C
pendant 5a7 jours.
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Apres examen microscopique par coloration de Gram, les bactéries ont subi un test de
catalase. Les cocci Gramt+ catalaset+ ont été identifiés par le biais des mini-gaeries APl 20
Staph et les cocci Gran+ catalase- ont été identifiés a I'aide des mini-galeries API 20 Strep.

Pour les bactéries a catalase negatif isolées a partir de gélose au sang, 'hémolyse [ doit étre

notée pour une bonne identification par les mini- galeries API 20 Strep.

Les cocci Gramt catdase- isolés sont: Sreptococcus sanguinis,  Streptococcus
acidomonimus, Streptococcus congtellatus, Streptococcus agalactiae, Sreptococcus uberis,
Sreptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus anginosus,  Streptococcus
intermedius, Gemella morbillorum, Gemella haemolysans, Enterococcus faecium, Aerococcus

viridans, Lactococcus lactis sp lactis, Lactococcus lactis ssp cremoris

Les cocci Gramt+ catalaset isolés sont : Saphylococcus Aureus, Saphylococcus hominis,

Micrococcus sp.

2.2.1.1.1. Streptococcus :

Ce sont des cocci en chainettes, Gramt+, immobiles, catalase-, oxydase-, aéro-anaérobies.

facultatifs.

Les résuitats des plaques APl 20 Strep et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans

les tableaux ci-dessous (Tableau 4 et Tableau 5).

Tableau 4. Résultats des tests biochimiques (APl 20 Strep) des streptocoques

VP [ HIP ESC PYRA [ AGAL | BGUR | BGAL | PAL LAP | ADH

hémolyse

espece RIB ARA MAN SOR LAC TRE INU RAF AMD GLYC B
Ssanguinis - |- + | - - - - - + |+ - - - + + + - - _ _ -
Sacidomonimus | + | + | - + - - - + + + - - + - + + - - - - -
S.constellatus + |+ |- - - - - + [+ [+ - - - - - + | - - - - +
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Sagalactiae + |+ |- - - - - + |+ |+ + | - - - + - - - -
S uberis + |+ | + - - + - - + + + | - + + + + + | - -
S mutans + | - + | - + - + - + |+ - - - + | + + [+ [+ |-
S oralis - - - - - - + + |+ |- - |- - - + | - - - +
S anginosus + |+ [+ |- + + - + |+ |- - - - - + + - + -
S inter medius + | - + |- - - - + |+ |+ - |- - - + + | - - +

Tableau 5. Résuitats de la sensbilité des Streptocoques aux antibiotiques:

souches AMC AMX VA KAN COL
30pg 25ug SHY 1mg 10ug
S.sanguinis
S.acidomonimus S S S R R
S.constellatus S S S R R
S.agalactiae S S R R S
S. uberis S S S R S
S. mutans S S R R S
S. oralis S S S R S
S. anginosus S S R R R
S. intermedius S S S R S

AMX : Amoxcilline, AMC : Amoxicilline +Acide Clavulanique, VA : Vancomycine, KAN : Kanamycine,
COL: Caolistine.

Les tableaux listés ont montré Iisolement de 9 éspeéces du genre Streptococcus (S.sanguinis
Sacidomonimus, Sconstellatus, Sagalactiae, S uberis, S mutans, S oralis, S anginosus, S.
intermedius). L’incubation de ces derniéres en présence des antibiotiques révele une
résistance a la kanamycine ainsi qu’une sensibilit¢ vis-avis I’Amoxicilline et I’Amoxicilline
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+Acide Clavulanique, ce qui est conforme aux données rapportées par le Comité de
I'ANTIBIOGRAMME dela Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2015) (Tab.5).

Les streptocoques buccaux ont été organisés en 4 groupes : mutans (S. mutans, S. sobrinus, S.
ratti..), salivarius (S salivarius, S. vestibularis), anginosus (S congtdlatus, S. intermedius, S.
anginosus) et mitis (S. sanguinis, S. oralis, S. pneumoniae, S. mitis,...) (Guillaume et M arc,
2011). Un certain nombre d'espéces qui appartiennent au genre Streptococcus  sornt
considérées comme des colonisateurs précoces de la cavité buccale (Lamont et Jenkinson,
2010). Streptococcus mitis biovar 1, S oralis, et S salivarius sont les organismes pionniers de
la cavité buccale des nouveau-nés et colonisent les muqueuses (Pearce et al., 1995).
Streptococcus sanguinis e S mutans s’établissent dans la bouche seulement aprés 1I'éruption
des dents (Caufield et al. 1993; Smith et al. 1993; Tappuni et Challacombe, 1993;
Kononen et al., 2002). Alors que, les espéces S. mutans et S. sobrinus joueraient un role
prédominant dans la formetion des caries dentaires et ont auss €été associées aux endocardites
et autres infections du coeur (M itchell, 2003; Banas, 2004; Kuramitsu, 2006). Streptococcus
mutans est rapportée comme étant principalement associé aux caries coronaires, tandis que S.
sobrinus est plutt associée aux caries des surfaces lisses (Loesche, 1986). L’association entre
Sreptococcus mutans et la carie dentaire provient de la forte corrélation généralement
observée lors d’études épidémiologiques entre la présence de S mutans et celle de caries, et
en contre partie, de la faible abondance de bactéries S. mutans retrouvées en I'absence de

caries (Loesche, 1986).

En fait, un détermmant majeur dans I'apparition des caries semble étre le régime alimentaire,
particulierement la consommetion de sucrose favorisant la formation de glucanes insolubles
dans T'eau par les streptocoques mutans, ce qui assure la colonisation et le maintien des
bactéries sur les dents par la formation d’un biofilm (Lingstrom et al., 2000; Zero, 2004,
Paes Leme et al., 2006). L’acide produit par la métabolisation des sucres déminéralise
I’émail des dents. L’acidogénicité et I'acido-résistance associées a la production de glucans

insolubles constituent les principaux facteurs de virulence des streptocoques mutans.
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2.2.1.1.2. Gemella :

Résultatset Discussion

Ce sont des cocci en ames, Gram+, catalase-, oxydase-, immobile, aéro-anaérobies facultatifs.

Les résuitats des plagues API 20 Strep et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans

les tableaux ci-dessous (Tableau 6. et Tableau 7).

Tableau 6. Résuitats destests biochimiques (API 20 Strep) des espéces du genre Gemella

VP HIP ESC PYRA AGAL | BGUR BGAL | PAL LAP ADH
hémolyse
espece RIB ARA MAN SOR LAC TRE INU RAF AMD GLYC b
G.morbillorum i - - - - - + + - - - - - - - - - - - -
G.haemolysans | + | + | - + - - - + |+ |- - |- - - - - - - + - -
Tableau 7. Résuitats dela sensbilité de Gemella aux antibiotiques :
souches AMC AMX VA KAN COL
30ug 25ug SHg 1mg 10ug
G.haemolysans S S S S S
G.morbillorum S S S S S

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vanconycine, KAN: Kanamycine,

COL: Caolistine.

Deux souches du genre Gemella ont été isolées (G.haemolysans et G.morbillorum), ces

dernieres présentaient une sensibilit¢ a I'ensemble des antibiotiques testés.

Les espéces du genre Gemella ont été détéctées dans les plagues dentaires des sujets indennes

de caries et des sujets a dents cariées. Ces especes sont des congtituants de la flore normale de
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la plague dentaire (Zaura et Mira, 2015 ; Ziouani et al., 2015). De plus, cette bactérie s’est
avérée présente dans la plaque dentaire des enfants ayant des dents cariées (M a et al., 2015).

2.2.1.1.3. Enterococcus :

Ce sont des cocci en ames, Gram+, catalase-, oxydase-, immobile, aéro-anaérobies facultatifs.

Les résultats des plagues APl 20 Strep et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans

les tableaux ci-dessous (Tableau 8 et Tableau 9).

Tableau 8. Résultats des tests biochimiques (API 20 Strep) d’Enterococcus faecium :

espece

VP | HIP ESC PYRA | AGAL [ BGUR | BGAL | PAL LAP | ADH
RIB ARA MAN | SOR LAC | TRE | INU RAF | AMD

GLYC

hémolyse

B

E. faecium

Tableau 9. Résultats de la sensibilté d’Enterococcus faecium aux antibiotiques :

souches AMC AMX VA KAN COL
30ug 2509 Sug 1mg 10ug
E. faecium S S S R S

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vancomycine, KAN: Kanamycine,
COL: Colistine .

L’éspece Entérococcus faecium a été isolée a partir des prélevements des plagues supra-
gngivales des deux populations inclues dans notre étude, cette souche est connue comme
étant résistante aux aminosides et de ce fait a la kanamycine (CA-SFM, 2015 ; Archambaud
and Clave, 2008), cette résistance naturelle a été confirmée chez nos isolats (Tableau 9).

77




Les entérocoques font partic de la flore normale de l'intestin de '’homme et des animaux. Ils
peuwvent également coloniser la bouche, les voies respiratoires supérieures, le vagin ou la
région pé&inéale (Murray, 1990; Lewis et Zervos, 1990). elles sont connues pour étre
acidogenes et aciduriques et ne sont pas souvent observées dans la cavité buccale humaine
(Tanzer et al., 2001). Le role d’Enterococcus faecium dans le processus carieux a été
démontré suite aux travaux de Candids et Leslie en (2012). En outre, cette bactérie a été
isolée a partir des prédévements des plaques supragingivales et sous-gingivales des adultes
Algériens sains de l'ouest Algérien avec des fréquences de 15.4% et 13.85% respectiverment

(Ziouani et al., 2015).

2.2.1.1.4. Aerococcus :

Ce sont des cocci Gram+, catalase-, oxydase-, immobile, aéro-anaérobies facultatifs.

Les résuitats des plaques APl 20 Strep et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans

les tableaux ci-dessous (Tableau 10 et Tableau 11).

Tableau 10. Résultats des tests biochimiques (API 20 Strep) d’Aerococcus viridans :

Résultatset Discussion

espece

VP | HIP ESC

PYRA

AGAL | BGUR

BGAL

PAL

LAP

ADH

RIB

ARA

MAN

LAC

TRE

INU

RAF

AMD

GLYC

hémolyse

B

A. viridans

Tableau 11. Résultats de la sensibilité d’Aerococcus viridans aux antibiotiques :

souches AMC AMX VA KAN COL
30ug 259 Sug 1mg 10ug
A.viridans S S S S S

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vanconycine, KAN: Kanamycine,

COL: Colistine.
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L’identification phénotypique des prélevements issus des plaques supra-gingivales des deux
populations incriminées dans cette étude nous a permis d’isoler la souche Aerococcus
viridans, sensible a tous les antibiotiques testés. Cependant, il n y’a quasiment pas de données
citant la présence de cette souche dans la microflore bucco-dentaire sauf dans I'étude réalisée
par Ziouani et al. en 2015 confirmant la présence de cette souche dans les prélevements des
plaques supragingivales et sous-gingivales des adultes Algériens sains. De ce fait, la souche
Aerococus viridans s’avere étre spécifique a notre échantillon de population adulte de I'ouest

Algérien.

2.2.1.1.5. Lactococcus:

Ce sont des cocci Gram+, catalase-, oxydase-, immobile, aéro-anagérobies facultatifs

Les résuitats des plagues APl 20 Strep et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans
les tableaux ci-dessous (Tableau 12 et Tableau 13).

Tableau 12. Résutats des tests biochimiques (API20 Strep) de Lactococcus lactis s

cremoris :

espece

VP
HIP ESC PYRA | AGAL [ BGUR | BGAL | PAL LAP | ADH

RIB ARA MAN SOR LAC TRE | INU RAF | AMD

GLYC

hémolyse

Lactococcus
lactis

cremoris

Ssp
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Tableau 13. Résultats de la sensibilité de Lactococcus lactis ssp.aux antibiotiques :

souches AMC AMX VA KAN COL
30ug 2519 Sug 1mg 10pg
Lactococcuslactis S S R R S
sp.

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vanconycine, KAN: Kanamycine,
COL: Caolistine.

Les tableaux listés indiquent I'isolement de I'espéce Lactococcus lactis ssp cremoris a partir
des prédévements des plaques dentaires des deux populations, ce qui est en corrélation avec
les résultats d’une étude antérieure révélant la présence de cette souche dans les plagues
dentaires issus des enfants avec ou sans dents cariées (Tanner et al., 2011). De plus, le test de
la sensbilté aux artibiotiques de la présente souche (Tableau 13) nontre sa résistance a la
Vancomycine et la Kanamycine avec sa sensblité a la  péniciline  (Amoxicilline)
conformément aux résultats de Pantibiogramme du Lactococcus établi dans une autre étude

(M ofredj et al., 2006).

2.2.1.1.6. Staphylococcus

Ce sont des cocci Gramt+ en grappes de raisin, catalase+, oxydase-, immobile, aéro-anaérobies
facultatifs.

Les résultats des plaques API 20 Staph figurent dans le tableau ci-dessous (Tableau 14).

Tableau 14. Résultats destests biochimiques (Api 20 Staph) des Staphylococcus :

Espéoe GLU | FRU | MNE [ MAL LAC TRE MAN XLT MEL NIT PAL VP RAF XYL SAC MDG | NAG | ADH URE
S aureus + + + + - + + - - + + |+ |- - + - + + +
Shominis + + - + - + - - - + + + - - + - + + -
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L’identification phénotypique des colonies isolées a partr du milieu Chapman révele la
présence de deux souches appartenant au genre Staphylococcus (S. aureus et S.hominis)
dans les plaques supragingivales des sujets présentant ou indemnes de lésions carieuses, Ces
données corroborent avec celles rapportées dans des travaux antérieurs (Ohara-Nemoto,
2008 ; Ooshima, 1992 ; M unson et al., 2004 ; Rozkiewicz et al., 2006).

2.2.1.1.7. Micrococcus :

Ce sont des cocci en paires, Gram+, catalase+, oxydase+, immobile, aérobies.

Les réaultats des plagues API 20 Staph figurent dans le tableau ci-dessous (Tableau 15).

Tableau 15. Réaultats des tests biochimiques (Api 20 Staph) de Micrococcus sp. :

espece

GLU FRU MNE MAL LAC TRE MAN XLT MEL NIT PAL VP RAF XYL SAC MDG NAG | ADH URE GLU

FRU

Micrococcus

La souche Micrococcus sp. a été isolée a partir des prélévements issus des deux populations,
conformément a ce qui est rapport¢ dans une étude antécédente sur I'isolement de cette
souche a partir des prélévements des plagues supragingivales des enfants avec ou sans dents
cariées (Rozkiewicz et al., 2006).

2.2.1.2. Lesbacilles Gram+ anaérobies :

Ces bactéries ont éé isolées apres mise en culture des prélevements en anaérobiose sur gélose

au sang a 37°C pendant 5a7 jours.

Apres examen microscopique par coloration de Gram les bactéries ont été identifiées par le
biais des mini-galeries API 20A.
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Résultatset Discussion

Les bacilles Gramt+ anaérobies isolés sont: Actinomyces naedudii, Actinomyces meyeri,
Actinomyces isra€lii, Actinomyces viscosus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp.,

Propionibacterium propionicum, Eubacterium limosum.

2.2.1.2.1. Actinomyces.:

Ce sont des bacilles ramifiés, Gran+, oxydase-, immobile, anaérobies.

Les résutats des plagues APl 20 A et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans les
tableaux ci-dessous (Tableau 16 et Tableau 17).

Tableau 16. Résultats des tests biochimiques (Api 20 A) des Actinomyces :

Espéce Ind [ Ure| Glu| Man Lac Sac Mal Sal Xyl Ara | Ge | Esc Gly | Cd Mne | Mlz | Raf | Sor Rha Tre
A. naesludii - - + | - - + + + | - - - + + - + - - - - +
A. meyeri - - + - + + + - + - - - - - - - - - - -
A. isradii - + + + + + + + - + + + + + + - + + - +
A.viscosus - - + | - - + + - - - - - - - + - + | - - -

Tableau 17. Résultats de la sensibilité des Actinomyces aux antibiotiques :

souches AMC AMX VA KAN COL MTZ
30ug 25ug SHg 1mg 10ug 16ug
A. naesludii S S S S R R
A. meyeri R S S R R R
A.israelii S S S S S R
A.viscosus S S S S S R
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AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vanconycine, KAN: Kanamycine,
COL: Caolistine, MTZ : Métronidazole.

L’identification phénotypique des prélevements issus des deux populations étudiées montre
la présence de quatre souches du genre Actinomyces (A. naedudii, A. meyeri, A. isradii et
A.viscosus), résstantes au  meétronidazole,  cette résstance naturelle au métronidazole

concerne toutes les éspeces du genre Actinomyces (CA-SFM, 2015).

Nos résutats sont en accord avec ceux publiés par Takahashi en 2005, qui montre la
prédominance des Actinomyces en présence et en absence de lésions carieuses. Ces bactéries
adhérent a la surface des dents par fixation des adhésines (situées sur les surfaces des cellules
bactériennes) sur les récepteurs contenus principalement dans le revétement sdivaire de la
surface dentaire (Kolenbrander, 1993) et sont connues comme colonisateurs précoces de la
plague dentaire (Lu et Levin, 2002) contribuant par ses activités métaboliques a la création

des conditions d’acidité et d’anaérobiose (Takahashi, 2008).

2.2.1.2.2. Lactobacillus :

Ce sont des bacilles isolés, Grant+, catalase-, oxydase-, immobile, anaérobies.

Les résultats des plaques APl 20 A et ceux de la sensihilité aux artibiotiques figurent dans les
tableaux ci-dessous (Tableau 18 et Tableau 19).

Tableau 18. Résultats destests biochimiques (Api 20 A) de Lactobacillus acidophilus :

Espéce Ind [ Ure| Glu| Man Lac Sac Mal Sal Xyl Ara | Ge | Esc Gly | Cd Mne | Mlz | Raf | Sor Rha Tre
Lactobacillus
- - + - + + + + - - + + + + + - - + - +
acidophilus
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Tableau 19. Résultats de la sensibilité de Lactobacillus acidophilus aux antibiotiques.

souches AMC AMX VA KAN COL MTZ
30ug 2519 Sug 1mg 10pg 16pg
Lactobacillus S S S S R S
acidophilus

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vanconycine, KAN: Kanamycine,
COL: Caolistine, MTZ : Métronidazole.

Dans la présente étude, Les souches de Lactobacillus acidophilus isolées présentaient une
résistance a la Colistine et une sensibilité a la Vancomycine, conforméement aux résultats de
I'antibiogramme des lactobacilles, et dont, seules les Lactobacillus hétérofermentaires
(Lactobacillus  fermentum) sont résstantes aux  glycopeptides  (Vancomycine) (CA-SFM,
2015).

La présence d’un nombre important des Lactobacilles dans les plaques supra-gingivales des
deux populations inclues dans cette éude est conforme aux données signalées par Candids et
Leslie en 2012. Les lactobacilles métabolisent rapidement les sucres alimentaires, puis, les
acides produits par ces derniers créent un environnement propice pour leur croissance et
causent a la suite la décalcification des dents (M arsh, 2006). En outre, des travaux antérieurs
ont démontré l'association entre l'augmentation des proportions de bactéries acidogénes et
aciduriques comme les lactobacilles et la carie dentaire (M unson et al., 2004; Caufield et al.
2007).

2.2.1.2.3. Bifidobacterium:

Ce sont des bacilles courts ramifiés en deux branches, Grant, catalase-, oxydase-, imnobile,
anaérobies.
Les résultats des plaques APl 20 A et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans les

tableaux ci-dessous (Tableau 20 et Tableau 21).
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Tableau 20. Résuitats des tests biochimiques (Api 20 A) de Bifidobacterium spp.:

ESpéCE Ind [ Ure| Glu| Man Lac Sac Mal Sal Xyl Ara | Gel | Esc | Gly | Cd Mne | Mlz | Raf [ Sor Rha Tre

Bifidobacterium

Pp.

Tableau 21. Résultats de la sensibilité de Bifidobacterium spp.aux arntibiotiques :

souches AMC AMX VA KAN COL MTZ
30ug 2509 Sug 1mg 10ug 16ug
Bifidobacterium S S S S R S
SPP.

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vancomycine, KAN: Kanamycine,
COL: Caolistine, MTZ : Métronidazole.

Les souches de Bifidobacterium spp. isolées a partir des prélévements des deux populations
présentent une sensibilité a la Vancomycine et une résstance a la Colistine, ces mecanismes
de croissance en présence de ces deux artibiotiques sont conformes a ce qui a éé rapporté

par le comit¢ de l'antibiotique dela société francaise de microbiologie (CA-SFM, 2015).

Le genre Bifidobacterium est considéré comme un constituant de la microflore normale des
dents (Tanner et al., 2011 ; Rozkiewicz et al., 2006) ce qui explique son isolement a partir
des plagues des sujets indennes de caries. De plus, des études antérieures ont démontré le
caractére acidogéne des bifidobactéries qui leur confére un réle primordial dans le processus
carieux (Beighton et al., 2008 ; M odesto et al., 2006 ; Van Houte et al., 2006)

2.2.1.2.4. Propionibacterium:

Ce sont des bacilles en fuseau, Grant, catalaset, oxydase-, immobile, anaérobies.

Les résutats des plagues APl 20 A et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans les

tableaux ci-dessous (Tableau 22 et Tableau 23).
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Tableau 22. Résultats destests biochimiques (Api 20 A) de Propionibacterium propionicum:
ESpéCG Ind [ Ure| Glu| Man Lac Sac Mal Sal Xyl Ara | Gd Esc | Gly | Cd Mne Mlz | Raf | Sor Rha Tre
Propionibacterium
o - - + | + + + + - - - + | - + - - - - - + +
propionicum
Tableau 23. Résultats de la sensibilité de Propionibacterium propionicum aux antibiotiques:
souches AMC AMX VA KAN CoL MTZ
30ug 2519 SHg 1mg 10pg 16ug
Propionibacterium S S S S S R

propionicum

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxci
COL: Colistine, MTZ : Métronidazole.

line +Acide Clavulanique, VA : Vancomycine, KAN: Kanamycine,

Pour la présente étude, les souches appartenant au genre Propionibacterium présentaient une
résistance au Métronidazole, Conformément aux données de la litérature (CA-SFM, 2015).

Les souches du genre Propionibacterium ont été isolées a partir des prélevements dentaires

des sujets avec ou sans lésions carieuses, ces résultats corroborent avec ceux merntionnés dans

d’autres études (Preza et al., 2008 ; Tanner et al., 2011 ; M unson et al., 2004).

2.2.1.2.5. Eubacterium:

Ce sont des bacilles en fuseau, Gramt+, catalase+, oxydase-, immobile, anaérobies.

Les résuitats des plagues APl 20 A et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans les
tableaux ci-dessous (Tableau 24 et Tableau 25).
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Tableau 24. Résultats des tests biochimiques (Api 20 A) d’Eubacterium limosum:

Espece

Ind

Ure | Glu

Man

Lac

Mal

Sal

Xyl

Ara

Gel

Esc

Gly | Cd

Mne

Miz

Raf

Rha

Tre

Eubacterium

limosum

Tableau 25. Résultats de la sensibilité d’Eubacterium limosum aux antibiotiques:

souches AMC AMX VA KAN COL
30ug 2509 SuUg 1mg 10ug
Eubacterium limosum S R S S R

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vanconycine, KAN: Kanamycine,
COL: Caolistine.

Les résultats du test de sensibilité aux antibiotiques des souches Eubacterium limosum isolées
en fable quantité seulement a partir des prélevements de plaques supra-gingivales des sujets a
dents cariées montrent la résistance de ces derniéres a la colistine conformément a ce qui a
¢été rapporté par le comit¢ de lantibiotique de la société francaise de microbiologie (CA-
SFM, 2015). Cette souche a été auss présente dans les prélévements des dents cariées ou

saines effectué dans d’autres études (Rozkiewicz et al., 2006 ; Preza et al., 2008 ; Tanner et

al., 2011)
2.2.2. Lesbactéries Gram négatif isolées et identifiées:

2.2.2.1. Lesbacilles Gram négatif aérobies

Les bacilles Gram négatif aérobies ont été isolés a partir des boites de gélose au sang incubées

en agrobiose a 37°C pendant 24 heures et de gélose MacConkey incubées en aérobiose a 37°C
pendant 24 heures.

Les bacilles isolés a partir de gdose au sang et MacCorkey incubés en aérobiose sont

idertifiés par les mini-galeries API20E.
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D’autres bactéries isolées a partir de la gélose au sang incubées en aérobiose sont identifiés

par les mini-galeries API20NE.

Les bacilles aéro-anaérobies identifiées par APl 20E et API20NE sont : Aeromonas

hydrophila, Klebseilla pneumoniae et Moraxella spp.

2.2.2.1.1. Aeromonas:

Ce sont des bacilles Gram-, catalaset+, mobile, aérobies.

Les résultats des plaques API 20 E figurent dans le tableau ci-dessous (Tableau 26).

Tableau 26. Résultats des tests biochimiques (Api 20 E) d’Aeromonas hydrophila :

ONPG ADH LDC oDC CIT H2S URE TDA IND VP | GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC

MEL

AMY

ARA

OoX

espece

Aeromonas
+ + - - + |- - - + |+ |+ - + - - - - - + +
hydrophila +
L’incubation en aérobiose des prélévements des deux populations étudiées nous a permis
d’isoler la souche Aeromonas hydrophila.
2.2.2.1.2. Klebseilla:
Ce sont des bacilles Gram-, catalaset, immobile, aéro-anaérobies facultatifs.
Les réaultats des plaques API 20 E figurent  dans le tableau ci-dessous (Tableau 27).
Tableau 27. Résuitats des tests biochimiques (Api 20 E) de Klebseilla pneumoniae:

espéce ONPG ADH LDC OoDC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA OX

Klebseilta |~ | F [~ [~ [~ [~ (||~~~ |\~ (Y| 1| | | 1|"|* |
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pneumoniae
Le tableau listé (Tableau 27) résume le profil biochimique d’une bactérie (Klebsiela
pneumoniae) isolée a partir des cuitures aérobies des prélevements dentaires issus des sujets
portant ou non des dents cariées, ces résuitats sont conformes a ce qui a été rapporté dans une
étude antérieure effectuée sur des enfants indemnes ou présentant des lésions carieuses
(Tanner et al., 2011).
2.2.2.1.3. Identification de M oraxella:
Les bactéries du gernre Moraxella sont des bacilles en paires et en grappes, a Gram-, catalaset,
anaérobies facultatifs.
Les résuitats des plagues APl 20 NE figurent dans le tableau ci-dessous (Tableau 28).
Tableau 28. Réaultats des tests biochimiques (APl 20 NE) de Moraxella sp.:
N NO3 TRP GLU ADH URE ESC GEL PNPG GLUa | ARAa MNEa MANa | NAGa MALa | GNTa CAPa | ADI MLTa ClTa PACa
espéece .
Moraxella
+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
.

La souche Moraxella sp. a été isolée a partir des plaques supragingivales des sujets indennes
de caries et des sujets présentant des dents cariées. les enquétes microbiennes ont montré que
la bactérie Moraxella fait partie dela flore buccale résidente (Al-Assadi et al., 1982).

2.2.2.2. Lesbacilles Gram négatif anaérobies
Les bacilles Gram négatif anaérobies ont été isolés a partir des boites de gélose au sang
incubées en anagrobiose a 37°C pendant 5-7 jours.

Ces bacilles issus des boites d’anaérobiose sont identifiés par les mini- galeries API 20A.
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Les bacilles anaérobies identifiés par APl 20A sont: Prevotella sp., Fusobacterium

mortiforum, Capnocytophaga sp., Bacteroides sp., Porphyromonas asaccharolytica.

2.2.2.2.1. Prevotella
Ce sont des courts bacilles, Gram-, catalase-, oxydase-, immobile, anaérobies.
Les résuitats des plagues APl 20 A et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans les

tableaux ci-dessous (Tableau 29 et Tableau 30).

Tableau 29. Réaultats des tests biochimiques (Api 20A) de Prevotella sp:

Ind | Ure

Glu

Man

Lac

Sac

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vancomycine, KAN: Kanamycine,
COL: Colistine.

L’identification phénotypique des prélevements incubés en anaérobiose a révéle la présence
de la souche Prevotella sp. dans les plagues supragingivales des deux populations, le test de
sensibilit¢ aux antibiotiques confirme qu’il s’agit du genre Prevotella a cause de sa résistance
a la Vancomycine et la colistine conformément aux résultats de I'antibiogramme établi dans

d’autres travaux (Dubreuil, 2006 ; CA-SFM, 2015).

Le genre Prevotella se trouve dans les plagues dentaires supra et sous-gingivales, la salive, la

muqueuse buccale et dans la zone de l'amygdale de la cavité buccale, elles sont fréquemment
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Espéce Mal Sal Xyl Ara | Ge | Esc | Gly [ Ce | Mne | Miz | Raf Sor | Rha | Tre
Prevotella
+ |+ |+ |- +/- | +/- | + SN Y B Y S S S S S I ST I S S S S S I - -
p.
Tableau 30. Résultats de la sensibilité de Prevotella sp. aux antibiotiques :
souches AMC AMX VA KAN COL
30ug 2519 SHg 1mg 10ug
Prevotella sp. S S R R S
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observées chez les individus sains et ne sont pas souwvent associées a des maladies. Cette
bactérie est 'une des colonisateurs précoces de la bouche des enfants, par agrégation avec
d'autres especes bactériennes (Haraldsson, 2005), et son isolement & partir des prélevements
dentaires des deux populations etudiées est en corrélation avec les résultats cités par d’autres

auteurs (Zongxin et al., 2010 ; Tanner et al., 2011).

2.2.2.2.2. Fusobacterium:

Ce sont des bacilles fins, Gram+-, catalase-, oxydase-, imnobile, anaérobies.

Les résuitats des plagues APl 20 A et ceux de la sensibilité aux antibiotiques figurent dans les

tableaux ci-dessous (Tableau 31 et Tableau 32).

Tableau 31. Résultats destests biochimiques (Api 20A) de Fusobacterium mortiforum:

Epéce Ind | Ure | Glu Man Lac Sac Mal Sal Xyl Ara | Gd | Esc Gly | Cd Mne | Mlz | Raf | Sor Rha Tre

Fusobacterium

mortiforum

Tableau 32. Réaultats de la sensibilité de Fusobacterium mortiforum aux antibiotiques :

souches AMC AMX VA KAN COL MTZ
30ug 2509 Sug 1mg 10ug 16ug
Fusobacterium S S R S S S
mortiforum

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vancomycine, KAN: Kanamycine,
COL: Caolistine, MTZ : Métronidazole.

La senshilité de Fusobacterium aux antibiotiques révéle des niveaux de résistances élevés a la
Vancomycine. Ces résuitats se corroborent avec ceux rapportés dans la littérature (Dubreuil,
2006 ; CA-SFM, 2015).
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Les souches du genre Fusobacterium sont également présentes dans la plague dentaire des
deux groupes, ce qui concorde avec les données signalées par Candids et Leslie en (2012),
Preza et al. en (2008) et Tanner et al. en (2011). Les Fusobactéries sort le plus souvent vus
en grand nombre dans la plague supra et sous-gingivale de la cavité buccale saine et malade.
lls facilitent également I'accumulation et l'adhérence d'autres bactéries orales dans le biofilm
(Lamont et Jenkinson, 2010).

2.2.2.2.3. Capnocytophaga:

Ce sont des bacilles fusformes, Gram, catalase-, oxydase-, immobile, aéro-anaérobies.

Les résuitats des plagues APl 20 A et ceux de la sensbilité aux antibiotiques figurent dans les
tableaux ci-dessous (Tableau 33 et Tableau 34).

Tableau 33. Résultats destests biochimiques (Api 20A) de Capnocytophaga sp.:

ESpéCG Ind | Ure| Glu | Man Lac Sac Mal Sal Xyl | Ara | Gd Esc | Gly | Cd Mne | Miz | Raf | Sor | Rha Tre
Capnocytophaga sp. | + - + - + + + + - - + + + + + - + - - +
Tableau 34. Résuitats de la sensibilité de Capnocytophaga sp.aux antibiotiques :
souches AMC AMX VA KAN COL MTZ
30Hg 25ug 5ug 1mg 10ug 16ug
Capnocytophaga S S S R S R
p.

AMX: Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vancomycine, KAN: Kanamycine,

COL: Colistine, MTZ : Métronidazole.

L’éspece Capnocytophaga sp. a éé isolée a partir des plaques supra-gingivales des deux

population étudiées, le test de sensiilit¢ aux antbiotique nous a permis de confirmer qu’il

s’agit du genre Capnocytophaga suite a sa résistance a la métronidazole conformément aux

résultats de I’antibiotigramme cités dans des études antécédentes (Dubreuil, 2006). En outre,
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la présence du genre Capnocytophaga dans les plagues supra-gingivales des deux populations

inclues dans cette étude est conforme aux résultats rapportés dans des travaux précédents

(Zongxin et al., 2010 ; Tanner et al., 2011).

2.2.2.2.4. Bacteroides:

Ce sont des bacilles, Gram:, catalase+, oxydase-, immobile, anaérobies.

Les résuitats des plagues APl 20 A et ceux de la sensbilité aux antibiotiques figurent dans les

tableaux ci-dessous (Tableau 35 et Tableau 36).

Tableau 35. Résultats des tests biochimiques (Api 20A) de Bacteroides sp.:

Espéce Ind | Ure | Glu | Man [ Lac Sac | Mal Sal Xyl Ara | Gel| Esc | Gly | Cd Mne | Miz | Raf Sor Rha | Tre
Bacteroides
Sy I I I S I S IR Y C Iy CR N R IR R I o B B Y E B R B N B Y SN B I Y CR B N B YRR R O B
Sof
Tableau 36. Résuitats de la sensibilité de Bacteroides sp. aux antibiotiques :
souches AMC AMX VA KAN COL
30Hg 25ug SHY 1mg 10ug
Bacteroidessp. S S S R S

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vanconycine, KAN: Kanamycine,
COL: Caolistine.

La souche Bacteroides sp. était présente dans les prélevements des plaques issus des deux
populations conformement aux résuitats des études précédentes (Preza et al., 2008), le test de
sensibilité  aux  artibiotiques corfirme la résstance de cette souche a la Kanamycine
(Dubreuil, 2006).
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Les souches du genre Bacteroides font partie de la microflore buccale résiderte, elles ont la
capacité de se lier avec d'autres bactéries de la cavité buccale (Chhour et al., 2005). De plus,
Elles pewent également participer au basculement de ['écologie microbienne vers un état
sain ou malade.

2.2.2.2.5. Porphyromonas:

Ce sont des petits bacilles, Gram-, oxydase-, immobile, anaérobies.

Les réaultats des plagues APl 20 A et ceux de la sensibilité aux artibiotiques figurent dans les

tableaux ci-dessous (Tableau 37 et Tableau 38).

Tableau 37. Réaultats des tests biochimiques (Api 20A) de Porphyromonas asaccharolytica:

Ure | Glu | Man Lac Sac Mal Sal Xyl Ara | Gel| Esc | Gly | Cd Mne | Miz | Raf | Sor Rha Tre

ESFx‘ace Ind

Porphyromonas

asaccharolytica

Tableau 38. Résultats de la sensibilité de Porphyromonas asaccharolytica aux antibiotiques:

souches AMC AM X VA KAN COoL
30ug 2519 SHg 1mg 10ug
Porphyromonas S S S R R
asaccharoalytica

AMX : Amoxcilline, AMC: Amoxcilline +Acide Clavulanique, VA : Vanconycine, KAN: Kanamycine,
COL: Caolistine.

Dans cette éude, le genre Porphyrononas était auss présent dans les plaques supra-
gngivales des deux populations,
résistance de Porphyromonas ala Colistine (CA-SFM, 2015).

les résultats de la sensibilité aux antibiotiques confirment la
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Des études récentes ont révélé une prévalence élevée de Porphyromonas sp. et dautres
bactéries anaérobies appartenant au phylum du Bacteroides (Prevotella sp, Capnocytophaga,
et Bacteroides sp) dans la sdlive de sujets sains et ils éaient moins fréquents dans la plaque
dentaire des mémes sujets (Keijser et al., 2008), ces souches colonisent la plaque dentaire en
interagissant avec d’autres bactéries, tels que le groupe des streptocoques oraux (Daep et al.,
2008) et elle ort été liées a diverses maladies orales telles que les maladies parodontales et la
carie dentaire (Nadkarni et al. 2004).

3. Nombre desisolats bactériens présents dans les plaques supra-gingivales des deux

populations :

Pluseurs morphotypes ont été isolés a partir des plagues supra-gingivales des deux
populations, le tableau suivant montre le nombre de chagque espéce bactérienne isolée a partir
des plagues supra -gingivales des participants ayant des dents cariées et ceux qui sort

indemnes de carie (voir Tableau 39).

Tableau 39. Nonmbres des especes bactériennes isolées a partir des plagues supra -gingivales
des sujets présentent des derts cariées (C) et des sujets indemnes de carie dentaire (NC) :

Especes bactériennes plagque Supragingivale

NC (N) C\)

|. Bacterie aerobie

Cocci Gram-positif

Streptococcus
Streptococcus sanguinis 1 2
Streptococcus acidomonimus 5 6
Streptococcus constellatus 4 7
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Streptococcus agal actiae
Streptococcus uberis
Streptococcus mutans
Streptococcus oralis
Streptococcus anginosus
Streptococcusintermedius
Gemella
Gemellamorbillorum
Gemellahaemolysans
_Enterococcus faecium
Micrococcus sp.
Aerococcus viridans
Staphyl ococcus
Staphylococcus Aureus
Staphyl ococcushominis
Lactococcus
Lactococcus lactisssp lactis

Lactococcus lactisssp cremoris

19

11

Cocci Gram-negatif
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Moraxella spp. 7 8

Bacille Gram-negatif

Klebsiellapneumoniae 6 5

Aeromonas hydrophila 4 7

I1. Bacterie anaerobie

Bacille Gram-positif

Actinomyces
Actinomyces naed udii 12 15
Actinomyces meyeri 5 14
Actinomycesisradlii 2 3
Actinomyces viscosus 0 1
Lactobacillus
Lactobacillusacidophilus 3 11
Bifidobacterium spp. 1 3
Propionibacterium propionicum 4 6
Eubacteriumlimosum 0 4
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Bacille Gram-negatif
Prevotella sp. 4 9
Fusobacterium mortiforum 2 4
Capnocytophaga sp. 3 5
Bacteroidessp. 1 3
Porphyromonas asaccharol ytica 2 2
Total des souchesisolées 117 199

Au tota 117 souches ont été récoltées au sein des plagues supragingivales des sujets
indennes de caries. Elles ont été répertoriées en 18 genres. 199 souches ont été récoltées et
soumises a identification dans les plagues supragingivales des sujets a dents cariées, €elles ont
€té classées en 20 genres différents. De ce fait, presque les mémes genres bactériens éaient
présents dans les plaques supragingivales des deux populations a Iexception des genres
Micrococcus et Eubacterium faiblement retrouvés seulement dans les prélevements dentaires
des sujets ayant des dents cariées (Tableau 39). Des études antérieures ont révélé la présence
du genre Micrococcus dans les lésions carieuses (Zaremba et al., 2006) . Ains que, la
prédominance des espéces du genre Eubacterium dans les lésions carieuses avancées
(Nadkarni et al., 2004 ; Lima et al., 2011).

Ure éude antérieure de la microflore des plagques supragingivales et sous-gingivales d’un
échartillon des adultes ’sains ** indemnes de caries de I'ouest Algérien (Ziouani et al, 2015)
a révélé Tisolement de certaines espéces retrouvées également dans notre étude du point de
vue guditatif dans nos deux échantillons (carié et non carié) : Streptococcus sanguinis,
Streptococcus acidomonimus,  Streptococcus constellatus Streptococcus  agalactiae,

Streptococcus  uberis, Streptococcus mutans,  Streptococcus oralis,  Streptococcus
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anginosus, Streptococcus intermedius, Gemella haemolysans, Enterococcus faecium,
Micrococcus sp., Aerococcus viridians, Lactococcus lactis, Klebsiella pneumonia,
Aeromonas hydrophila, Actinomyces naedundii, Actinomyces isradlii, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium sp., Propionibacterium propionicum, Prevotela sp.,
Fusobacterium mortiferum, Capnocytophaga sp., Bacteroides sp. et Porphyromonas

assacharolytica.

Le role d’une flore bactérienne tres diversifiée est de prévenir la progression des pathologies
bucco-dentaires  de pluseurs fagons. les bactéries peuvent empécher l'adhérence des
pathogenes sur des surfaces spécifiques en occupant les niches préférées par ce pathogene,
elles pewent auss entraver les capacités d'un agent pathogene a se mutiplier, comme elles
peuwent dégrader les facteurs de viruence d'un agent pathogene (Socransky et Haffajee,
1992).

4. Résultats de I’analyse statistique des fréquences des isolats

La présente éude est pionniere en Algérie visant a caractériser la microflore associée a la
plague supra-gingivale des sujets ayant des caries dentaires et d’autres indemnes de caries par

le biais des méthodes de culture anoxique et aérobie.

4.1. Fréquences d’isolement des bactéries aérobies et anaérobies :

Les plagues dentaires supra-gingivales des sujets sans carie révelent 117  souches: 76
(66.67%) aérobie et 41 (33.33%) anaérobies appartenaient a 18 genres (Figure 14.a).
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M bactéries Aérobies

Non Carié

B bactéries Anaérobies

Figure 14. a. Pourcentages de bactéries aérobies et anaérobies dans les plagues supragingivales

des sujets indemnes de caries dentaires.

Les plagues supra-gingivales des sujets présentant des dents cariées révelent un total de 199
souches appartenaient a 20 gerres: 119 (59.80%) souches aérobie et 80 (40.20%) anaérobie

(Figure 14.b).

B bactéries Aérobies

Carié

B bactéries Anaérobies

Fig.14.b. Pourcentages de bactéries aérobies et anaérobies dans les plagques supragingivales des

sujets ayant des dents cariées

Les résultats de I'éude statistique des fréguences des bactéries agrobies et anaérobies dans les

plaques supragingivales des sujets sans et avec lésions carieuses sont preésentés dans le Tableau

40.
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Tableau 40. Fréquences des bactéries aérobies et anaérobies (%) dans les plaques

supragingivales des sujets sans et avec caries dentaires

Groupes  bactéries Aérobies bactéries Anaérobies P
N % N %
NC 76 66.67 41 33.33 *
C 119 59.80 80 40.20 *

NC : population indemne de carie, C : population ayant des dents cariées, N : nombre de souches

* P<0.05 différence statistiquement significative entre les bactéries aérobies et anaérobies pour les
deux groupes.

L’étude statistique a montré qu’il ya une difference significative entre les fréquences de
bactéries aérobies et anaérobies dans les plaques supra-gingivales des personnes ayant des
dents cariées et ceux qui sont indemnes de lésions carieuses. La prédominance observée, dans
notre étude, des bactéries aérobies dans les plagues supragingivales des deux groupes est en
corrélation avec ce qui a été rapporté dans d’autres études (M aripandi et al., 2011) (Tableau
40).

4.2. Fréquences d’isolement des bactéries Gram positif et Gram négatif :

Les plagues dentaires supra-gingivales des sujets sans carie révélent 88 bactéries a Gram
positif et 29 bactéries a Gram negatif (Figure 15.a.).
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Non carié

B Gram+ B Gram-

Figure 15.a. Pourcentages des bactéries Gramt+ et Gram- dans les plagues supragingivales des

sujets indemnes de caries dentaires.

Les plagues supra-gingivales des sujets présentant des dents cariées révelent 156 bactéries a
Gram positif et 43 bactéries a Gram négatif (Figure 15.b.).

carié

B Gram+ B Gram-

Figure 15.b. Pourcentages des bactéries Gram+ et Gram+ dans les plagues supragingivales des
sujets présentant des lésions carieuses
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Les résultats de I'étude statistique des fréquences des bactéries Gramt+ et Gram+ dans les plaques

supragingivales des sujets sans et avec lésions carieuses sont présentés dans le Tableau 41.

Tableau 41. Fréquences des bactéries Gram+ et Gram (%) dans les plaques supragingivales

des sujets sans et avec caries dentaires

Groupes bactérie Gram+ bactérie Gram- P
N % N %
NC 88 75.21 29 24.79 *
C 156 78.39 43 21.61 *

NC : population indemne de carie, C : population ayant des dents cariées, N : nombre de souches

* P<0.05 différence statistiquement significative entre les bactéries Gram+ et Gram- pour les deux
groupes.

II'y a plus disolement de bactéries a Gram positif que de bactéries Gram négatif pour les deux
groupes (p <0,05) (Tableau 41) Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Ayaz et al.
en (2012).

4.3. Fréquences d’isolement des espéces bactériennes :

Pour identifier les espéces bactériennes spécifiquement associées auX processus carieuX, nous
avons comparé les microbiomes des prélévements des dents cariées a ceux des dents saines.
Pour rédiser cette comparaison, nous avons compar€ individuelement les fréquences de
chague espece isolée a partir des prélevements des dents cariées et des dents saines en faisant
recours a l'analyse statistique de khi-deux rédisée par le logicidl SPSS. Les fréquences des
especes isolées aind  que les valeurs de P calculées par le logiciel SPSS sont présentées dans
le Tableau 42.
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Tableau 42. Les fréquences (%) des espéces bactériennes isolées a partir des plagues
supragingivales des individus présentant des dents cariées (C) et d’autres indemnes de carie
dentaire (NC)

Especes bactériennes plague Supragingivale
NC (n=50) | C (n=50) P
|. Bacterie aerobie
Cocci Gram-positif
Streptococcus
Streptococcus sanguinis 2 4 >0.05
Streptococcu sacidomonimus 10 12 >0.05
Streptococcus constellatus 8 14 >0.05
Streptococcus agal actiae 10 10 >0.05
Streptococcus uberis 4 6 >0.05
Streptococcus mutans 6 20 <0,05
Streptococcus oralis 4 6 >0.05
Streptococcus anginosus 8 12 >0.05
Streptococcusintermedius 2 6 >0.05
Gemedlla
Gemellamorbillorum 4 0 >0.05
Gemellahaemolysans 8 6 >0.05
Enterococcus faecium 16 38 <0,05
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Mi crococcus sp. 0 2 >0.05
Aerococcus viridans 6 22 <0,05

Staphyl ococcus

Staphylococcus Aureus 8 12 >0.05
Staphyl ococcushominis 8 10 >0.05
Lactococcus

Lactococcus lactisssp lactis

8 10 >0.05
Lactococcus lactisssp cremoris

10 8 >0.05
Cocci Gram-negatif
Moraxella spp. 14 16 >0.05
Bacille Gram-negatif
Klebsiellapneumoniae 12 10 >0.05
Aeromonas hydrophila 8 14 >0.05

|1. Bacterie anaerobie

Bacille Gram-positif
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Actinomyces
Actinomyces naed udii 24 30 >0.05
Actinomyces meyeri 10 28 <0,05
Actinomycesisraelii 4 6 >0.05
Actinomyces vi scosus 0 2 >0.05

Lactobacillus

Lactobacillusacidophilus 6 22 <0,05
Bifidobacterium spp. 2 6 >0.05
Propionibacterium propionicum 8 12 >0.05
Eubacteriumlimosum 0 8 <0,05

Bacille Gram-negatif

Prevotella sp. 8 18 >0.05
Fusobacterium mortiforum 4 8 >0.05
Capnocytophaga sp. 6 10 >0.05
Bacteroidessp. 2 6 >0.05
Porphyromonas asaccharolytica 4 4 >0.05

*P<0.05 différence statistiquement significative entre les fréquences d’isolement des espéces des plaques supra-

gingivales pour les sujets sans et avec caries dentaires.
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Il ny avait pas de differences significatives entre le taux disolement de diverses espéeces
bactériennes dans les deux groupes, sauf pour Enterococcus faecium (16% vs 38%) (P <0,05),
Actinomyces meyeri (10% vs 28%) (P <0,05), Aerococcus viridans (6% vs 22%) (P <0,05),
Lactobacillus acidophilus (6% vs 22%) (P <0,05), Streptococcus mutans (6% vs 20%) (p
<0,05) Et Eubacterium limosum (0% vs 8%) (P <0,05), qui ont été significatives dans

I’échantillon des sujets présentant des dents cariées (Voir Tableau 42)

Sur ce contexte, la présente éude permet de démontrer que Streptococcus mutans,
Enterococcus faecium, Aerococcus viridans, Actinomyces meyeri, Lactobacillus

acidophilus et Eubacterium limosum sont associés aux lésions carieuses.

Pour le groupe des participants ayant des dents cariées, les souches d’Enterococcus faecium
sont aors les plus dominantes (38%), suivie par les souches d'Actinomyces meyeri (28%),
Aerococcus viridans et Lactobacillus acidophilus représentent la méme fréquence de 22%
suivies par Streptococcus mutans a 20%, alors que, la souche Eubacterium limosum a été
isolée aure faible concentration (8%) (Voir Tableau 42).

Les especes de streptocoques buccaux résident dans la cavité buccale humaine représentent a
peu prés 20 % du total des bactéries buccales ce qui se rapproche de nos résuitats (22.06%).
De méme, les résultats d’une ¢tude antérieure indiquent I'isolement des streptocoques a partir
des plaques dentaires des adultes ayant des lésions carieuses avec une fréquence (19%)
proche de la fréquence des streptocoques isolés a partir des plagues supragingivales des sujets
a dents cariées de notre étude (23.07%). Certains streptocoques sont considérés comme des
colonisateurs précoces de la cavité buccale (Lamont et Jenkinson, 2010). lls peuvent
¢galement contribuer au maintien de I'état de bonne santé dentaire (Aas et al., 2008) par le
développement des propriétés spécifiques pour coloniser les différents sites buccaux soumis a
de constants changements de conditions, pour combattre les compétiteurs et pour résister aux
agessions externes (systéme immunitaire de I'hdte, chocs physico-chimiques, frictions
mecaniques) (Guillaume et Marc, 2011). De méme, les streptocoques commensaux peuvent
devenir des pathogenes opportunistes initisteurs d’un état pathologique (Simon, 2007) suite
aux déséquilibres dans la flore indigene (Guillaume et Marc, 2011). De plus, deux especes
sont clairement surexprimés: Streptococcus mutans (20 %) et Streptococcus constellatus
(14%), suite a des travaux antécéderts, le membre le plus couramment associé et fortement
impliqué ala carie dentaire est Sreptococcus mutans (Tortora et al., 2007).
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Cependant, d’autres cocci a Gram positif ont été également isolés (Enterococcus faecium,
Lactococcus lactis ssp cremoris, Micrococcus sp.,  Aerococcus viridans, Gemella
haemolysans, et Gemella morbillorum) de la plaque supra-gingivale des deux populations,
avec une prédominance d’E. faecium qui a éé isolée en proportions importantes dans les
plaques supra-gingivales des sujets indennes de caries (16%) et des sujets portant des lésions
carieuses (38%) (P <0,05) (Voir Tableau 42). Dans ce groupe des cocci a Gram positif, nous
avons remarqué lisolement de I'espece Micrococcus sp. avec une fréquence tres fable
seulement a partir des prélévements des dents cariées (1/50, 2%), la présence de cette espéece
dans la plaque dentaire a ét¢ confirmée par les données rapportées par d’autres études
indiquant son isolement a partir des plagues supragingivales des adultes (1/19, 5.26%) et a
partir des prélevements des lésions carieuses des suets agés de 55-72 ans (2/26, 7.7%)
(Zaremba et al., 2006).

Des travaux antécédents ont rapportés que les bacilles a Gram positif représentent 35 a 42%
de la flore cuitivable dans la plaque dentaire (Theilade et al., 1973).. Ce groupe représente
23.07% de la flore cultivable des plagues supragingivales des sujets indemnes de caries de
cette étude. Alors que, le genre  Actinomyces est le genre le plus retrouwvé (70.03 % des
bacilles a Gram posttif) conformément au constat d’une étude antécédente sur la grande
prévalence de ce genre dans le groupe des bacilles a Gram positif isolés a partir des plaques
dentaires (Theilade et al., 1973).

Le gere Prevotella a été isolé a partir des prélévements issus des deux populations avec une
fréquence importante dans les lésions carieuses (18%). En raison de sa présence a I'état sain et
malade, les bactéries appartenant a ce genre peuvent étre considérées comme opportunistes de
la cavité buccale. En outre, une étude précédente (Chhour et al. 2005) a démontre la présence
des membres de ce groupe dans les lésions carieuses avancées. Une éude rédisée par
Faryavi-Gholami et al. en 1999 a révélé des fréquences d’isolement du genre Prevotella
significativement plus élevées chez les enfants qui ont une mawaise hadeine (19%) par
rapport & ceux qui n‘ont pas ce probleme. Cela, peut expliquer les résultats de I'étude
statistique des données du questionnaire sur I'existence d’une association significative entre la
mawvaise haleine des suUjets interrogés et la carie dentaire.

L’éspece Fusobacterium mortiforum a été isolée a partir des plaques dentaires des deux

groupes avec des proportions proches (4% vs 8%). Cela est en raison du role de
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Fusobacterium dans l'accumuation et l'adhésion des autres bactéries orales dans le biofilm
(Lamont et Jenkinson, 2010).

Les souches appartenant aux genres Fusobacterium, Porphyromonas et Bacteroides ont
égdement été isolées a partir des plaques supra-gingivales des deux groupes. Elles sort
capables de co-agréguer avec d'autres bactéries de la cavité buccale (Lamont et Jenkinson
2010 ; Daep et al., 2008).

Les bactéries du genre Staphylococcus ont été moins fréquentes dans notre étude, néanmoins,
certains auteurs ort indiqué que ces bactéries sont fréquemment isolées de la flore buccale et
elles jouent un rble magjeur dans le processus infectieux des pathologies buccales (Robertson
et Smith, 2009). Une éude antérieure menée sur un échantillon des sujets aduites (35-44 ans)
a indiqué l'isolement de I'espéce Saureus a partir des prélévements des lésions carieuses
avec une fréguence de 3.8% (Zaremba et al., 2006). En outre, une deuxieme étude réalisée
par Schupbach et al. en (1996) a rapporté les fréquences d’isolement de cette souche dans
des Iésions carieuses primaires et avancées (4.4% et 15.5% respectivement). Pour la présente
étude, cette souche a été isolée a partir des plagues supragingivales des sujets a dents cariées
avec une fréquence de 8%.

Les bacilles entériques (Klebsiella pneumonia) ont  été présents dans nos préévements, il a
éé indiqué 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 prévalence de

ces bactéries a été enregistrée  chez nos patients indemnes  de caries dentaires (12%).
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4.4. Fréquences des isolats bactériens associés a la lésion carieuse

4.4.1. Enterococcusfaecium :

La souche Enterococcus faecium était présente dans les échartillons de plagues supra-
gngivales des deux populations avec une différence de fréquence hautement significative en
cas d’une atteinte carieuse (38%) par apport a la plaque saine (16%) (P <0,05) (Figure 16).
Elles sont connues pour étre acidogenes et aciduriques et elles ne sont pas souvent observées
dans la cavité buccale humaine (Tanzer et al., 2001) que dans les travaux de Candids
patrice en 2012, qui état le premier rapport connu pour son isolement & partir des Iésions
carieuses. Une autre étude réalisee sur un écharntillon des adultes sains (indennes de caries
dentaires) de I'ouest Algérien a révélé I'isolement de la souche Enterococcus faecium a partir
des plaques supragingivales et sou-gingivales avec des pourcentages (15.4% et 13.85%
simultanément) trés proches de la fréquence d’isolement de cette souche a partir des plaques

dentaires des gens indemnes de caries de notre étude (16%).

Fréquence (% ) Enterococcus faecium
40

35

30
25

20

15 -+

10 -+
5

O -

Non cariée Cariée

Figure 16. Fréguences d’isolement d’Enterococcus faecium chez les deux populations.
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4.4.2. Actinomyces meyeri :

Certaines ¢tudes ¢€pidémiologiques ont révéle lassociation des Actinomyces avec les caries
radiculaires (Johnson et al., 1990). Cependant, des études de Brailsford et al. en (1998 et
1999) ont démontré Iabsence d’association entre Actinomyces naedundii et les lésions
carieuses actives contrairement aux souches A. isradlii et A. gerencseriae fortement associées
au processus carieux. En outre, Shen et al. (2002) ont également isolé trois especes
d'Actinomyces, dont A. israelii, A. meyeri et A. odontolyticus, a partir des lésions carieuses,
parm lesguelles A. isradlii était I'espéce la plus prédominante. Dans la présente étude, les
proportions d’Actinomyces meyeri (28%) éaient Sgnificativement plus élevées dans les
prélevements des dents cariées (Figure 17.).

Les études sur la coagrégation entre Streptococcus spp. et Actinomyces spp. ort révélé que
l'adhésion inter-bactérienne entre ces deux souches favorise le développement du biofilm
dentaire (Yang, 2014). Plus important, ces colonisateurs précoces fournissent des sites de
liaison spécifiques soit directes, soit par l'intermédiaire des glycoprotéines sdlivaires liant les
organismes pionniers pour assurer une colonisation bactérienne tardive et promowvoir le

développement du biofim (Huang et al., 2011).
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Figure 17. Fréquences d’isolement d’Actinomyces meyeri chez les deux populations
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4.4.3. Aerococcusviridans:

Les souches Aerococcus viridans ont éé isolées a partir des échartillons issus des deux
populations avec une différence datistiquement significative (P <0,05) (Figure 18). Cette
bactérie est présente uniquement en tres petit nombre, dans les voies respiratoires supérieures
des personnes normeles (Williams et al., 1953).

Des études antécédentes ont constaté que la majorit¢é de ce a-groupe (aerococci) forment
I'acide dans un bouillon de glucose (pH final de 5,0-5,6) (Williams et al., 1953). Mais aucune

relation entre Aerococcus viridanset la plaque dentaire n’a été rapporté.

Il semble étre intéressant de noter que la souche Aerococcus viridans a été isolée seulement a
partir de nos prélevements et des prélevements des plaques supra et sous gingivales d’une
autre éude rédliste en Algérie (Ziouani et al., 2015), le pourcentage d’isolement d’
Aerococcus viridans dans les plagues supragingivales des sujets indemnes de caries (6%) se
rapproche des pourcentages d’isolement de cette souche dans les plaques supra et sous
gingivales (7.7%, 6.2%) de I'étude réalisée par Ziouani et al. en (2015). En effet, son
isolement s’avére étre spécifique a I’échantillon de la population adulte de I'ouest Algérien,

cequi estintéressant et soueve des questions.
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Figure 18. Fréguences d’isolement d’Aerococcus viridans chez les deux populations.
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4.4.4. Lactobacillus acidophilus:

Lactobacillus acidophilus a été isolée avec une fréquence hautement significative (22%) chez
les personnes ayant des caries (Figure 19). cette bactérie est capable de créer un
environnement propice a sa croissance et a la fois cause une décalcification des dents (M arsh,
2006). Des études antérieures ont démontré I'association des proportions accrues des bactéries
acidogenes et aciduriques comme Lactobacillus avec la carie dentaire (M unson et al 2004;.
Caufield et al., 2007).

Dans cette étude, les lactobacilles et les streptocoques mutans étaient plus fréquents dans la
plague supra-gingivale des sujets avec caries dentaires (20%, 22%, respectivement). Un grand
nombre de ces bactéries dans la plaque engendre la production d'acide a des taux éevés (de
Soet et al., 2000) suite ala fermentation des sucres alimentaires.
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Figure 19. Fréquences d’isolement de Lactobacillus acidophilus chez les deux populations.
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4.4.5. Streptococcus mutans:

La fréquence d’isolement de Streptococcus mutans éait SIGNIFICATIVEMENT plus éevée
pour les plaques supra-gingivales des sujets ayant des lésions carieuses (10/50; 20%) que pour
les plaques supra-gingivales des sujets indennes de caries (3/50; 6%) (p <0,05) (Figure 20).
Un congtat similaire a été observé dans une étude précédente ce qui implique que le membre
le plus couramment associé a la carie dentaire est Sreptococcus mutans (Tortora et al.,
2007).

Les especes prédominantes isolées par Shen et al. (2002) a partir de 30 lésions de caries
radiculaires étaient Lactobacillus spp. (90%), Streptococcus spp. (100%) et Actinomyces spp.
(63%). De plus, des études de la microflore des lésions carieuses ont indiqué que la flore
cutivable prédominante et composée des streptocoques, Lactobacilli, Actinomyces et les
staphylocoques (Van Houte et al., 1994 ; Schupbach et al., 1995). Dans notre éude, les
streptocoques, lactobacilles et les actinomyces étaient parmi les espéces les plus
prédominantes dans le biofilm des dents cariées avec des fréquences de 23.07%, 17% et 22%

respectivement.
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Figure 20. Fréquences d’isolement de streptococcus mutans chez les deux populations
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4.4.6. Eubactérium limosum:

Les streptocoques mutans nont pas toujours éé détectés comme des membres mgjeurs dans
les lésions carieuses. Des conditions de cuiture strictement anaérobies ont permis l'isolement
de Propionibacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Bifidobacterium et Actinomyces a partir
des prélévements des dents cariées (Hoshino, 1985). En plus, La portion pulpaire de la carie
dentaire contient plutdt des bactéries a Gram + anaérobies telles que: Eubacterium,
Propionibacterium,  Bifidobacterium avec Actinomyces et Lactobacillus. De ce fait, la
superficie de la carie dentare promowoit le développement de bactéries anaérobies
facultatives responsables de la progresson de la léson carieuse dors que la partie
profonde de la carie et responsable de la sdection de bactéries anaérobies dtrictes

(comme Propionibacterium, Bifidobacterium, Eubacterium) (Love and Jenkinson, 2002).

La souche Eubactérium limosum a été isolée avec une fréguence significative (8%) chez les
personnes ayant des caries dentaires (Figure 21). Des éudes antérieures ont révélé
I'isolement des especes du genre Eubacterium a partir des lésions carieuses avancées (Lima
et al.,, 2011). De méme, I'étude réalisée par Aas et al. en (2008) a révélé I'isolement des
especes du genre Eubacterium a partir des prélevements des dents permanentes des enfants

indemnes ou avec dents cariées avec des fréquences de 23% et 7% (p <0,05) respectiverment.
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Figure 21. Fréquences d’isolement d’Eubactérium limosum chez les deux populations.
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5. Résultats de I’évaluation de aptitude des isolats a former un biofilm :

Les souches isolées ont été testées pour mettre en évidence leur capacité a former un biofilm
par deux techniques : méthode de Rouge Congo (RCA) et méthode des micro-plagues de
titration.

5.1. M éthode de microplaques de titration a 96 puits :

Suite aux nombreuses études rapportant I'effet de la composition du milieu de croissance sur
la production du biofilm, i nous a semblé utile d’étudier la formation de biofilm par la
technigue de microplagues de titration décrite précédemment en utilisant le milieu BHIB seul
et supplémenté de 2% de saccharose.

Le crista violet a été utlise pour colorer le biofilm, et aprés séchage, le colorant a été
solubilisé avec l'alcool. Et cela conduit a une turbidité homogene du colorant (Stepanovic et
al., 2000).

Les différents isolats cliniques ont été divises en 3 catégories, y compris les non producteurs
de biofilm ou C1, les modérément producteurs de biofilm ou C2, et les fortement producteurs
de biofilm ou C3. Sachant que :

5.1.1. Les valeurs seuils pour I’essai de bouillon BHIB sans saccharose :

DOwin = 0.098+ (3x0.015)
DO wiin = 0.144
DO wiax =3%0.144

DO max = 0.432
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Les vaeurs inférieures a 0.144 représentent les souches non productrices de biofilm, les
valeurs comprises entre 0.144-0.432 ont éé associées avec les souches modérément
productrices de biofilm, et les valeurs DO supérieures a 0.432 correspondent aux souches
fortement productrices de biofilm

5.1.2. Les valeurs seuils pour I’essai de bouillon BHIB additionné de 2% saccharose :

DO’win = 0.10+ (3%0.013)
DO’ vin=0.14

DO’ max =3%0.144

DO’ max = 0.433

Les valeurs inférieures & 0.14 représentent les souches non productrices de biofilm, les valeurs
comprises entre 0.144-0.433 ont été associées avec les souches modérément productrices de
biofilm, et les vaeus DO supérieures a 0.433  correspondent aux souches fortement

productrices de biofilm.

5.1.3. L’étude de formation de biofilm en utilisant le bouillon BHIB seul :

Les valeurs moyennes de densités optiques (DO) obtenues par un lecteur d’absorbance pour
les microplaques, ot été converties en hissogramme. La valeur moyenne des puits de cortrole
(sans biofim) est égale a 0.14. D’aprés lanalyse de Ihistogramme et par comparaison des
différentes valeurs de DO pour chacune des souches étudies, il s’est avéré que 5 parmi les 17

souches sont modérément formetrices de biofilm présentant une 0.14<D0<0.43
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Discussion générale:

La mgjorité des éudes utlisart les techniques d'hybridation ADN-ADN ont mis l'accent sur
Iétude de I'écologie bactérienne de la plaque dentaire en cas de maladie parodontale
(Ximénez-Fyvie et al., 2000;. Socransky et al., 2004; Haffajee et al., 2008; Dahlén et al.,
2010; Lopez et al., 2011). En Algéie, il y a peu de données microbiologiques sur la
microflore bactérienne de la cavité buccale : Une étude a déterminé la microflore bactérienne
associée aux parodortites chroniques et agressives (Yacoubi et al. ,2010) ; et une deuxieme
étude a caractéris® la microflore bactérienne condtitutive du biofilm de la plague
supragingivale et sous-gingivale chez des adultes sains «indemnes de caries dentaires »
(Ziouani et al., 2015). Cette carence et liée a la nécessite de moyens spécifiques pour la mise

en culture des bactéries anaérobies condtitutives de la plague dentaire.

Les méhodes de cuitures bactériennes notamment les cultures anoxiques ont été utilisées
comme méthodes de référence pour la détection des bactéries anaérobies de la flore buccale,
en particulier, les bactéries parodonto-pathogénes et un grand nombre de bactéries de la flore
buccale afin  d'éudier les mécanismes de la colonisation bactérienne, ou de découvrir de
nouvelles  stratégies thérapeutiques (Jervoe -Tempéte et al., 2005; Verner et al., 2006 ;
Tomazinho et Avila-Campos, 2007; Atieh, 2008; Kistler et al., 2013).

La carie dentaire est qualifiée comme un probléme majeur de santé publique en raison de sa
prévaence (5 milliards de personnes présentent des caries dans le monde) (Petersen, 2003).
Au niveau international, la mgjorité des éudes sur la prévalence de la carie dentaire
concernent les enfants et les adolescents scolarisés. En Algérie, I'enquéte épidémiologique
menée dans le cadre du programme pilote d’éducation sanitaire buccodentaire mis en place
par le Ministere de la Santé et de la Population avec la collaboration de 'O.M.S révele que
pour 6000 éleves (repartis sur 08 localités de différentes régions du pays. El-Kala, Annaba,
Khemisti, El-Khroub, El-Oued, El-Biar, Staoueli Oran, Ghriss) dans la tranche d’age "6-8
ans' la prévalence carieuse est de 67% (Programme National de la Santé Bucco-dentaire

en milieu scolaire, 2001).

La présente étude est pionniere en Algérie ayant pour but principal la comparaison de la
composition bactérienne de la plague supragingvale entre des adultes présentant des dents

118



Discussion générale

cariées et d’autres indemnes de caries dentaires pour mettre en évidence les souches
bactériennes associées au développement des lésions carieuses. Puis, les souches isolées ont
€té testées pour évaluer leur pouvoir de formetion de biofilm L’impact des parametres socio
démographiques, économiques et cliniques sur la prévalence de la carie dentaire a été auss

évalué.

L’étude expérimentale fait I'objet d’une caractérisation phénotypique de la microflore
bactérienne des plaques supra-gingivales de 50 patients présentant des lésions carieuses et 50

patients indennes de caries.

La caractérisation phénotypique de la microflore bactérienne condtitutive des plagues supra-
gngivales des sujets indennes de caries et des suets présentant des caries révéle la
présence de 18 et 20 genres bactériens respectivement. La microflore bactérienne de ces deux
populations a éé dominée par des bactéries agro-anaérobies facultatives et aérobies (66.67%
pour la population indemnes de caries et 59.80% présentant des caries) (tableau 40). En effet,
la consommation d’oxygene par ces bactéries aérobies et ou aéro-anaerobies facultatives et la
réduction de la capacit¢ de l'oxygene a diffuiser a travers le biofilm contribuent au
développement d’une flore anaérobic dans les couches profondes de ce dernier (Gracieux et
al., 2006).

La culture bactérienne en aérobiose et en anaérobiose sur gélose au sang des prélevements
des plagues supra-gingivales a permis I'isolement des bactéries aérobies et anaérobies
(Tableau 39). Ure étude récente réalisée sur la microflore des plaques supra et sous
gingivales des adultes sains de I'ouest Algérien (Ziouani et al., 2015) a montré une forte

ressemblance avec la composition bactérienne des prélévements de plagues de notre étude.

L’analyse statistique des fréquences d’isolement des espéces bactériennes par le test khi-deux
(32, p< 0.05) a été effectuée dans le but d’évaluer la présence ou l'absence de différence
significative dans la composition bactérienne de la plaque supra-gingivale entre les sujets a
dents cariées et les syets indennes de lésions carieuses, d’autre terme la présence ou

I’'absence d’association entre les isolats bactériens et le processus carieux.

L’étude statistique des fréquences d’isolement des souches bactériennes de notre étude a
révélé la présence d’association significative entre la carie dentaire et les souches suivantes :

Enterococcus faecium (P <0,05), Actinomyces meyeri (P <0,05), Aerococcus viridans (P
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<0,05), Lactobacillus acidophilus (P <0,05), Streptococcus mutans (p <0,05) et Eubacterium
limosum (P <0,05) (Tableau 42).

Pour le groupe des participants ayant des dents cariées, les souches d’Enterococcus faecium
sont les plus dominantes (38%), suivie par les souches d'Actinomyces (20%). Streptococcus
mutans et Lactobacillus acidophilus représentent respectivement 20% et 22% (Tableau 42).

La carie dentaire est induite par la plague cariogene comprenant de nombreuses especes, Y
compris S. mutans, Rothia, Actinomyces, Lactobacillus et Bifidobacterium spp (Filoche et
al., 2010). De ce fait, Les streptocoques sont parm les premiers colonisateurs de la plague
dentaire (Nyvad et Kilian, 1987; ten Cate, 2006). Les éudes sur la coagrégation entre
Streptococcus spp. et Actinomyces spp. ont révélé gque I'adhésion inter-bactérienne entre ces
deux souches favorise le développement du biofilm dentaire (Yang, 2014). De plus, Les
lactobacilles et les streptocoques (principalement streptococcus mutans) sont parm les
principales bactéries cariogenes (van Houte, 1994; Kleinberg, 2002; Jakubovics, 2010;
Marsh et al., 2011). des éudes antérieures ont constaté que les patients ayant des niveaux
sdlivaires élevés de bactéries potentiellement cariogenes telles que Streptococcus mutans et
les lactobacilles, ont ét¢ désignés comme étant des patients a «risque élevé» d’avoir des
futures caries dentaires, et ils ont éé sélectionnés pour un suivi clinique et thérapeutique
supplémentaire (Gibbons, 1989 ; Shi et al., 1998; Walsh et Tsang, 2008).

La souche Enterococcus faecium n’a pas été connue comme colonisateur de la microflore
buccale humaine (Tanzer et al., 2001) qu’apres les résultats rapportés par les études récentes
de Candids patrice en (2012) et de Ziouani et al. en (2015) qui indiquent I'isolement
d’Enterococcus faecium & partir des dents cariées des sujets adultes et des plagues supra et
sou gingivales des adultes agériens sains «indemnes de caries » respectivement. De ce fait,
notre éude a confirmé la présence de cette souche dans la cavité buccale, et surtout sa

spécificité a la population de I'ouest Algérien.

En outre, la souche Aerococcus viridans a éé isolée pour la premére fois a partir des
prélevements des plaques dentaires des adultes sains «indemnes de caries» de I'ouest
Algérien (Ziouani et al., 2015), notre éude confirme sa présence dans la microflore des
plaques dentaires saines et réwveéle la présence d’association significative entre Aerococcus

viridans et la carie dentaire. En effet, son isolement s’avére étre spécifique a I’échantillon de
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la population adulte de I'ouest Algérien et son role dans le développement des Iésions
carieuses devra étre pris en compte vue que notre étude est considérée comme le premier

rapport entre cette souche et la carie dentaire.

L’essai de formation de biofilm par la méthode de microplague de titration en présence et en
absence de saccharose a montré que les espéces Streptococcus mutans, Streptococcus oralis,
Gemella haemolysans, Enterococcus faecium, Actinomyces naedundii Actinomyces
meyeri, Enterococcus faecium, Prevotella melaninogenica et Lactobacillusacidophilus sont
formatrices de biofim d’ou des valeurs de DO comprises entre 0.14-0.43. Des études
antérieures ont constaté que les lactobacilles, Prevotella buccae, Actinomyces spp. et
Streptococcus mutans sont formetrices de biofilm (Al Ahmad et al., 2014) ce qui leur

confére un réle important dans le procesus de développement deslésions carieuses.

Cette ¢tude nous a permis aussi de déduire le réle du saccharose dans I'amélioration de
powoir de formeation du biofim des souches bactériennes suite a I'augmentation de nombre
des souches productrice du biofilm aprés son gjout au BHIB. Ce sucre est considéré comme
éant le sucre dimentaire le plus cariogéne car il est plus fermentescible, et il sert auss de
substrat pour la synthése des polysaccharides extracellulaires (EPS) et intracellulaires (1PS)
dans le biofilm de la plague dentaire (Bowen, 2002).

Les syjets indemnes de caries dentaires et ceux qui ont des dents cariées ont remplis des
guestionnaires médico-dentaire composés de deux parties @ une partie des paramétres
sociodémographiques (age, sexe, niveau d’éducation) et économique et une deuxieéme partie
des parametres cliniques (la consommation de sucre, la mawaise hdeine, la fréquence de

brossage des dents, les douleurs des dents, le nettoyage inter dentaire, le grignotage entre les
repas).

L’¢tude statistique des paramétres sociodémographiques et économiques démontre Ia
présence d’association significative entre la carie dentaire et I'dge (P <0,05) et le niveau
cuiturel (P <0,05). Du fait que le haut niveau d'étude inplique la meilleure connaissance de la
meladie et la prise de mesure adéquates de prévention. (Tableau 2). Cependart, I’absence
d'association significative entre le statut économique et la prévalence des caries en Algérie (p
>0,05) est peut étre expliquée par l'accessbilité aux services de soins dentaires par tous les
niveaux Socio-économiques gréce ala gratuité des services médicaux.
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En outre, L’étude statistique des paramétres cliniques révele la présence d’association
significative (P <0,05) entre la carie dentaire et la consommetion de sucre, la mawvaise

haleine, la fréquence de brossage des dents, les douleurs des dents et le nettoyage inter
dentaire.

Pluseurs éudes a travers le monde ont montré I'association entre la carie dentaire et la
consommetion des sucres. Selon Frank (1994) et Dargent Pare et Levy (2001), un aliment
est cariogéne lorsqu’il participe directement ou indirectement au risque de caries. Les
bactéries prédominantes dans le processus de formation de plague supra-gingivale sort les
streptocoques non-mutans et les Actinomyces (Takahashi et Yamada, 1999). Ces bactéries
sont saccharolytiques et dégradent les hydrates de carbone dérivés des diments a travers la
voie d'Embden-Meyerhof-Parnas pour former les acides lactiques, formiques, acétiques,
succiniques et d'autres acides organiques, et consomment 'oxygéne par la NADH oxydase de
fagon concomitante. Ces activités créent un milieu acide et anaérobie (Kolenbrander, 1993).
Ces conditions d’acidité et d’anaérobiose peuvent ensuite faciliter la colonisation de la plaque
Supra-gingivale par d’autres bactéries qui supportent ces conditions (Takahashi et Yamada,
1999). Ces bactéries tolérantes a I'acide sont les seules qui peuvent survivre et effectuer la
glycolyse dans ces environnements acides. Certaines des espéces bactériennes les plus
courantes sont Streptococcus spp. et Lactobacillus spp. (M arquis, 1995) isolées avec des
fréguences hautement significatives dans les plagues dentaires de nos sujets portant des dents
cariées (23.07% et 22% respectivement) (Tableau 42). Les streptocogques mutans sont
considérés comme des pronmoteurs qui augmentent la cariogenicité des sites par le biais de
changements microbiens ains que l'adaptation a 'acide (Takahashi et Yamada, 1999). Dans
notre éude, la souche Smutans a éé isolée avec une fréquence hautement significative a
partir des plagues supra-gingivales des sujets ayant des lésions carieuses (10/50; 20%) par
rapport des suyjets indennes de caries (3/50; 6%) (p <0,05) (Figure 20). A ce pH acide, ce
biofilm bactérien est capable de déminéraliser I'émail des dents, avec un grand degré d'acidité
entrainant destaux plus rapides de déminéralisation.

De plus, le développement des lésions carieuses est lié au brossage des dents avec un
dentifrice fluoré considéré comme lun des principales habitudes d’hygiéne bucco-dentaire
réduisant la quantité des bactéries dans la cavité buccale (Gati et Vieira, 2011).
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D’autre part, La mawaise haleine est significativement associée a la carie dentaire (P <0,05)
sachant que la mawvaise hygiene bucco-dentaire, la sécheresse de la bouche, les saignements
de la gencive et la carie dentaire ont tendance a influencer la prévalence de I'hdlitose (Setia et
al., 2014). Des recherches antérieures ont montré que parmi les bactéries Gram-négatives,
Porphyromonas gingivalis, Prevotellaintermedia, Fusobacterium sp. , Tannerella forsythia
et Treponema denticola, sont les principales productrices de composes soufrés volatils
(Grover et al., 2015). qui sort inpliqués dans la survenue de I'halitose (Tolentino et al.,
2011). Cela peut expliquer la fréquence élevée de Prevotella dans la plague supra-gingivale
de nos adultes a dents cariées (18%) (Tableau 42).

Cette ¢étude partage un but d’enrichir les données statistiques sur la pathologie de carie
dentaire en Algérie, en mettant en évidence la biodiversté bactérienne des plaques
supragingivales chez des adultes ayant des caries et d’autres indemnes de caries dentaires
(population contréle). Cela sert de moyens efficace pour établir des plans thérapeutiques pour
la population touchée de caries et pour améliorer les sratégies de prévention pour la
population a risque carieux. Dans certains pays, des tests sdivaires sont  utilisés par le
dentiste traitant pour contrOler [l'efficacité du traitement préventif mis en place chez des
patients comme les malades atteints de cancers des voies aéro-digestives qui sont considérés
comme patients a fort risque carieux, L'objectif du chirurgien dertiste est donc d'essayer de
corvaincre ces patients de limportance d'une hygene bucco-dentaire stricte et d'un Suivi
régulier. Ces tests permettent donc d'apprécier la capacité tampon sdlivaire et de mesurer la
guartité de streptocoques mutans et de lactobacilles présents dans la salive. Dans ce contexte,
il sera intéressant d’établir un lien entre la présence des souches déclarées comme cariogénes
(Enterococcus faecium, Actinomyces meyeri, Aerococcus viridans, Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus mutans et Eubacterium limosum) dans notre étude et la survenue des lésions

carieuses chez les sujets afort risque carieux.
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Conclusion

Les méthodes de culture représentent un outil important pour la caractérisation des bactéries
de la plague supra-gingivale et des autres sites de la cavité buccale. Notre étude est pionniere
en Algérie qui élucide la diversité bactérienne de la plaque supra-gingivale chez des adultes

Algériens ayant des dents cariées et d’autres indemnes de carie dentaire.

Cette ¢tude a pour but d’évaluer I'impact des parametres du questionnaire (les parametres
socio démographiques, économiques et culturels, les habitudes alimentaires et les practices
d’hygiéne) sur la prévalence de la carie dentaire par le biais du test khi deux (¥2, p< 0.05),
d’estimer des variations de pourcentages et/ou des especes bactériennes en cas d’une atteinte
de carie dentaire en utilisant le test khi deux (y2, p< 0.05), ainsi que d‘évaluer I‘aptitude
desisolats bactériens a la formation du biofilm bucco-dentaire.

Les données du questionnaire ort révélé que la prévalence de la carie dentaire est importante
chez les femmes (68%) par rapport aux hommes (32%). L’étude statistique des données du
questionnaire par le test khi deux (x2, p< 0.05) montre gque la frégquence de consommétion des
sucres est significativement importante chez les sujets ayant des dents cariées (80%)(P <0,05),
et que le bon éat de santé bucco-dentaire est significativement associé a un bon niveau
d’¢tude (P <0,05) et a des bonnes pratiques d’hygiénes bucco-dentaire (P <0,05) ains que
I’association significative entre la mauvaise haleine et la carie dentaire (P <0,05). Cependart,
il Ny avait aucune association significative entre le niveau socio-économique et le grignotage

entre les repas avec la présence des lésions carieuses (p> 0,05).

L’analyse phénotypique des prélévements issus des plaques supra-gingivales des deux
popuations mortre une grande  biodiversté  bactérienne  de ces derniers avec la
prédominance des bactéries Gram-positif par rapport aux bactéries Gram négatif et des
morphotypes aérobies par rapport aux morphotypes anaérobies pour les deux groupes inclus
dans la présente étude.
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L’analyse statistique des fréquences d’isolements des especes bactériennes entre les sujets
indemnes de caries (controle) et les sujets présentant des lésions carieuses par le test khi deux
(%2, p< 0.05) nous a permis de révéler I'association significative (P<0.05) entre le processus
carieux €t les isolats bactériens suivants: Streptococcus mutans, Enterococcus faecium,
Aerococcus viridans, Actinomyces meyeri, Lactobacillus acidophilus et Eubacterium
limosum. Aerococcus viridans a été isolée pour la premiere fois a partir des prélevements de
dents cariées. En outre, une étude antérieure réalisée en Algérie a montré la présence de cette
espece dans la microflore des plagues supra et sous-gingivales des adultes sains «indemnes
de caries dentaires» (Ziouani et al., 2015). Les présents résultats confirment I'hypothese de
la plague écologique, en ce que la carie est le résutat d'un déséquilibre dans la microflore

totale due au stress écologique, ce qui entraine un avantage de certains «agents oraux

pathogenes».

Cette éude a évaué également Ilaptitude des isolats bactériens a la formetion de
biofilm, ce pouwvoir de formation de biofiim a éé déerminé par la technique de plaques de
micro-titration (PMT) en présence et en absence de 2% de saccharose et par la technique de
Rouge Congo. L’ajout de saccharose était dans le but d’¢lucider I'effet de ce dernier dans le

processus de formetion de biofilm.

Pour la méthode de microplague de titration, les résultats ont indiqué que 43.5 % des souches
sont productrices de biofilm pour I'essai de BHIB seul contre 60.9% des souches productrices
de biofilm pour I'essai de BHIB+2% saccharose. En outre, La méthode qualitative sur gélose
Rouge Congo a indiqué que 60.9% des souches sont productrices de biofilm.

Ces résultats confirment I'effet de saccharose dans I'amélioration de la capacité de formation
de biofilm des souches isolées ains que la fiabilité de la technique quartitative de plaques de
microtitration (PMT) par rapport a la méthode quaitative sur gélose Rouge Congo (RCA)

dans I’é¢tude du pouvoir de formation de biofilm.

On peut conclure que cette étude confirme des observations antérieures sur I’association de
certaines espéces bactériennes avec la formation de lésions carieuses, de plus elle enrichi les

données en impliquant d’autres espéces comme Aerococcus viridans qui semble étre

125



Concluson

gpécifiqgue a notre population Algérienne et qui pourra alors servir de cible pour éucider son

rble dans le processus carieux.
Les principales perspectives de recherches qui apparaissent alissue de cette these concernernt :

- La caractérisation moléculaire des isolats bactériens de cette étude notamment inpliqués dans le

processus carieux.

-La détection noléculaire des genes qui conferent aux bactéries leur pouvoir de formetion de

biofilm.

-L’étude de la relation entre la microflore buccale et les pathologies bucco-dentaires et d'autres
maladies comme les maladies cardiovasculaires, I'obésité, certains types de cancer, et les infections

pulmonaires.

- La prise en conpte des résultats de la présente étude dans les dStratégies de prévertion de la carie

dentaire.

- Les recherches futures devraient se concentrer sur la structure ains que le comportement des

communautés bactériennes de la plague dentaire.

- La prévention de la carie dentaire par des tests de dépistages rapides de patients a risgues et
creuser la piste de Iespéce Aerococcus viridans qui semble tres intéressante pour les patients

algériens en particulier

- Encourager des études similaires plus spécifiques (microflore sdlivaire).
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Annexes

Annexe N°1: Modéles des questionnaires remplis par les sujets des deux populations

Fiche de questionnaire pour sujets indemnes de caries

Nom et prénom ..........cooevvvvvennnennne..

Date de naissance ................... U oo
AT ..ttt ettt e e
Sexe 1 homme L Ifenme

PrOTESSION. . ..ottt e
Conditions SOCIOECONMOMMUIGUES .. .uvvnnteentteenteentte et eeteeenaeeaeeeeteeanaeenaeeaneeanneennens

Le motif de la consultation

Soins [ Jontrole [ ]

Fréquence de brossage des dents
- Réguigre [ ]

1fois [ ]2 fois [ [3fois [ _p3fois [ ]

- Irrégdigre [ ]
Nettoyage inter dentaire:

Soie dertaire (5) [ | Cure-derts (cd) [_] brosse interdentaire [ |
Combinaison (s+cd) ] rien utilisé  [_]

Type de dertifrice:

Nonfluorée [ | fluorée [ ]

Régime adimentaire glucidique

Oui [ ] Non [ ]
Grignotage entre les repas
ou [] Non [
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Tabagisme et acoolisme

Oui [ ] Non [ ]

Présence de mauwvaise haleine

Oui [ ] Non [ ]
Saignement de la gencive lors du brossage des dents

Oui [ 1 Non L]

Douleurs des dents

Oui [ ] Non [ ]
Hygene

Acceptable [ ] Nonacceptable [ ]

Douleur lors de la mastication

Oui ] Non []

Datede prélevement : / /

Signature
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Fiche de questionnaire pour sujets ayant des dents cariées

Nomet prénom ............coevvvviinnnannn.

Date de naissance ................... HOU et
N L
Sexe 1 homme L_Ifemme

PrORSSION. . . .ttt e
Conditions SOCIOECONOMUIQUES . ..uueententtententeententeateantete et eteaneente et eneenneeeennenns

Le motif de la consultation

Soins [ Fontrole [ ]
Fréguence de brossage des dents
- Régliegre [ ]

1fois [ ]2 fois [ I3fois [ _P3fois [ ]

- lrréguiére [ ]
Nettoyage inter dentaire:

Soie dentaire () [ ] Cure-dents (cd) [_] brosse interdentaire [ ]
Combinaison (stcd) [ ] rien uilis¢ ]

Type de dertifrice:

Nonfluorée [ | fluoorée [ ]

Régme dimentaire glucidique
ou [ ] Non [ ]
Grignotage entre les repas

ou [ Non [ ]

Tabagisme et acoolisme
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Oui [ ] Non [ ]

Présence de mauvaise hdeine

Oui [ ] Non [ ]
Saignement de la gencive lors du brossage des dents

Oui [ ] Non L]

Douleurs des dents

Oui [ ] Non [ ]

Hygiéne
Acceptable [ 1 Nonacceptable [ ]
Nombre de dents :
Dents Cariées ]
Derts Absentes [ ]
Derts Obturées [
Indice CAO =

Douleur lors de la mastication

Ou [] Non [ ]

Datede prélevement : / [/

Signature
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Annexe N°2: photos personnelles de quelques étapes de la téchnique d’étude du biofim
(méthode de microplaques detitration MPT)

Fig .1. Inoculation dela microplaque de Fig .2. Lavage des microplaques par la
titration (96 puits) par la suspension préparée solution PBS

Fig .3 .inocuation des puits par le crystal Fig .4. Lecteur de microplaques (bioTek,
violet & 0.1% Allemagne) (lecture de densité optique DO).
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Annexe N°3: Tableaux de lecture desplaques API

1. Tableau de lecture des plagues APl 20A

Annexes

QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
(mg/cup.) NEGATIF POSITIF
XL - mel 23mn < EHR/5m
IND L-tryptophane 096 |formaton diNDole Jaurs rouge
URE urée 0648 |UREase JAune-orangé rouge
BCP
GLU D-glucose 196 | acidification (GLUcose
MAN D-manntol 19 | acdificaton
LAC D-lactose 1% |acdficabon (LACiose)
(ongmne bovine) . ) .
SAC D-saccharose 186 | acdificabon (SACcharose) pourpre jaune | vert-@une
MAL D-mahose 1,9 mm;
SAL sabane 164 | acdificabon
XL m 164 |acidificaton (XYLose)
ARA L-arabi 164 | acidificabon (ARAbncse)
gélatne i de diffusion diffusion
LSELI | (ongne bovne) 06 | ydrlyse {protéase) (GELatine) du pgment (1) | du pigment noke (1)
Jaune (2) brun-nosr
esculne 0,36 .
EsC citrate de fer 011 | hydrolyse (B-glucosdase) (ESCuling) sous UV (365 nm)
fluorescence | pas de fuorescence
BCP
GLY ghyeérol 182 | acidificaton (GLY
CEL D-cellotwose 1,86 m}{mm]
RAF D-raffnose 218 | acidficaton (RAFfnose) — e
S0R D-sorbitod 218 | acdificabon (SORbaol)
RHA L-rhamnose 19 |acdificabon )
TRE D-tréhalose 19 |acdficabon
Aprés 30 min & Farr hibre
H02 dans un tube posiif
CAT - CATalase absence de bules | présence de bulles
SPOR - Spores abrence présence
GRAM - coloration de Gram rose wiclet
cocc - morphologie bacile coque
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2. Tableau de lecture des plagues APl 20 STREP

QTE | REACTIONS/ENZYMES RENATALS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS i
YP 1+ VP 2/ wsqud 10 min (3)
v sodum pyruvate 19 m Incolore Rose-Rouge
NIN / usqu'd 10 min

HIP acde hppunque 04 |hydrolyse (acde HIPpuique) |  IncoureBleu plie Bleu foncé/Violet

Incolore Incolore Nor Nowr
escuine 1,16 8-glucosidase :
EsC citrate de fer 0.152 m Jaune plle | Jaune Grs

aode pyrogiutamique- Incolore ou

PYRA | Snaphtyamide | 0025 |PYRrobdonyi Aryamidase | Orange rés pile .
aGAL WW yosde | 00376 |aGALaciosdsse | incooe Voo
BGUR W 0,0537 |8-GlUcuRonidase incolore Bleu

» N o= S
SGAL | galactopyranoside st 00306 | 8-GALactosidase Violet s plie S )
PAL | 2naphtylphosphate | 00244 |Phosphatase ALcaline vm;'u Vioiet
LAP | L-eucine-B-naphtytamide | 0,0256 |Leucine AminoPeptidase Incolore Osrge
ADH L-argnine 19 | Arginine DiHydrolase Jaune Rouge

ah 24h ah 24h
RE D-nbose 14 [acdcaton (RiBose) Rouge | T | Vo’ | seeme
ARA L-arabnose 14 |acdficaton (ARAbnose) Rouge m O;n‘ﬂ Jaune
MAN D-manntol 136 | acdficabon (MANniol) Rouge 9‘.:"?" Oange/ | Jaune
SOR D-sorbutol 136 |acidfication (SORbAo!) Rouge 9’.:3:’ Oange! | Jaune
D-lactose Orange/ Orange/

LAC (ongne bovine) 14 | acidficaton (LACtose) Rouge Rouge Joime Jaune
RE D-tréhalose 132 [acdfcaton (TREhakose) | Rouge | oot | O30 | jaune
n e 512 | acidficaton (NUine) Rowge | Tode’ | O’ | soume
RAF D-affinose 312 |acdficabon (RAFfinose) Rouge 9'.::’ Oange! | saune
AMD amvdon (2) 256 | acdicaion (AMDon) Rouge 9":: Oange! | Jaune
GLYG glycogéne 1,28 ug'ﬁcﬁl(GI.Yeonn) Rouge ou Orange Jaune

iE
It
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3. Tableau de lecture des plagues API 20 STAPH

Annexes

TEsTs | composants acTes | 9TE REACTIONS | ENZYMES RESULTAT
mycp) NEGATIF POSITIF
0 Aucun Temon négatt rouge -
GLU D-glucose 156 | (Témom positif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 14 | acdiication (D-FRUctose)
MNE D-mannose 14 | acdficaton (D-ManNosE)
MAL D-maltose 14 | acdiicaton (MALtose)
LAC D-tactoee 14 | acdficaton (LACtose) rouge * jaune
(ongine bovine)
TRE D-téhalose 132 | acdification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 136 | aciddicaton (D-MANnitol)
LT xyko 14 | acidiicaton (XyLiTol)
MEL D-mélibiose 132 | acdficaion (D-MELibiose)
NIT 1+ NIT 2/ 10 min
ntrate depotassum | 008 | Réducton des NiTrates en ndrites incoiore-rose pale rouge
LYMA+ZYMB /10 min
PAL | Gnaphtyiphosphate | 0.0244 |Phosphatase ALcaiine pue | ot
VP 1+VP2/10 min
WP sodium pyruvate 1904 | producton M||m incolore-rose plle | violet-rose
RAF D-raffinose 156 | acdficaton (RAFfinose)
XYL D-xylose 14 | acdification (XYLose)
SAC D-saccharose 132 | acdficaton (SACcharose) rouge joune
MOG méthy-aD- 126 |acdfcaton (Méthy-oD-
ghacopyranoside Glucopyrangside)
NAG N-acétyl-gucosamine 128 | acidfication (N-Acétyl-Glucosamine)
ADH L-argnine 1904 | Argine DiHydrolase jaune orange-rouge
URE urée 076 |UREase jaune rouge-violet
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4. Tableau delecture des plagues APl 20 E
TESTS COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS-ENZYMES RESULTATS
NEGATIF POSITIF
ONPG 2-nitrophényl-BD- R-galactosidase (Ortho incolore jaune
galactopyranoside NitroPhényl-
BDGalactopyranosidase)
ADH L-arginine Arginine DiHydrolase Jaune rouge - orangé
LDC L-lysine Lysine DéCarboxylase Jaune rouge - orangé
oDC L-ornithine Ornithine DéCarboxylase Jaune rouge - orangé
CI'I'| trisodium citrate utilisation du CITrate vert pale - jaune bleu-vert — bleu
H2S sodium thiosulfate production d'H2S / H2S incolore - grisatre dépot noir - fin
production liseré
URE Urée UREase Jaune rouge - orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane DésAminase Jaune Marron —
rougeatre
IND L-tryptophane production d’INDole JAMES-immédiat
Incolore-vert pale- rose
jaune
sodium pyruvate production d'acétoine incolore - rose rose - rouge
pale
Gélatine (origine Gélatinase (GELatine) Absence de diffusion du
bovine) diffusion pigment noir
GLU D-glucose fermentation - oxydation bleu - bleu-vert jaune - jaune gris
(GLUcose)
MAN D-mannitol fermentation - oxydation bleu - bleu-vert Jaune
(MANNitol)
INO Inositol fermentation - oxydation bleu - bleu-vert Jaune
(INOsitol)
SOR D-sorbitol fermentation - oxydation bleu - bleu-vert Jaune
(SORbitol)
RHA L-rhamnose fermentation - oxydation bleu - bleu-vert Jaune
(RHAmMnose)
SAC D-saccharose fermentation - oxydation bleu - bleu-vert Jaune
(SACcharose)
MEL D-melibiose fermentation - oxydation bleu - bleu-vert Jaune
(MELibiose)
AMY Amygdaline fermentation - oxydation bleu - bleu-vert Jaune
(AMYgdaline)
ARA L-arabinose fermentation - oxydation bleu - bleu-vert Jaune
(ARAbinose)
OoX (voir notice du test cytochrome-Oxydase (voir notice du test oxydase)
oxydase)
Réduction des potassium nitrate production de NO2 NIT 1 + NIT 2/ 2-5 min
nitrates réduction au stade N2
tube GLU Jaune rouge

156




5. Tableau de lecture des plagues APl 20 NE

Annexes

TESTS | COMPOSANTS AcTIFs | OTE L
REACTIONS/ENIYMES
(mglcup.) NEGATF |  POSITIF
III.I;IIiLZ.LI.ﬂ
NOs - 0.138 riduction des Milrates on nitrtes incolone TOs8-rougn
rbduction desNirales en azobe ] i incolons
JAMES / immddiat
incolore
TRP Leryplophane 0.2 | formation dindole (TRyploPhane) vertphie / jaune o8
Gl D-glucose 182 |fermentation (GLUcose) bieu & vert jaune
ADH L-arginine 192 | Asginine Dibtyaroiase joune —
oranges | ross |
URE urée 076 |UREase jaune - ol
ESC -u:-h uﬂﬁ hydrolyse (B-glucosidase) (ESCuline) jaune gris / mamon | nol
iatine pas de diffusion diffusion du
A-nitrophényl-p0- [l-galactosidase (Para-NitroPhényl80-
PHPG gelactopyranceide 022 Galactopyranosidase) monione Jaune
lew) D-glucose 1,58 | assimilation (GLUcose) transparence outle
|ARA| L-arabinose 1.4 | assimilation (ARADINOSE) ransparence ouble
| mME | D-mannoss 1.4 | assimilation (ManNosE) transparence trouble
| naan| D-mannited 136 | assimilabon [MANnto!) transparence trouble
[NAG] | N-acétylglucosamine 1.28 | assimiation (N-Acstyl-Glucosamine) transparence trouble
|mar | D-makase 14 | assimiation (MALtose) ransparence trouble
[GNT) | potassiumgiuconate | 184 | assimilation (potassium GhucoNaTe) iransparanca trouble
|car| acide caprique 0.78 | assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
| ADi] Bisde adipegue 112 | assimilation (acide ADIpique) transparence trouble
mawt) acide malique 1,56 | assimiation (MaLaTe) transparence trouble
lLeim) trisodium clrate 228 |assimilation (risodsum ClTrale) transparence trouble
[PAC] |  acde phoayiacstique 08 | assimiation (acide PhénylACétique) tranaparence touble
ox {volr notice cytochrome-axydase (volr notice du test axydase)
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Annexe N° 4 : photos personnelles de quelques espéces isolées a partir des plagues supragingivales des sujet:
d’autres indemnes de caries (aspects sur boite et ’examen microscopique apres coloration

coloration de

Espéces Coloration de GRAM

|. Lesaérobies

Cocci Gram +

Streptococcus Streptococcus sanguinis
Streptococcus acidomonimus
Streptococcus constellatus
Streptococcus agal actiae

Streptococcus salivarius

Streptococcus mutans

Streptococcus oralis

Gemdla Gemdlamorbillorum

Gemellahaemolysans

Enterococcus Enterococcus faecium
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Micrococcus Micrococcus sp
Staphyl ococcus Staphyl ococcusaureus
Staphylocaccusepidermidis

[1. les anaérobies

Bacille Gram+

Actinomyces Actinomyces naed udii
Actinomyces meyeri
Actinomyces viscosus

Actinomycesisraelii

Lactobacillus Lactobacillusacidophilus
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Bifidobacterium

Bifidobacterium spp

Bacille Gram-
Prevotella Prevotellabuccae
Prevotella
melaninogenical/oralis
capnocytophaga Capnocytophaga sp
Bacteroides Bacteroidessp
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ABSTRACT

Objective To compare ord
hydene practices, education and
socid background, food intake
and ora maodor of Algerian
adults suffering from denta
caries with normd controls, and
to determine and compare the
bacterid composition of the
supragngva plagues from the
above-mentioned groups.

M ethods: Participants completed
a questionnare and were
cinicdly examined for dentd
caries using decayed, missing

Annexes

and filled teeth index according to the criteria laid down by the World Health Organization.
Supragingva plague samples were collected from 50 caries-free adults (CF) and 50 caries-
active adults (CA). Sandard procedures of culture and identification of aerobic and
anaerobic bacteria were used. Datawere anady zed using Chi-square test.

Results: A totd of 117 bacterid strains were isolated from supragngva plagues in CF
goup subjects, 76 (64.96%) of them belonged to 9 aerobic genera, and 41 (35.04%) to 9
anaerobic genera (P < 0.05). While in the second group, 199 strains were isolated, 119
(59.80%) of the strains belonged to 10 aerobic genera and 80 (40.20%) to 10 anaerobic
bacteria (P < 0.05). Sreptococcus mutans, Enterococcus faecium, Aerococcus viridans,
Actinomyces meyeri, Lactobacillus acidophilus and Eubacterium limosum showed a
significantly higher prevaence in the CA group (P < 0.05). The findings reveded that CA
goup had a high sugar intake (80%). A significantly higher frequency of tooth brushing (P
< 0.000) and a significantly less self-reported oral maodor (P < 0.000) and tooth pain (P <
0.000) were found in CF group, while there was no association of socioeconomic levels and
intake of med snacks with denta caries.

Conclusions: This study confirms the association of some aciduric bacteria with caries
formation, and a direct association of sugar intake and cultura level with dentd caries.
Furthermore, ord hygene practices minimize the prevaence of tooth decay .

1. Introduction

*Corresponding author: AminaHoceini, Laboratory of Applied Microbiology
in Food, Biomedica and Environment, Department of Biology, Faculty of Nature
and Life, University of Tlemcen, Tlemcen 13000, Algeria

Tel: +213 559050991

E-mail: hoclamna@gmeil.com

Denta plague happens to be a diverse cgmmunity of the mi-
croorganisms found on the tooth surface Ll. Greater than 700

microbid species inhabit the ora cavity [21. The formation of
dentd plague in a hedthy individua involves an ordered pattern
of colonization by a range of bacteria, and once a dynamic
balance is established, the composition of the resident microbiota

The study protocol was performed according to the Helsinki declaration and ) ) ] ) [31 ]
approved by the Tlemcen University Hospital Conmmittee for research on human of each site remains relatively stable over time —. Dentd caries
subjects. All participants were informed about the goal sof this study and were asked is one of the most common chronic and multifactorial disesses

to givetheir written consent.

affecting the human population [41. It is considered by the World

Foundation Project: Supported by the National Conmittee of Research

Programand Assessment (Cnepru-code 102020130110).

Peer review under responsibility of Hainan Medical University. The journal
implements double-blind peer review practiced by specidly invited internationa

editorial board menbers.

2221-1691/Copyright © 2016 Hainan Medical Universty. Production and hosting by Elsevier B.V. Thisis an open access article under the CCBY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Health Organization as one of the most important global oral heath
burdens that affects people of various age groups al over the world.

Cariogenic plagues result when acidogenic and aciduric bacterial
species increase following high frequency of exposure to carbohy-
drate. The microbial metabolism of such carbohydrates will result in
the acidification of the biofilm, which in turn may lead to acid-

5
induced demineralization of thedental hard tissues [—l. Moreover, the
prevalenceand incidence of dental cariesin a population isinfluenced

by a number of risk factor such as sex, age, socioeconomic status,

6
dietary patternsand oral hygiene habits [—l.

There are three microbia hypotheses regarding the etiology of
denta caries ', namely the specific plague hypothesis, the non-
specific plague hy pothesis, and the ecological plague hy -pothesis.
The specific plaque hypothesis has proposed tha only afew
species of the total microflora are actively involved in disease ™.

Of which the most reevant were mutans streptococci [main
species: Sreptococcus mutans (S. mutans) and

Streptococcus sobrinus] and lactobacilli [21. Contrary to the
specific plague hypothesis, the non-specific plague hypothesis
suggests that caries is the consequence of the overdl interaction
of al the goups of bacteria within plague O. The ecologca
plague hypothesis suggests that caries is the result of an
imbaance in the microflora due to ecologica stress, resulting in

an enrichment of certain disease-related micro-organisms —.

Twocdosdy related speciesof mutans streptococci, namely

S mutans and Sreptococcus sobrinus, are associated with dental
11

caries in humans . Based on current research, it is believed that

the bacteria of the genus Lactobacillus are important in further caries
2

development, egpecialy in the dentin . However, it is now

recognized that a large number of species naturally present in ora

plague biofilm produce acid from dietary carbohydrate and that the

. . . o 1
consequent caries-associated microbiota is complex .

Snce ord bacteria are considered as one of the etiologc
factors involved in caries development, various microbid studies
have been conducted to better understand this dentd problem.

Because of a lack of data available for detecting the bacterid
diversity of dentd caries in the Algerian adults population, the
present study was performed to determine al cultivable bacteria
species associated with hedth and dentd caries of permanent
teeth in adults, to determine the associations of specific bacterid
species or bacteria communities with hedthy and carious teeth,
and to reved the relation of food intake, ora hydene practices,
culturd level, socioeconomic status and orad malodor with dental
caries among Algerian adults

Annexes
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2. Materials and methods

2.1. Subject population

The study protocol was performed according to the Helsinki
declaration and approved by the Tlemcen University Hospitd
Committee for research on human subjects. All participants were
informed about the goas of this study and were asked to gve
their written consent.

One hundred hedthy patients, aged 20-35 years were
recruited from the dentd clinic at the Departments of Dentistry,
University of Tlemcen. They completed a medical and dentd
history questionnaire and signed an informed consent document.
The questionnaire consisted of two parts. Thefirst part consisted
of generd information such as age, sex and educationd qudi-
fication. The second part consisted of six questions related to oral
hedlth, attitude and practices.

Subjects underwent dental examination for caries prevaence
by adentist, who applied the World Hedth Organization's caries
diagnostic criteria to determine the decayed, missing, filled teeth

(DM FT) index [Ml. The subjects were divided into two groups:
caries-free (CF) goup (DMFT = 0, n = 50) and caries-active
(CA) goup (4DMFT 8, n=50).

Exclusion criteria included antibiotic therapy in the previous 3
months, any systemic diseases and having less than 24 per-
manent teeth.

2.2. Plaque sampling

Samples were collected in the morning, 12 h after tooth
brushing and 2 h after thelast food and/or drink intake.

The supragngvd plague samples of CF and CA groups were
collected by isolating the teeth with sterile cotton rolls and
rubbing the vestibular face of the smooth and proxima surfaces
of the centra and latera incisor, canines, premolars, and the first
and second molars with a sterile swab. Each samplewas pooled in
1 mL of prereduced brain heart infusion broth, (pH 7.2, Oxoid,
Basingstoke, UK) and transported immediately to microbiology
laboratory located next to the dentd clinic.
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2.3. Microbiological processing

The specimens were processed in the laboratory for the
cultivation of aerobic and anaerobic bacteria

First, the samples were vortexed for 30 s and the suspension
was saidly diluted (10 "—10 ) with sterile brain heart infusion

broth (pH 7.2, Oxoid, Basingstoke, UK), diquots (100 ML) of
each dilution and the undiluted suspension were inoculated onto
non-sdective and selective media. Enriched blood agar
[Columbia agar base (Oxoid, Basingstoke, UK) supplemented
with 5% laked blood] was used for theisolation of facultative and
anaerobic bacteria Plates were incubated anaerobicaly for 5-7

days at 37 C in an environment consisting of 80% N o, 10% CO»,

and 10% Hop, and aerobicaly for 24-48 h a 37 C. Se-lective
media such as M acConkey (Oxoid, Basingstoke, UK) used for the
isolation of enterobacteria and Chgpman (Oxoid, Basingstoke,
UK) for staphylococci were aso inoculated and incubated under
an aerobic condition for 24—-48 h at 37 C.

Bacterid identification was based on the colony morphology
and pigmentation, Gram staining and the biochemicd reactions
(API 20 A, API 20 Srep, APl 20 E, API 20 Saph) (Biomerieux,”

. 15,16 — o
Marcy I'Etoile, France) . Antibiotics sensitivity test was
aso used to confirm biochemica test results.

2.4. Statistical analysis

Satistica andysis was performed on SPSS v.20.0 statistics
software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Smple frequency ta
bles and descriptive statistics were processed and analyzed by

. 2 . N
Chi-square test (C ). Satisticad significance was set at P < 0.05.

3. Results them aged between 20 and 25 years, 16 (32%) within
25-30 years and 3 (6%) werewithin 30-35 years (Table 1).

Tablel
Socio-demographic distributionfrequency in adultswith andwithout

caries(%).

General information Withoutcaries  Withcaries P value

(n=50) (n=50)

Annexes

Agegroup
20-25 82 62 <0.05
26-30 18 32
31-35 0 6
Gender
Male 26 32 >0.05
Female 74 68

T ES
Low 0 6 >0.05
Middle 70 74
High 30 20
Cultural level
Low 4 26 <0.05
High 96 74

ES Socioeconomic staus. P <0.05: Satigticaly significant difference
between parameter frequency for subjectswith andwithout active caries.

In CF group, 15 (30%) persons belongto high socid class and
35 (70%) to middle socid class. Wheress in the CA group, 10
(20%) persons beong to a high socid class, 37 (74%) to middle
socid class and 3 (6%) to lower socia class (Table 1). Patients
with lower education background had a statisticaly highly
significant caries experience (P < 0.05) compared to those with
higher levels of education (Table 1).

The frequency of each parameter for subjectswith and without
active caries is shown in Table 2. A significant difference

A tota number of 100 individuas were examined for dentd
caries. One half (50%) was CA, whereas the other half was CF.

The questionnaire data reveded that there were 13 maes
(26%) and 37 femdes (74%) in the CF group, in which 41 (82%)
persons were aged between 20 and 25 years and 9 (18%) within
25-30 years age group. Wheress in the second group, there were
16 (32%) males and 34 (68%) females, in which 31 (62%) of
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Table2

Clinical parametersfrequency in adultswithandwithout caries(%).

Clinical parameters Withoutcaries Withcaries P value

(n=50) (n=50)
Sugar intake
Yes 30 80 <0.05
No 70 20
T ooth-brushing frequency
Irregular 2 50
Onceaday 8 28 <0.05
Twiceaday 62 22
Morethantwiceaday 28 0
Toothpain
Yes 0 46
No 100 54 <0.05
Oral malodor
" Yes 6 32 <0.05
No 94 68
Intake of between meal snacks
Yes 54 56 >0.05
No 46 44
Inter-dental cleaning
Dental floss(F) 24 0
T oothpick (TP) 6 8 <0.05
Inter-dental brush 12 2
Combination (F+TP) 20 8
Nothingused 38 82

P < 0.05: Satigtically sgnificant difference between parameter fre-quency
for subjectswith and without active caries.

between adults with and without active caries was observed in
sugar intake, ord maodor, tooth-brushing frequency, tooth pain
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and inter-dental cleaning (P < 0.05). However, there were no
significant differences in intake between meal snacks.

The analysisof denta plaquesof CA adults reveded the presence
of 117 strainsbelonging to 18 genera of 9 aerobic and 9 anaerobic
genera (P < 0.05). Andfrom denta plagues of adultswith caries,
atotal of 199 strainswereisolated, with 10 agrobic and 10

anaerobic genera

M oreover, there were more isolation of Gram-positive bac-
teriathan Gram-negative bacteria for thetwo groups (P < 0.05).

There were no significant differences between the isolation
rate of various species in examined groups, except for S. mutans

(6% vs. 20%) (P < 0.05), Enterococcus faecium (E. faecium)
(16% vs. 38%) (P < 0.05), Aerococcus viridans (A. viridans) (6%
vs. 22%) (P < 0.05), Actinomyces meyeri (A. meyeri) (10% vs.
28%) (P < 0.05), Lactobecillus acidophilus (L. acidophilus) (6%
vs. 22%) (P < 0.05), and Eubacterium limosum

(E. limosum) (0% vs. 8%) (P < 0.05), which were statisticaly
significant, and occured in CA subjects (Table 3).

Table3

I solationfreguency of aerobic and anaerobic bacteriain supragingival

plague of CFand CA groups(%).

Bacterial species —SprETgVADTATE — Pvaue

CF (n=50) CA (n=50)

|. Aerobic bacteria

Gram-positive cocci

Sreptococaussanguinis 2 4 0.558
Sreptococausacidomonimus 10 12 0.749
Sreptococausconstellaus 8 14 0.338
Sreptococcusagalactiae 10 10 1.000
Sreptococausuberis 4 6 0.646
S mutans 6 20 0.037
Sreptococausoralis 4 6 0.646
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Sreptococausanginosus

Sreptococausintermedius

Gemellamorbillorum
Gemellahaemolysans
E. faecium
Micrococcussp.
A.viridans

S aureus

Saphylococcushominis

Lactococcuslactissp. lactis

L actococcuslactisssp.
cremoris
Gram-negative cocci
Moraxellaspp.
Gram-negativerods
Klebsiellapneumoniae
Aeromonashydrophila
I1. Anaerobic bacteria
Gram-positiverods
Actinomycesnaedundii
A. meyeri
Actinomycesisraglii
Actinomycesviscosus
L. acidophilus
Bifidobacterium spp.
Propionibacterium
propionicum

E. limosum
Gram-negativerods

Prevotellasp.

Fusobacterium mortiforum

Capnocytophaga sp.
Bacteroidesp.
Porphyromonas

asaccharolytica

10

14

12

24

10

12

38

22

12

10

10

16

10

14

30

28

22

12

18

10

0.505

0.307

0.153

0.695

0.013

0.315

0.021

0.505

0.727

0.727

0.727

0.779

0.749

0.338

0.499

0.022

0.646

0.315

0.021

0.307

0.505

0.041

0.137

0.400

0.461

0.307

1.000

P < 0.05: Satistically significant difference between spedesisolation

frequency for subjectswithandwithout active caries. S aureus:

Saphylococausaureus.
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For the CA goup, E. faecium were the mgor isolated strains
(38%) followed by Actinomyces naeslundii (30%) (Table 3).
Whereas, S mutans and L. acidophilus represented 20% and 22%
respectively.

4, Discussion

The present study offers thefirst description of the micro-flora
associated with supragngvd plaque in CF and CA Algerian
adults based on culture methods. A wide diversity of bacteria
species was observed. The rdaionship between cul-turd levd,
socioeconomic status, the food intake, ord hydene practices,
tooth pain, and ora maodor with dentd caries was revealed by
the questionnaires data.

Women had higher prevaence and severity of caries compared
to men, which was consistent with the findings of Lukacs £1—71,

Doyd and Naidoo 18 , and Ferraro and Vidra 9 . This higher
caries prevaence in femades may be due to different sdivary
composition and flow rate, hormona fluctuations during
pregnancy, dietary habits, and particular socid roles of women
among their family (caretaker, med preparation, etc.) [1—91. Other
studies have proposed that the differentia effects of genes
influencing dentd caries m%y patly explan the observed

differences in thetwo sexes .

Eighty-three studies found at least one meesure of caries to be
significantly higher in low socioeconomic position compared with
high socioeconomic position individuas, while only three studies
found the opposite 21 . In the present study, there were no
association between socioeconomic status and caries prevalence
in Algeria (P < 0.05) due to the free medical services that dlow
access to dentd care services to al socioeconomic levels.

The frequency of sugar intake was most important in CA
adults (80%) than that of in CF adults (30%). Previous studies
have observed a linear relationship between sugar consumption

221

and caries .

It is now recognized that there are alarge number of species
naturaly occurring in the ora plague biofilm, which produces
acid from dietary carbohydrate . However, when the presence
of fermentable carbohydrates is frequent, a gradua incresse in
such bacteria occurs in the ora environment, causing an
imbaance in the deminerdizaion/reminerdization process in

dentd tissues . A caies process progess and a lesion
develops when the reminerdization is not gven enough time to

eiminate the damage done during deminerdization = .

In this study, mutant streptococci and lactobacilli were more
frequently isolated from supragngva plagues of CA subjects
(20% and 22% respectively). Severd studies in humans are
largely based on the mathematica relationship between various

[25]

streptococci, lactobacilli and dentd caries .
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Sxty-two percent of the CF group brushed their teeth twice a
day, whereas 50% of the CA group brushed less than onceaday.
Tooth brushing with afluoride-containingtoothpasteis one of the
main ora behaviors to reduce the number of bacteriain the ora

. 6 . I .
cavity . Fluoride application removes bacteria from the
mouth, and concomitantly reduce the risk of tooth caries.

For areas between the teeth that a toothbrush can't reach,
regular flossing will help prevent tooth decay by removing food

particles , 24% of adultswithout tooth decay used dental floss
and 38% of this group used denta floss in combination with
toothpick.

The significant difference in ord malodor between subjects
with and without active caries (T able 1) showsthat ora mal-odor
in subjects with active caries (32%) was significantly higher than
in those without active caries (6%) (P < 0.05). Poor ord hygene
habits and presence of conditions such a dryness of mouth,
bleeding gums, dentd caries and coating or deposits over tongue

[28]

tend to influence the prevaence of haitosis .

The anaerobic microbiota of the tongue biofilm is one of the
main factor responsible for the release of sulfur-containing
compounds, which are directly involved in the occurrence of

halitosis . Previous research showed that among the Gram-
negative bacteria, Porphyromonas gngvalis, Prevotdla inter-
media, Fusobacterium species, Tannerella forsythia, and Trep-
onema denticola are magor contributors of volatile sulfur

compounds 30 , which may be the reason of the high frequency
of Prevotela (18%) in supragngva plague of CA Algerian
adults.

There was no statistica significant differences between the
examined groups when it comes to snacks intake between medls
(P = 0.841). These results are in accordance with previous study

[ﬂ. M oreover, Bowen €t d. ﬁconcluded that it is not the
frequency of ingestion per say that is related to the development
of caries, but the time that sugars are available to microorganisms
in the mouth.

According to the results of the present study, it is concluded
that there was no significant difference of bacterid genera
composition isolated from supragingva plagues in adults with
and without caries except for Micrococcus sp. and E. limosum
that was absent in the CA supragingvd plague.

There were more isolations of Gram-positive than Gram-
negative bacteria in plagues of CF (75.21%, 24.79%) (P < 0.05)
and CA subjects (78.39%, 21.61%) (P < 0.05), which concur with

those reported by Ahmed et 4. ﬂaﬁd Ziouani e d. M. In
another hand, facultative anaerobes and aerobic bacteria were
more predominant than anaerobic bacteria in supragngval
plagues of CF (66.67%, 33.33%) (P < 0.05) and CA goups
(59.80%, 40.20%) (P < 0.05), while other authors indicated that
aerobic bacteria were isolated more frequently from supragingval

plague of both groups — .

Annexes

A wide range of the Streptococcus genera was isolated from
the supragngva plague of both the CF and CA Algerian
subjects, which confirmed previous reports that some Strepto-
[36]

coccus species are associated with hedthy states , While

others are associated with disesse states [3—71. S mutans was more
frequent in supragingva plague of CA adults (10/50; 20%) than
CF adults (3/50; 6%) (P < 0.05) (Table 3). A similar finding was
observed in a previous study showing a positive correlation of
dentd caries with incressing titers of S mutans @. Inapardld

way, the incidence rate of L. acidophilus in CA samples (22%)
were higher than in CF samples (6%) (P < 0.05) (T able Previous
researches have reported that Lactobacillus is considered as

[39]

essentia acido-genic bacteria causing caries .

According to these results, mutans streptococci and Lacto-
bacillus spp. are the main agtiologc agents of denta caries in

humans

Previous studies indicated that the genera of Actinomyces in

plague are significantly associated with dental caries 2 . Severd
species of these genera were isolated from plaques of CF and CA
Algerian adults, in which A. meyeri was isolated with a
significant statistica difference (P < 0.05).

3). Sudies on co-aggregetion interactions between Srepto-
coccus spp. and Actinomyces spp. have reveded that the inter-
bacterial adhesion between these two bacteria promotes early

dentd plague biofilm development [ﬂ. M oreimportantly, those
early colonizing bacteria provide specific binding sites either
directly or through sdivary dycoproteins binding to the pioneer
organisms for subsequent bacterial colonization and promote the

[44

development of biofilm .

E. faecium strans were more frequently isolated from
supragngval plagues of CA subjects (19/50; 38%) than CF
subjects (8/50; 16%) with a significant statistica difference (P <
0.05). They have been known to be acidogenic and aciduric and
they are not commonly seen in the human ord cavity until

the studies of Reyes et a. in 2012 @l, which was thefirst known
report of its isolation in the ora cavity of CA humans. This
bacterium was dso isolaed with a high frequency in

supragngval plagues of CF Algerian adults [ﬂ.

Another bacterium found in the CA and CF plague samplesin
thisstudy is Prevotdlasp. with an important frequency in the CA
supragingva plaques (9/50; 18%). Previous research

has shown that Prevotela spp. and Capnocytophaga

Spp. possess similar co-agyegation properties
Gomar-Vercher et 4. [48] found that Prevotdla showed an

increasing percentage in caries compared to hedthy individuas.

. Moreover,

The stran A. viridans was dso isolated from the supra
gngva plague samples of CF and CA (6%, 22%) groups with a
significant statistica difference (P < 0.05). This bacterium is
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present only in very smal numbers in the upper respiraory tract
of norma persons, and they may be present in rather small

. [49
numbers on normal skin . But there have been no reports on
the isolation of this bacterium from dentd plague until the studies

of Ziouani et d. [34] which revedled the presence of an important

frequency of A. viridans in supragingva plagues of CF Algerian
adults. Also, previous studies have found that the mgority of this

a-goup (aerococci) form acid in gucose broth (fina pH vaue
5.0-5.6) 49

M embersof the genera Fusobacterium, Porphyromonas and

Bacteroides were aso isolated from the supragngva plagues of
both groups. They are able to coaggyegate with other bacteriain

50,51

theora cavity

Son[1§253acterial species which are putative respiratory path-
ogens (eg S aureus) colonize the supragingva plagues of
CF (8%) and CA adults (12%). A similar isolation was ob%erved
in supragngva plague of CF adults and CA patients .S
aureus are transient microorganisms_in the mouth and are

secondary invaders of the dentd caries .

In the other hand, microbia investigations have shown that the
bacterium M oraxela is an exclusive human pathogen involving

the upper respiraory tract @. This bacterium was isolated from
supragingva plaque of CF (14%) and CA subjects (16%).

Culture methods represented an important tool for the
detection of bacteria from supragngva plague and another site
of the ord cavity. This is the first study that eucidates supra-
gngva plaguebacterid diversity in CF and CA Algerian adults.

The supragingva bacteria floraof both groups was composed
mainly of Gram-positive agrobic and facultative anaerobic
bacteria A lot of genera represented the main part of the totd
microbiota, independent of the presence or absence of caries.

We were able to pinpoint severd caries-rdlaed genera
included S. mutans, E. faecium, A. viridans, A. meyeri, L.
acidophilus and E. limosum. When A. viridans was isolated for
the first time from denta plague, this bacterium was aso isolated
from supragngva and subgngva plagues of Algerian adults
[34]

[22] Grover HS Blaggana A, Jain Y, Saini N. Detection and mea-
surement of oral malodor in chronic periodontitis patientsand its
correlationwith levesof select oral anaegrobesin subgingival plage
Contemp Clin Dent 2015; 6(Suppl 1): S181-7.

[23

PunithaVC, Amudhan A, Svaprakasam P, Rathanaprabu V. Role of
dietary habitsanddiet in cariesoccurrence and severity among urben
adolescent school children. JPhamBioallied i 2015; 7(Suppl 1):
$96-300.

[24] Bowen WH, Am h SM, Monell-Torrens S Brunelle J. Effects
of varyingintervds between meals on dental cariesin rats. Caries
Res 1983; 17: 466-71.

[25] Ahmed A, LiuJdJ, MoosaY, TanglL, Zang &, Xin Y. Mi-crobial
profiling of dentd cariesand periodontitispaients using denaturing

Annexes

The present findings support the ecologcd plague hypoth-
esis, in that caries is the result of an imbalancein thetota micro-
flora due to ecologica stress, resulting in a growth advantage of

571

some “ora pathogens” or disesse-related micro-organisms .

A strong association was found between carbohydrate con-
sumption and the presence of dentd caries anong 20—35 year-old
Algerian adults. Tooth brushing and ord hydene practices were
inversely associated with dentd caries.

Cultured microorganisms are required for antibiotic resis-
tance, capacity for biofilm formation and molecular methods.

Future research should focus on the structure as wdl as the
behavior and function of plague bacterid communities. 1t will
aso be important to control the ord micro-flora for systemic
reasons since strong links are being established between ord
pathologes and other diseases, such as cardiovascular disease,

. . . 58
certain ty pes of cancer, and pulmonary infections [—1.

In conclusion, the microbid diversity found in the present
study should, therefore, be considered in the treatment strategy of
caries in adult patients.

Conflict of interest statement

We declare that we have no conflict of interest.

Acknowledgments

This study was supported by the National Committee of
Research Program and A ssessment (Cnepru-code 102020130110).

References

gradient gel electrophoresis. Afr JMicrobiol Res2012; 6(10): 2559-
66.

168


file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
file:///C:/Users/Adil2/Downloads/Article%20HOCEINI%20A..doc%23page5
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref30
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref30
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref30
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref30
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref30
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref30
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref31
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref31
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref31
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref31
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref31
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref31
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref31
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref32
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref32
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref32
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref33
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref33
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref33
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref33
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref33
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref33
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref33

[34] Ziouani S Klouche Khelil N, Benyelles |, Hoceini A, Aissaoui N,
Nas F, et al. Oral microflora of supragingival and subgingival

biofilmsin Algerian healthy adults. Afr JIMicrobiol Res2015; 9(23):
1548-57.

[35] Maripandi A, Arun Kumar T, Al Salamah AA. Prevalence of dental
cariesbacterial pathogensandevaluation of inhibitory concentra-

tion effect ondifferent t ooth pastesagaingt Sreptococcusspp. AfrJ
Microbiol Res2011; 5(14): 1778-83.

[36] AasJA, Griffen AL, DardisSR, Lee AM, Olsen |, Dewhirst FE, et d.
Bacteriaof dental cariesin primary and permanent teeth in children
and young adults. JClin Microbiol 2008; 46(4): 1407-17.

[37] SmonL. Theroleof Sreptococcusmutansandoral ecology in the
formation of dental caries. J Young Investig 2007. [Online]
Availablefrom: http://www.jvi.org/issue/the-role of -strept ococcus-
mutans-and-oral-ecology-in-the-formation-of-dental-caries
[Accessed on 15th March, 2016]

[38] PannuP, Gambhir R, SjjlanaA. Correlaion between the sali-vary
Sreptococcus mutans levels and dental caries experience in adult
population of Chandigarh, India. Eur JDent 2013; 7(2): 191-5.

[39] HiremathSS T extbook of preventiveand community dentistry. 2nd
ed. Chennai: Elsevier India; 2011, p. 336.

[40] Ski M, YamoshitaY, ShibataY, Torigoe H, TsudaH, Maeno M.
Effect of mixed mutansstreptococci colonization on caries devel -
opment. Oral Microbiol Immunol 2006; 21: 47-52.

[41] Dymock D. Detedion of microorganismsin dental plaque. In: JassJ,
Surman S Walker J, editors. Medical biofilms. New York: John

Wiley & SonsLtd; 2003, p. 199-220.

[42] NyvadB, CrielaardW, MiraA, T akahashi N, Beighton D. Dental
caries from a molecular microbiolodical perspective. Caries Res

2013; 47(2): 89-102.

[43] Yang J, Yoshida Y, Cisar JO. Genetic bass of coagaregation re-
ceptor paysaccharide biosynthesisin Sreptococcus sanguinis and

related species. Mol Oral Microbiol 2014; 29(1): 24-31.

[44] HuangR, Li M, Gregory RL. Bacterial interactionsin dental bio-
film. Virulence 2011; 2(5): 435-44.

[45] Tanzer MM, Livingston J, ThompsonA. T hemiarobiology of primary
dental cariesin humans JDent Educ 2001; 65(10): 1028-37.

[46] ReyesCPA, DalmacioL MM. Bacterial diversity in the saliva and
plaque of caries-freeandcaries-adiveFilipino adults. Philipp J i
2012; 141(2): 217-27.

[47] Shen S Samaranayakel P, Yip HK. Coagaregation profiles of the
microflorafromroot surface carieslesons. Arch Oral Biol 2005; 50:
23-32.

[48] Gomar-Vercher S Cabrera-Rubio R, MiraA, Montid-Company JM,
Almerich-SllaJM. Relationshipof children's sali-vary microbiota
with their caries status. a pyrosequencing study.

Clin Oral Investig 2014; 18: 2087-94.

169

Annexes

[49] Williams RE, Hirch A, Cowan ST. Aerococcus, a new bacterial
genus. J Gen Microbiol 1953; 8: 475-80.

[50] Lamont RJ, JenkinsonHF. Oral miarobiology at adlance. Sngapore
Wiley-Blackwell; 2010, p. 6-7.

[51] Daep CA, Lamont RJ, Demuth DR. Interaction of Porphyromonas
gingivaliswith oral Sreptococci requiresamotif that resemblesthe

eukaryotic nuclear receptor box protein-proteininteraction domain.
Infect Immun 2008; 76(7): 3273-80.

[52] Sumi Y, Miura H, Nagaya M, Michiweki Y, Uematsu H. Colo-
nizationon thetonque surface by respiratory pathogensin resi-dents

of anursing home — apilot study. Gerontology 2006; 23: 55-9.

[53

—

Ohara-Nemoto Y, HaragaH, KimuraS Nemoto TK. Occurrence of
staphylococci in the oral cavities of healthy adults and nasal oral
trafficking of the bacteria. JMed Microbiol 2008; 57(Pt 1): 95-9.

[54

[}

OoshimaT,YoshidaT,AonoW,Take T, Izumitani A, Sobue S et
al. Changes with time in the oral microflora and dental caries
induction in hyposalivated rats fed on sucrose diet. Microbiol
Immunol 1992; 36(12): 1223-31



http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref34
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref34
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref34
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref34
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref34
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref35
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref35
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref35
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref35
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref36
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref36
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref36
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref36
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref36
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref36
http://www.jyi.org/issue/the-role-of-streptococcus-mutans-and-oral-ecology-in-the-formation-of-dental-caries/
http://www.jyi.org/issue/the-role-of-streptococcus-mutans-and-oral-ecology-in-the-formation-of-dental-caries/
http://www.jyi.org/issue/the-role-of-streptococcus-mutans-and-oral-ecology-in-the-formation-of-dental-caries/
http://www.jyi.org/issue/the-role-of-streptococcus-mutans-and-oral-ecology-in-the-formation-of-dental-caries/
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref38
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref38
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref38
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref38
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref38
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref38
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref39
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref39
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref40
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref40
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref40
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref40
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref41
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref41
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref41
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref41
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref41
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref42
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref42
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref42
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref43
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref43
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref43
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref43
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref44
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref44
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref44
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref45
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref45
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref45
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref45
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref46
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref46
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref46
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref47
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref47
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref47
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref47
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref48
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref48
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref48
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref48
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref48
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref48
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref49
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref49
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref50
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref50
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref50
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref51
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref51
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref51
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref51
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref52
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref52
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref52
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref52
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref52
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref52
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref53
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref53
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref53
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref53
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref53
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref53
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref54
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref54
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref54
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref54
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref54

Annexes

170



Annexes

[55] DavisEA, Harris JB. Microbiology. 4th ed. Philadephia: J.B. Lippincott Company; 1990.

[56] El Lakkis 1, Khardori N. The mighty world of microbes: an overview. In: Wattd C, Khardori N, editors. Hospitd infection prevention: principles & practices. New Dehi: Springer India; 2014, p. 9.

171


http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref55
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref55
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref56
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref56
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref56

Annexes

[57] Marsh PD. Microbial ecology of dental plague and its significance in health and disease. Adv Dent Res 1994; 8: 263-71.

[58] Dewitte SN, Bekvalac J. Oral health and frailty in the medieval Engdlish cemetery of §. Mary Graces Am JPhys Anthropol 2010; 142(3): 341-54.

172


http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref57
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref57
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref58
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref58
http://refhub.elsevier.com/S2221-1691(16)30033-8/sref58

Uaile

03 e AT G IS gl Glisl 553 Al 5 QLY Gusasti e 0 sl G 0l O adll B KD Aad N5 ardl pUal) (e laia Y1 5 anledl (5 gisall il BUAT dmiall s Jleadl e Aul ll 038 (e Caagdl OIS il
Asadll Chaldsall 055 e Bysadll il 6 58w Lingl Uiy o3led 3 5Shall e sanalldilll (358 caysd (B LSl sS5 3 Jia 5 a3l 0l

50 5 sn il {50 G I (358 hays) Clie gon o5 Agellall dnaall Galiia Loty D1 plaall Gy Blmad) 5 Rus gusall G133 s8al) LVl Galill dpall a3ad) (5 e and iy Glatine) o (058 Jukall o2
i Ay gl ol sl (555l L sl 5 58 Al 5 Gasiial S5 e gl Jlaa) LSV Al i) (et o5 85 A a0 5 A8 sell Lol e Gl RSN A gl p s Saall (5bl1 Crardil 5 Aad (il 53 &l

Y199 e e Al de senall b (0.05>) LAY Gdial 9 U (735.05) 41 5 il odial 9 ) 0 satis peia (£.64.95) 76 comsmill (s adbasd) al S Gl 55l aysll) e s SO 117 Je o3 1l
s pesal] Gliw¥) 555 aliidY) sie dille <Yoea slin) 5 y5S5al) L piSll e liN(0.05>) 48y Glial 10 J) (%40.21) 80 5 &l s ullin) 10 ) (ot Y3 00 (459.79) 119

Streptococcus mutans, Enter ococcusfaecium, Aerococcusviridans, Actinomycesmeyer i, Lactobacillus acidophilus_s Eubacteriumlimosum

o die Ay S il Ay L) Y Alia an A 5 Aegladl G 553 GalAEY) e GV (B g A gl A 0 o3 el (7 80) Sl (ko 5 S a5 o plily o el po iy il alS3Y) ) geiliil] S
Cosml ga lam gy plalall 5 e lain¥) s siosal) (o Ll ) i 0S5 o (n b e sanal)

L5l Alsull US55 Al 3 b (RCA) & ge i Jially (MTPasii e slaie ) Ge Smbil s jrall ciStall Gpuily ol gull JS85 e il s 55 Sl 5l 558 al ol il

OURY) pnd ol e JE 2 gadll Tpnaall AU s Jae ol o5 e 5 oY) upadipa B (5 ginall g Sl J gl jilae Dl g elind) ugnd S5 e LSl ey Dol ) S 55 Al o3 A3l

Akl ks A G5 ginnall e 3n Gtlle LSl Sl g G (338 A ) g <))

Abstract

Objectives: The aim of this study was to compare oral hygiene practices, education and socia background, food intake and ora mal odor between Algerian adults suffering fromdental caries
in conmparison with normel controls, another objective of the study was todetermine and conpare the bacterial composition of the supragingival plagques fromthe above-mentioned groups. The
strains biofilmformetion capacity was al so assessed.

Methods: Participants conmpleted aquestionnaire and were clinically examined for dental cariesusing decayed, missing and filled teeth(DMFT) index according to thecriterialaid downby the
World Health Organization.Supragingival plague sanples were collected from50 cari es-free adults (CF) and 50 caries-active adults (CA). Standard procedures of culture and i dentification of
aerobic and anaerobic bacteriawere used. Datawere analyzed using Chi -squaretest. MTP and CRA methods were used to assess the strains biofi Imformetion capacity.

Results: 117 bacterial strains were isolated from supragingiva plaques in caries-free subjects, 76 (64.95 %) of them belonged to 9 aerobic genera, and 41(35.05%) to 9 anaerobic genera
(p<0.05).while in the second group, 199 strains were isolated, 119(59.79%) of the strains belonged to 10 aerobic generaand 80 (40.21%) to 10 anaerobic bacteria (p<0.05). Streptococcus
mutans, Enter ococcusfaecium, Aerococcus viridans, Actinomyces meyeri, Lactobacillus acidophilus and Eubacterium limosum showed asignificantly higher prevalencein the CA group
(p<0.05).

The findings revealed that (CA) group had a high sugar intake (80%). A significantly higher frequency of tooth brushing (P<0.000) and a significantly less self-reported oral mal odor
(P<0.000) and tooth pain (P<0.000) were found in (CF) group. While, there was no association of socio economiclevels and intake of between meal snacks with dental caries (p>0.05).

The results of this study confirmthe effect of sucrosein improving the biofil mformetion capacity ofisolated strains as well asthereliability of the quantitativetechnique of microtiter plates
(PMT) compared to the qualitative method on Red Congo agar (RCA) In the study of the biofil mformation capacity.

Conclusion: this study confirms the association of some aci duric bacteriawith caries formetion, and adirect association of sugar intake and cultural level with dental caries, furthermore, oral
hygi ene practi ces minimises the preval ence of tooth decay .

Key words: supragingival plague, caries-free, caries-active, bacteria conmposition, Algerian adults, cultural level, food intake

Résumé

Objectifs: L'objectif de cette étude était de conparer les pratiques d'hygiene orale, |'éducation et | e statut socio-économique, lerégime alimentaire et lamauvai se ha eine entre des adultes
algériens ayant des dents cariées et d”autres qui sont indemnes de carie dentaire, un autre objectif de cette étude était de déterminer et comparer la composition bactérienne des plagues supra
gingivales des groupes mentionnés ci-dessus. L’ aptitude de formation du biofilmbucco-dentaire desisolats bactériens aété éval uée.

Méthodes: Les participants ont rempli un questionnaire et ont été examinés cliniquement pour déterminer 1’indice CAO (dents cariées, ab sentes et obturées) selon les critéres fixés par
I'Organisation Mondiale delaSanté. Des échantillons desplagues supragingivales ont étérecueillis apartir de 50 sujets sans carie dentaire et 50 sujets présentant des | ésions carieuses. Les
méthodes classiques de culture et d'identification des bactéries aérobies et anaérobies ont été utilisées. Les données ont ét é analysées en utilisant le test khi deux (y2). Les méthodes PMT et
RCA ont été utilisées pour étudier |e pouvoir des souches aformer | e biofilmbucco-dentaire.

Résultats: 117 souches bactériennes ont été isolées a partir des plagues supragingivales des sujets indemnes de caries, 76 (64,95%) d'entre eux appartenaient a9 genres aérobies, et 41
(35,05%) a9 genres anaérobie (p <0,05). Dans |le deuxiéme groupe, 199 souches ont été isolées, 119 (59,79%) des souches appartenaient a 10 genres aérobie et 80 (40,21%) a10 genres
anaérobies (p <0,05). Streptococcus mutans, Enter ococcus faecium, Aer ococcus viridans, Actinomyces meyeri, Lactobacill us acidophilus et Eubacterium limosum ont montré une préva ence
significativement é evéedanslegroupe des sujets ayant des dents cariées (p <0,05).

Lesrésultats ont révél é queles adultes présentant des dentscari ées ont une forte consommation de sucre (80%). Une fréquence significativement él evée de brossage des dents (P <0,000) & une
faible fréquence demauvaise haleine (P <0,000) et de douleur des dents (P <0,000) ontété trouvés dans le groupe des adultes indemnes de caries. Alors qu’iln'y avait pas d'associationentrele
niveau socio-économiqueet legrignotage entreles repas avec lacariedentaire (p> 0,05).

Les résultats de cette étude confirment 1’ effet de saccharose dans 1”amélioration de la capacité de formation de biofilmdes souchesisolées ainsi quelafiabilité delatechnique quantitativede
plaques de microtitration (PMT) par rapport alaméthode qualitative sur gélose Rouge Congo (RCA) dans 1’ étude du pouvoir de formation de biofilm.

Conclusion: cette étude confirme |'associ ati on de certai nes bactéri es aci duri ques avec | aformetion de caries, et une association directe delaconsommetion desucre et | eniveau culturel avecla
carie dentaire, en outre, | es pratiques d'hygi ene bucca e minimisent laprévalence delacariedentaire.

Mots clés: plaque supragingivale, cariedentaire, |acomposition bactérienne, | es adul tes al gériens, niveau culturel, e régime aimentaire.



