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Résumé

La langue abrite une grande diversité de microorganismes qui coexistent dans un état
d'équilibre dynamique. La perturbation de cet équilibre peut entrainer diverses maladies
bucco-dentaires et systémiques. Cette étude avait pour objectifs : lI'isolement et
I'identification des bactéries et des levures présentes sur les surfaces linguales (dorsale et
ventrale) de patients souffrant de maladies bucco-dentaires et de patients sains au Centre
Hospitalier Universitaire (CHU) Dr. Tidjani Damerdji de Tlemcen, en Algérie; I'évaluation de
la capacite de certaines souches isolées a former des biofilms in vitro; et la détermination des
concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des antibiotiques, des antifongiques et des
extraits végétaux (Salvia officinalis et gomme arabique) vis-a-vis de ces souches, aussi bien
en phase planctonique qu'en phase biofilm.

Les résultats ont montré une différence de prévalence des maladies bucco-dentaires entre les
hommes et les femmes (p = 0,014). Au total, 74 % des échantillons de la langue présentaient
une colonisation microbienne. De plus, aucune différence significative n'a été observée dans
la détection microbienne entre les deux surfaces linguales (p = 0,706). L'espéce bactérienne la
plus fréeqguemment isolée était Staphylococcus aureus (13% dans les cas de xérostomie, 13 %
dans la gingivite, 16 % dans la parodontite, 18 % dans la carie dentaire et 24 % chez les
patients sains). L'espéce fongique la plus fréquente était Candida albicans (39 % dans la
xérostomie, 36 % dans la gingivite, 18 % dans la parodontite, 25 % dans la carie dentaire et
21 % chez les patients sains).

Les tests de formation de biofilm ont révéle que toutes les souches testées étaient capables de
former des biofilms, a des degrés variables, dans les trois milieux de culture utilisés. Par
ailleurs, les tests de CMI en phase planctonique ont montré que les
staphylocoques étaient sensibles a la majorité des antibiotiques testes, tandis que 60 % des
bactéries a Gram négatif présentaient une multirésistance. En ce qui concerne les levures,
toutes les souches de Candida spp. étaient sensibles a I'amphoteéricine B. De plus, les extraits
vegétaux ont montré de faibles taux d'’hémolyse et ont inhibé la majorité des souches
bactériennes ainsi que la totalité des souches fongiques.

En phase biofilm, les concentrations minimales inhibitrices des biofilms (SCMIs) des agents
antimicrobiens et des extraits végetaux bruts étaient supérieures a celles observées en phase
planctonique. Enfin, les fractions d'acétate déthyle deS. officinaliset de la gomme
arabique ont présenté une remarquable activité anti-biofilm, attribuable a leur composition
riche en substances bioactives telles que l'acide cafeique et la quercétine, comme l'a révélé
I'analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS).

Mots clés : Langue, microorganismes, maladies bucco-dentaires, biofilms, Salvia officinalis,
gomme arabique.



Abstract

The tongue harbours a wide variety of microorganisms that exist in a dynamic equilibrium.
The disruption of this equilibrium can lead to a number of oral and systemic diseases. This
study aimed to achieve the following objectives: to isolate and identify the bacteria and yeasts
present on the dorsal and ventral surfaces of the tongue in patients suffering from oral
diseases and in healthy patients at the Dr. Tidjani Damerdji University Hospital Center in
Tlemcen, Algeria; to evaluate the ability of some isolated strains to form biofilms in vitro; and
to determine the minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibiotics, antifungals, and
plant extracts (Salvia officinalis and gum arabic) against these strains in both the planktonic
and biofilm phases.

The results showed a difference in the prevalence of oral diseases between men and women (P
= 0,014). Microbial alteration was observed in 74 % of the tongue samples. Furthermore,
there were no significant differences in the detection of microorganisms between the two
tongue surfaces (P = 0,706). The most frequently isolated bacterial species was
Staphylococcus aureus (13 % in xerostomia, 13 % in gingivitis, 16 % in periodontitis, 18 % in
dental caries, and 24 % in healthy patients). In addition, the most common fungal species was
Candida albicans (39 % in xerostomia, 36 % in gingivitis, 18 % in periodontitis, 25 % in
dental caries, and 21 % in healthy patients).

The biofilm formation assays revealed that all tested strains were capable of producing
biofilms to varying degrees in the three selected culture media. MIC determination in the
planktonic phase revealed that staphylococci were sensitive to the majority of the tested
antibiotics, while 60 % of Gram-negative bacteria were multi-drug resistant. As for yeasts, all
Candida spp. strains were sensitive to amphotericin B. Furthermore, the plant extracts showed
low hemolysis rates and were able to inhibit the majority of bacterial strains as well as all
fungal strains.

In the biofilm phase, the sessile minimum inhibitory concentrations (SMICs) of the
antimicrobials and crude plant extracts were higher than those observed in the planktonic
state. Moreover, the ethyl acetate fractions of S. officinalis and gum arabic showed
remarkable anti-biofilm activity, attributable to their composition rich in bioactive substances
such as caffeic acid and quercetin, as revealed by analysis using liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)

Keywords: Tongue, microorganisms, oral diseases, biofilms, Salvia officinalis, gum arabic.
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La cavité buccale, orifice d'entrée commun des systéemes digestif et respiratoire, assure
différentes fonctions essentielles & la santé générale, telles que la mastication, la phonation, la
déglutition et la respiration [(Seitz et al., 2019) ; (WHO, 2022a)]. Elle héberge une diversité
de microorganismes, incluant des bactéries, des levures, des protozoaires, des archées et des
virus, formant un ensemble désigné sous le terme de microbiote oral (Deo et Deshmukh,
2019). La prolifération de cette flore s'effectue dés la naissance, a partir des microbiotes de la
mere et de I'environnement. En termes d'importance numérique, et apres celui de l'intestin, le
microbiote oral constitue le deuxieme plus important de I'organisme [(Deo et Deshmukh,
2019) ; (Shaiber et al., 2020)].

Les conditions environnementales de la cavité buccale, notamment les propriétés des surfaces
d'adhésion, I'humidité, le débit salivaire, le pH, la température, ainsi que la disponibilité en
nutriments et en oxygéne, exercent une influence directe sur la composition du microbiote
oral. Ce dernier présente dailleurs des variations notables entre les différents sites
anatomiques, comme les dents, les gencives et la langue [(Xu et al., 2015) ; (Ren et al.,
2017) ; (Mason et al., 2018) ; (Sharma et al., 2018) ; (Roa et Del Sol, 2018)].

La face dorsale de la langue, caractérisée par de multiples irrégularités telles que cryptes,
papilles, fissures et zones dépapillées, constitue un environnement idéal pour la croissance, la
colonisation et la prolifération microbiennes. Ces conditions optimales de température,
d'’humidité et de surface favorisent particulierement le développement de biofilms, déefinis
comme des assemblages de cellules microbiennes enveloppées dans une matrice autoproduite
de substances polymériques extracellulaires (EPS), adhérant entre elles et a la surface dorsale
de l'organe. La communauté microbienne comprend notamment des bactéries anaérobies
strictes et facultatives, principalement des Streptococcus spp., ainsi que des bactéries aérobies
comme les especes de Staphylococcus et d'Acinetobacter. Des levures,
notamment Candida spp., sont également présentes au sein de ces biofilms linguaux [(Sumi
et al., 2006) ; (Miranda et al., 2009) ; (Flemming et Wingender, 2010) ; (Santos et al.,
2013) ; (Flemming et al., 2016) ; (Bernardi et al., 2019) ; (Kaan et al., 2021) ; (Pisano et
al., 2023) ; (Kawayanagi et al., 2024)]. Leur développement s'effectue selon un processus

complexe en cing étapes distinctes (Figure N° 1).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/prd.12366#prd12366-bib-0055
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Figure N°1. Etapes de formation du biofilm bactérien sur la face dorsale de la langue. (A) Fixation réversible. (B) Fixation irréversible.

(C) Elaboration et production de polysaccharides extracellulaires. (D) Maturation. (E) Dispersion (Zhao et al., 2023) (modifiée)
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D'une maniere générale, les microorganismes planctoniques adhérent initialement a la surface
dorsale de la langue de maniére réversible via des interactions hydrophobes et
électrostatiques. Cette adhésion devient ensuite irréversible grace a des liaisons hydrogene et
covalentes (Palmer et al., 2007). Aprés cette fixation et la formation de micro-colonies, ils
entrent dans une phase de prolifération active. Durant cette étape, les microorganismes se
multiplient tout en sécrétant des substances polymeres extracellulaires (EPS) composées de
protéines, d'exopolysaccharides, de lipides et dacides nucléiques extracellulaires, qui
participent a la constitution de la matrice du biofilm [(Sutherland, 2001) ; (Flemming et
Wingender et al., 2010)].

Par la suite, le biofilm acquiert une structure tridimensionnelle complexe et hautement
hydratee (O'Toole et al., 2000). La phase finale consiste en la dispersion du biofilm,
permettant la libération des microorganismes sous forme planctonique, facilitant ainsi leur

dissémination et la colonisation de nouvelles surfaces (Solano et al., 2014).

En présence d'une bonne santé genérale et d'une hygiéne bucco-dentaire adequate, le biofilm
lingual persiste en un équilibre dynamique avec I'néte. Dans cet état, les microorganismes
commensaux, par leur simple présence, empéchent la colonisation par des pathogénes en
saturant les sites d'adhésion disponibles. Ils entrent également en compétition avec ces
derniers pour l'acces aux nutriments et produisent des substances inhibitrices, telles que les
bactériocines, qui entravent la prolifération des microbes pathogénes. L'ensemble de ces
mécanismes est essentiel au maintien de I'homéostasie bucco-dentaire [(Marsh et Percival,
2006) ; (Tuganbaev et al., 2022)].

En outre, le biofilm lingual joue un réle clé dans le bon fonctionnement du systéme
cardiovasculaire. Son implication est particulierement notable dans le cycle de l'oxyde
nitrique (NO), une molécule de signalisation gazeuse. Le biofilm assure en effet la conversion
biologique du nitrate (NO3) alimentaire en nitrite (NO,), puis en NO (NOz;— NO,— NO),
contribuant ainsi a la régulation de I'noméostasie du NO chez I'hdte. Cette molécule est
essentielle pour moduler le tonus vasculaire et prévenir l'apparition de I'hypertension
[(Lundberg et Govoni, 2004) ; (Bryan et al., 2017) ; (Rosier et al., 2020)].

Le biofilm lingual, initialement stable et symbiotique, peut évoluer vers un état dysbiotique.
Cette transition se caractérise par une rupture de I'équilibre entre les communautés

microbiennes et I'h6te, ainsi que par une altération de la composition microbienne. Cette


https://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2021/xx/d0cs00986e#cit3
https://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2021/xx/d0cs00986e#cit45
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dysbiose peut étre induite par divers facteurs, tels que I'immunosuppression, les troubles
salivaires, la prise de médicaments, une mauvaise alimentation ou une hygiéne bucco-dentaire
insuffisante. Elle favorise ensuite le développement de maladies parodontales, telles que la
gingivite et la parodontite, au sein de la cavité buccale [(Daniluk et al., 2006) ; (Costalonga
et Herzberg, 2014 ) ; (Di Stefano et al., 2022) ; (Tuganbaev et al., 2022) ; (Maier, 2023)].

Ces maladies inflammatoires affectent les gencives, I'os et le ligament parodontal, pouvant
conduire a la perte dentaire et a une inflammation systémique (Kinane et al., 2017). Leur
développement est associé a la formation d'un biofilm désequilibré (gingival et/ou lingual),
dominé par des bactéries pathogenes, principalement a Gram négatif (telles
que Porphyromonas gingivalis et Prevotella intermedia), au détriment des bactéries
commensales [(Hajishengallis et al., 2012) ; (Han et Wang, 2013) ; (Galimanas et al.,
2014) ; (Kleinstein et al., 2020)]. La présence de bactéries a Gram positif,
comme Staphylococcus aureus, et de levures, notamment Candida albicans, a également été
documentée au sein de ces biofilms [(Uribe-Garcia et al., 2021) ; (Oka et al., 2022)].

Ces deux especes interagissent selon une dynamique symbiotique (El-Azizi et al., 2004).
Cette interaction se manifeste d'une part par l'adhésion de S. aureusa la protéine Als3
(agglutinine-like sequence 3) des hyphes de C. albicans, et d'autre part par la stimulation de
I'nyphogenése fongique par les peptidoglycanes bactériens [(Xu et al., 2008) ; (Peters et al.,
2012)]. La communication inter-especes implique également des molécules de quorum
sensing (QS), telles que le farnésol produit par C. albicans, qui a une concentration de 40 uM
augmente la résistance de S. aureus a la vancomycine [(Hornby et al., 2001) ; (Albuquerque
et Casadevall, 2012) ; (Kong et al., 2017)]. De plus, la formation du biofilm mixte est
favorisée par la libération d'ADN extracellulaire, principalement par S. aureus et dans une
moindre mesure par la levure, via des processus dautolyse ou de sécrétion active, et son

intégration dans la matrice extracellulaire [(Pammi et al., 2013) ; (Sapaar et al., 2014)].

Dans le contexte des maladies parodontales, les cellules immunitaires de I'h6te jouent un role
déterminant dans le processus inflammatoire. Leur migration vers les tissus infectés permet la
neutralisation des microorganismes pathogenes (Alfakry et al., 2016). Ces pathogénes
participent a la pathogenese par trois mécanismes distincts : la sécrétion de protéinases
dégradant les structures parodontales ; la production de toxines compromettant la réponse
immunitaire de I'hdte, notamment en réduisant l'efficacité phagocytaire ; ou l'induction d'une

réponse immunitaire excessive conduisant a la libération de cytokines pro-inflammatoires
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[(Ksiazek et al., 2015) ; (Eckert et al., 2018) ; (Shenker et al., 2022) ; (Sandulescu et al.,
2023) ; (Kim et al., 2024)].

A linstar des maladies parodontales, les caries dentaires trouvent également leur origine dans
la perturbation de I'équilibre microbien au sein du biofilm dentaire et/ou lingual, qui en
constitue un facteur étiologique majeur. Ces pathologies infectieuses résultent d'une
déminéralisation progressive des tissus dentaires durs sous l'effet des acides organiques — tels
que les acides lactique, acétique et formique — libérés par le métabolisme fermentaire des
glucides. Des microorganismes acidogéniques et aciduriques, parmi lesquels la
bactérie Streptococcus mutans et la levure Candida albicans, jouent un rdle prépondérant
dans ce processus pathologique [(Hicks et al., 2004) ; (Garcia-Godoy et Hicks, 2008) ;
(Marsh, 2009) ; (Laudenbach et Simon, 2014) ; (Asakawa et al., 2018) ; (Fakhruddin et
al., 2021)].

Ces deux especes prédominent au sein des biofilms dysbiotiques associés a la pathologie
carieuse [(Cui et al., 2021) ; (Spatafora et al., 2024)]. Leur interaction, de nature synergique,
a été demontrée : C. albicans stimule non seulement le métabolisme glucidique de S. mutans,
mais module également la transcription des genes bactériens impliqués dans le transport et
I'assimilation des sucres (Costa Oliveira et al., 2021). Parallelement, la sécrétion de béta-
glucosyltransférase (GtfB) par S. mutans favorise a son tour I'utilisation des glucides par C.
albicans (Ellepola et al., 2019). Cette coopération métabolique se traduit par la formation
d'un biofilm bi-espece aux caractéristiques distinctes, présentant une viabilité cellulaire, une
biomasse, une teneur en EPS et une résistance aux agents antimicrobiens significativement

accrues par rapport aux biofilms mono-especes [(Falsetta et al., 2014) ; (Lobo et al., 2019)].

Par ailleurs, il convient de souligner que la dysbiose du biofilm de la langue n'est pas
uniqguement corrélée aux pathologies bucco-dentaires, mais également aux maladies
systémiques. Cette corrélation s'explique par deux mécanismes principaux : d'une part,
I'aggravation de la réponse inflammatoire due a la libération de toxines et, d'autre part, la
pénétration directe du microbiote lingual dans la voie sanguine, digestive ou respiratoire
[(Monea et al., 2014) ; (Sudhakara et al., 2018) ; (Hsu et al., 2019) ; (Hajishengallis et
Chavakis, 2021) ; (Li et al.,, 2021); (Yamazaki et Kamada, 2024)]. Les pathologies
systémiques peuvent également modifier la composition microbienne du biofilm lingual
(Mohammed et al., 2025).
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Le diabéte, par exemple, affecte les cellules mésenchymateuses de I'néte, incluant les cellules
du ligament parodontal, les ostéocytes et les ostéoblastes, entrainant une surexpression du
récepteur activateur du facteur nucléaire kB (RANKL). Cette régulation positive induit & son
tour une inhibition de la formation osseuse, conduisant finalement a la destruction des tissus
parodontaux (Jepsen et al., 2018). D'autres complications orales sont associées a cette
pathologie systémique, notamment la carie dentaire et la xérostomie. Des études ont montré
que le biofilm lingual des patients diabétiques subit des modifications significatives,
caractérisées principalement par une augmentation des populations
de Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus et Candida [(Nazir et al., 2018) ; (Yu-Hong
et Xing-Yu, 2019) ; (Rodriguez-Archilla et Piedra-Rosales, 2021)]. Par ailleurs,
I'inflammation chronique associée aux maladies parodontales peut altérer le métabolisme
glucidique et exacerber la résistance a I'insuline, contribuant ainsi a la pathogenése du diabete
de type 2 (Stohr et al., 2021).

De réecentes études ont par ailleurs établi un lien entre I'hypertension artérielle (HTA) et la
dysbiose du biofilm oral. La majorité de ces travaux se sont concentrés sur les altérations du
biofilm de la cavité buccale dans son ensemble, sans cibler spécifiquement le biofilm lingual
dans un contexte hypertensif. Il a été observé que les patients hypertendus présentent un
écosysteme buccal altéré, caractérisé par une abondance de Candida ainsi que de pathogeénes
parodontaux tels que Prevotella intermedia et Actinobacillus actinomycetemcomitans
[(Aoyama et al., 2018) ; (Barbadoro et al., 2021) ; (Chen et al., 2023)].

Les perturbations de la microcirculation induites par cette pathologie systémique peuvent
provoquer une ischémie parodontale, créant un environnement propice au développement des
maladies parodontales. Ces dernieres sont également reconnues comme un facteur de risque
indépendant pour 'HTA, étant associées a une surexpression de la protéine de choc thermique
Hsp65, qui accroit la susceptibilité a cette pathologie cardiovasculaire. De plus, la
dissémination de pathogénes buccaux et de leurs toxines, a partir de tissus inflammés vers
I'endothélium vasculaire, déclenche une réponse inflammatoire systémique. Cette cascade
aboutit a un dysfonctionnement endothélial, augmentant ainsi le risque de maladies
cardiovasculaires [(Lucia Macedo Paizan et Fernando Vilela-Martin, 2014) ; (Sudhakara
et al., 2018)].

Par ailleurs, I'nypothyroidie provoque une inflammation des glandes salivaires et compromet

la santé parodontale (Zahid et al., 2011). L'hyperthyroidie peut quant a elle augmenter la
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susceptibilité aux caries dentaires et aux maladies parodontales. Inversement, ces dernieres,
lorsqu'elles ne sont pas traitées, sont susceptibles d'affecter la fonction thyroidienne en raison
de I'inflammation chronique qu'elles entretiennent [(Zahid et al., 2011) ; (CTPOH, 2025)].

Compte tenu de l'interrelation étroite entre les pathologies bucco-dentaires et les maladies
systémiques, et de leur impact socio-économique conjoint, une attention particuliere doit étre
accordee a leur prévalence et a leur prise en charge thérapeutique intégrée. Les données
épidémiologiques mondiales indiquent que plus de 2,2 milliards de personnes sont atteintes de
caries dentaires, tandis que les maladies parodontales affectent pres de 10 % de la population
mondiale (WHO, 2020). Des disparités régionales sont observables : en Europe et sur le
continent américain, les prévalences respectives s'élevent a 17,89 % et 18,89 % pour les
maladies parodontales (WHO, 2022b). Dans le monde arabe, ces pathologies touchent 15,9 %
de la population algérienne contre 42,32 % en Libye [(WHO, 2022c) ; (Rahouma et Omar,
2023)]. De facon notable, une étude rapporte que 99,2 % de la population saoudienne est

concernée par les caries dentaires (Nasir, 2023).

Les pathologies bucco-dentaires, par leur chronicité et leur impact sur la morbidité-mortalité,
constituent un probleme de santé persistant. Leur prévalence accrue dans les pays a revenu
faible et intermédiaire souligne l'urgence sanitaire et les inegalités géographiques [(Petersen
et al., 2005) ; (Kassebaum et al., 2017) ; (WHO, 2020)]. Bien que leur traitement repose
principalement sur les antimicrobiens, son efficacité est compromise par I'émergence de
résistances via divers mécanismes (mutations génétiques, production d'enzymes, pompes a
efflux) [(Giurazza et al., 2021) ; (Ng et al., 2024)].

Face a cette antibiorésistance croissante, aux effets secondaires des traitements
conventionnels et au fardeau économique des soins bucco-dentaires, la recherche de solutions
alternatives s'impose. Les plantes médicinales représentent une piste prometteuse, offrant le
potentiel d'une action antimicrobienne large tout en présentant un profil de tolérance favorable
[(Chavan et al., 2018) ; (Listl et al., 2015) ; (Patangia et al., 2022)]. Leur efficacité est
attribuée a une riche diversité de métabolites secondaires bioactifs, incluant les composes
phénoliques, les alcaloides, les terpénoides, les saponines et les cétones. Ces composés
exercent des activités a la fois palliatives, en atténuant les symptomes, et curatives, en ciblant
les agents pathogénes des affections bucco-dentaires [(Tiwari et Rana, 2015) ; (Naseem et
al., 2017) ; (Anand et al., 2019) ; (Hussein et EI-Anssary, 2019) ; (Gorlenko et al., 2020)].
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Leur efficacité antimicrobienne découle de multiples mécanismes d'action. Ces substances
végétales perturbent l'intégrité membranaire et inhibent la synthése pariétale, induisant la lyse
cellulaire par fuite des constituants intracellulaires. Leur action anti-biofilm comprend
l'altération de la matrice extracellulaire, la suppression du quorum sensing, et l'inhibition de
l'adhésion microbienne et de la maturation des biofilms. Au niveau moléculaire, elles
interferent avec la biosynthése protéique en bloquant les phases d'initiation et d'élongation,
provoquent des erreurs de traduction et inhibent le site ribosomal A [(Calvo et Martinez-
Martinez, 2009) ; (Hartmann et al., 2010) ; (Cho et al., 2014) ; (Silva et al., 2016) ; (Xiao
et al., 2019) ; (Ammendolia et al., 2021) ; (Wang et al., 2021) ; (Qian et al., 2023)].

Les plantes médicinales, telles que Salvia officinalis L., présentent un potentiel thérapeutique

prometteur dans la prévention et le traitement des maladies bucco-dentaires.

En effet Salvia officinalis L., communément appelée « Miramia » ou « Sauge » en Algérie, est
un arbuste vivace de la famille des Lamiaceae, prospérant naturellement dans le bassin
méditerranéen et au Moyen-Orient [(Din¢ et al., 2009) ; (Ghorbani et Esmaeilizadeh,
2017)] (Figure N°2). Ses propriéteés pharmacologiques, notamment ses activités antioxydante,
anti-inflammatoire et antimicrobienne, sont attribuables a sa composition chimique
diversifiée. Celle-ci inclut plusieurs classes de composés bioactifs, dont des flavonoides, des
acides phénoliques et des terpenoides [(Martins et al., 2015) ; (Costa et al., 2015);
(Bendaas et al., 2025)].

Son utilisation traditionnelle est documentée depuis des siécles sous diverses formes
galéniques, incluant des tisanes (macérats, infusions, décoctions), des huiles essentielles et des
hydrolats aromatiques [(Zimmermann et al., 2011) ; (Jedidi et al., 2018)]. Elle est employée
dans la prise en charge de multiples affections, telles que les troubles cardiovasculaires, les
désordres gastro-intestinaux, les états dépressifs, les dermatites, les infections bucco-dentaires
et diverses pathologies chroniques (Khalil et Li, 2011). Au-dela de ses applications
médicinales, la sauge est également valorisée dans les industries cosmétique et
agroalimentaire (compléments alimentaires), ainsi que comme agent phytosanitaire naturel
[(Said-Al Ahl et al., 2015) ; (Jakovljevi¢ et al., 2019) ; (Kulak, 2020)].


https://www.mdpi.com/2076-3417/15/7/3516?utm_source=chatgpt.com#B146-applsci-15-03516
https://www.mdpi.com/2076-3417/15/7/3516?utm_source=chatgpt.com#B112-applsci-15-03516
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629924007294#bbib0039
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X21009384#b0295
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X21009384#b0150
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X21009384#b0180
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Figure N° 2. Salvia officinalis (Toumi et Miloudi, 2020)

Parmi les substances naturelles d'intérét thérapeutique figure également la gomme arabique
(GA). Il s'agit d'un exsudat naturel gommeux obtenu a partir de troncs et de branches
d'arbustes du genre Acacia, principalement A. senegal et A. seyal (Famille des Fabacées). Sa
production provient essentiellement de la ceinture sahélienne de I'Afrique, notamment du
Soudan, du Tchad, du Nigéria et du Sénégal [(Nasir, 2013) ; (Ashour et al., 2022)] (Figure
N°3).

D'un point de vue structural, la GA est un complexe macromoléculaire de nature
arabinogalactane-protéine. Elle incorpore également des acides phénoliques et des sels
minéraux dans sa matrice. Elle se caractérise par sa neutralité chimique, sa stabilité, sa faible
viscosité, ainsi que son absence de go(t et d'odeur prononcés [(Nie et al., 2013);
(Mahfoudbhi et al., 2014) ; (Ashour et al., 2022)].

Ses propriétés biologiques, incluant des activités antimicrobienne, antioxydante,
antidiabétique et immunomodulatrice, lui ouvrent des perspectives d'application en médecine
humaine, vétérinaire et dentaire. Dans le domaine de la dentisterie, son utilisation est
principalement axée sur I'amélioration de I'hygiene bucco-dentaire et la réduction des indices

gingivaux et de plague. Au-dela de ses applications thérapeutiques, la gomme arabique est
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largement utilisée comme additif dans les industries alimentaire, cosmétique et méme dans la
fabrication d'encres [(Pradeep et al., 2012) ; (Awad et al., 2016) ; (Alogbi, 2020) ; (Li et al.,
2020)].

Figure N° 3. (A) Arbre a exsudats de gomme arabique; (B) Granules de gomme
arabique (Patel et Goyal, 2015)

Compte tenu de l'importance croissante des infections bucco-dentaires et de leurs
répercussions sur la santé générale, cette étude vise a caractériser un aspect méconnu du
microbiote oral, a savoir la face ventrale de la langue, qui demeure peu documentée, en
particulier au sein de la population algérienne. Parallelement, le riche patrimoine botanique
local, incluant des ressources naturelles telles que Salvia officinalis et la gomme arabique,
offre des perspectives thérapeutiques prometteuses. Dans ce contexte, les objectifs suivants

ont été définis :

Caractériser le microbiote présent sur les surfaces dorsale et ventrale de la langue chez des
patients atteints de pathologies bucco-dentaires et des patients sains.

Déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des agents antimicrobiens et des
extraits végétaux vis-a-vis de souches microbiennes isolées.

Evaluer in vitro la formation de biofilms et leur inhibition par des agents antimicrobiens et des
extraits végétaux.

Analyser la composition phytochimique des extraits végétaux par chromatographie liquide

couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).
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Ce travail a été réalisé au laboratoire « Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie,
synthése et activité biologique » (LAPSAB) de I'université Abou Bekr Belkaid de Tlemcen.

1. Déclaration d'éthique

Le protocole de I'étude a été établi conformément aux principes éthiques de la Déclaration
d'Helsinki de 1’ Association Médicale Mondiale (2013) relative a la recherche impliquant des
étres humains (Ndebele, 2013). Les patients ou leurs représentants légaux ont été informés
des objectifs de I’étude et ont donné¢ leur consentement éclairé avant toute procédure de

prélevement.
2. Population d’étude

Cette étude a inclus des patients s'étant présentés a la clinique dentaire (services de :
parodontologie, ODF et pathologies) du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) Dr. Tidjani
Damerdji de Tlemcen pour des soins bucco-dentaires ou pour un contréle de routine entre
septembre 2021 et juin 2022. Chaque patient a été examiné par un chirurgien-dentiste qualifié
pour diagnostiquer d'éventuelles pathologies bucco-dentaires. L'échantillon total comprenait
92 patients ages de 11 a 77 ans, répartis en cing groupes distincts selon leur état de santé
bucco-dentaire. Le premier groupe était constitué de patients sains ne presentant aucune
pathologie bucco-dentaire ou systémique, tandis que les quatre autres groupes correspondaient
chacun a l'une des affections suivantes : xérostomie, gingivite, parodontite et carie dentaire.

Tous les patients ont été invités a lire et a remplir un questionnaire (Annexe N°1).

Les critéres d’exclusion étaient les suivants : les enfants de moins de 10 ans, les patients ayant
refusé de participer a I’étude et ceux pour lesquels des préleévements avaient déja été réalisés

dans le cadre de ce protocole.
3. Prélévements

La collecte des échantillons a été effectuée entre 9 h et 11 h, environ deux heures aprés le
dernier repas. Pour les patients pratiquant 1’hygiéne buco-dentaire, le prélevement a été réalisé
2 heures apres le dernier brossage des dents et de la langue. Pour chaque patient, des
prélevements ont été réalisés sur deux sites distincts de la langue : la surface dorsale et la
surface ventrale (Annexe N°4). Chaque surface a été frottée avec un écouvillon stérile, puis

celui-ci a été placé dans un tube stérile en vue de son transport au laboratoire.
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Dans un premier temps, 3 mL d'eau physiologique ont été ajoutés a chaque échantillon. Les
tubes ont ensuite été agités au vortex pendant 2 minutes. Par la suite, 200 puL de chaque
suspension ont été répartis dans deux tubes distincts. Pour la recherche bactérienne, 900 uL de
bouillon nutritif ont été ajoutés au premier tube, tandis que pour la recherche des levures, le
méme volume de milieu Sabouraud liquide a été ajouté au second tube. Les échantillons ont

ensuite été incubés pendant 24 a 72 heures a 37°C pour permettre la croissance microbienne.

Concernant la solution d'eau physiologique restante dans le tube initial de prélevement, celle-
ci a été remplacée par un milieu de Sabouraud liquide. Ces tubes ont ensuite été incubés
pendant 24 & 72 heures & 37°C (Seghir, 2015).

4. Isolement et purification

Une fois incubés, les échantillons présentant un trouble ont été ensemencés par étalement en
stries sur différents milieux de culture sélectifs : la gélose Chapman pour l'isolement des
staphylocoques (Gram positif), la gélose MacConkey pour les bacilles a Gram négatif, et la
gélose Sabouraud au chloramphénicol pour I'isolement des levures. Les boites ont ensuite été
incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures pour le développement bactérien et 24 a 72 heures
pour la croissance fongique. Les souches isolées ont été purifiées par repiquages successifs
sur les mémes milieux. Chaque souche pure a ensuite été ensemencée sur gelose inclinée en

tube, incubée a 37°C pendant 24 a 48 heures, puis conservée a +4°C.
5. Identification des souches

L'identification des staphylocoques a été réalisée par le test de la DNase et le systéeme
d'identification automatisé VITEK® 2, tandis que celle des bactéries a Gram négatif a été
effectuée par des tests biochimiques conventionnels (milieu TSI, test oxydase, croissance sur

gélose au Cetrimide), complétés par les systémes API 20E (Biomérieux) et VITEK® 2.

L'identification des levures a été réalisée sur milieu Chromagar Candida, avec confirmation
par les systémes API Candida et VITEK® 2.

6. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques vis-a-vis

des bactéries

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée a l'aide du systéme ViteK® 2. A partir d'une
préculture de 24 heures sur gélose Chapman pour les staphylocoques ou sur gélose

MacConkey pour les bactéries a Gram négatif, quelques colonies ont été prélevées a 1’aide
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d’une anse stérile et mises en suspension dans 3 mL d’eau physiologique. La turbidité de cette
suspension a été ajustée a I’aide d’un densitometre (DensiCHEK) pour obtenir une densité
optique comprise entre 0,5 et 0,63. Cet inoculum a ensuite été dilué¢ en prélevant 280 pL. (pour
les bactéries a Gram positif) ou 145 uL (pour les bactéries a Gram négatif) et en les ajoutant a
3 mL d’eau physiologique. La suspension finale a été transférée dans une carte VITEK® 2 de
type AST, comprenant un puits témoin sans antibiotique (témoin de croissance) et des puits
contenant des concentrations croissantes d’antibiotiques. Apres incubation a 37°C pendant
24 heures, les concentrations minimales inhibitrices (CMIs) ont été déterminées et interprétées
automatiquement par le systéme Vitek®2 (Annexes N°2 et N°3).

7. Détermination des concentrations minimales inhibitrices de I’amphotéricine B vis-a-

vis des levures

La sensibilité a I’amphotéricine B a été déterminée par micro-dilution en plaque selon les
recommandations du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M27-A3) (CLSI,
2008).
Le protocole préconise l'utilisation du milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI
1640) tamponne a pH 7,0 avec de l'acide morpholino propanesulfonique (MOPS) 0,165
mol/L.

L'inoculum a été préparé a partir d'une préculture de 24 heures sur gélose Sabouraud dextrose.
Quelques colonies ont été mises en suspension dans 5 mL de sérum physiologique stérile
(NaCl 8,5 g/L), puis la concentration a été ajustée a 3 x 10° cellules/mL aprés comptage sur
cellule de Thoma. Deux dilutions au 1/50 et au 1/20 de cette suspension ont ensuite été

réalisées dans le milieu RPMI.

La solution mére d'amphotéricine B (1,6 mg/mL) a été préparée extemporanément par
dissolution dans du diméthylsulfoxyde (DMSOQ). Des dilutions en série (facteur 2) ont été
effectuées dans le méme solvant, puis chaque concentration a été diluée au 1/50 dans le milieu
RPMI.

Les puits d'une microplaque 96 puits a fond plat ont été remplis avec 100 pL d'inoculum
(concentration finale : 0,5 x 103 a 2,5 x 10% cellulessrmL) et 100 pL de solution
d'amphotéricine B (gamme de concentrations finales : 0,03-16 pg/mL). Un témoin négatif

(milieu seul) et un témoin positif (inoculum sans antifongique) ont été inclus.
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Apres incubation & 35°C pendant 24 et 48 heures, la CMI a éte définie comme la plus faible
concentration inhibant toute croissance visible. La souche Candida albicans ATCC 10231 a

servi de contr6le de qualité.
8. Sélection du matériel végétal

Dans cette étude, nous avons sélectionné deux produits végétaux connus pour leurs usages
thérapeutiques. Nous avons évalué la cytotoxicité, l'activité antimicrobienne et I'activité anti-
biofilm de I'extrait brut hydro-méthanolique et de sa fraction acétate d'éthyle pour chaque
produit.

Les feuilles de Salvia officinalis ont été collectées dans la wilaya de Tlemcen durant les mois
d'avril et mai 2023. L’identification de cette plante a été réalisée par un botaniste « Dr. Baba
Ali» de 'université de Tlemcen (code : Salvia officinalis LABSAP-72). Ces feuilles ont
ensuite été séchées dans un endroit sec, aéré et obscur. Par ailleurs, la gomme arabique,
importée du Soudan sous forme de grains, a été achetée dans une herboristerie a Tlemcen.
Elle a été conditionnée dans des sacs bien fermés, résistants a I'humidité. A son arrivée, cette
gomme a été stockée dans un endroit sec, a température ambiante et protégée de I’exposition

directe a la lumiere.

9. Préparation des extraits bruts hydro-méthanoliques

Dans un premier temps, chaque matiere végétale a été broyée jusqu'a l'obtention d'une poudre
fine. Par la suite, des extraits bruts hydro-methanoliques ont été préparés par macération.
Cette méthode a consisté a mettre en contact 100 g de poudre végétale avec 500 mL d'un
mélange eau-méthanol (30:70, v/v), suivie d'une agitation continue pendant 48 heures, a
température ambiante et a l'abri de la lumiére. L'extrait obtenu a ensuite été filtré sur papier
filtre. Le méthanol a été éliminé par évaporation sous pression réduite a 60°C a l'aide d'un
évaporateur rotatif. Enfin, les extraits aqueux résiduels ont été séchés completement dans une

étuve a 37°C.
10. Fractionnement par acétate d’éthyle

Les extraits bruts hydro-méthanoliques, aprés évaporation compléte du méthanol, sont soumis
a une extraction liquide-liquide par l'acétate d'éthyle (trois fois) a l'aide d'une ampoule a
décanter. La phase organique d'acétate d'éthyle récupérée est évaporée a l'aide d'un

évaporateur rotatif a 40°C, puis séchée a I'étuve a 37°C.
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Les extraits bruts hydro-méthanoliques et les fractions d'acétate d'éthyle sont récupérés et
conservés a l'abri de la lumiere. 1l est a noter que les extraits bruts sont solubles dans I'eau

distillée, tandis que leurs fractions le sont dans le DMSO.
11. Détermination du rendement de I’extraction des produits végétaux

Le rendement d'extraction correspond au rapport entre la masse de I'extrait sec obtenu (M) et
la masse initiale de matiére végétale utilisée (M), exprimé en pourcentage. Pour chaque

extrait, le rendement a été calculé selon la formule suivante :

R (%) = (M/Mj) x 100

. R : Rendement (%)
. M : Masse de l'extrait sec obtenu (g)
. M, : Masse initiale de matiére végétale (g)

12. Evaluation de la cytotoxicité des extraits végétaux

Du sang humain provenant de donneurs sains a été prélevé sur tubes vacutainers contenant de
'EDTA comme anticoagulant. Aprés centrifugation (10 min, 2000 rpm, 20°C), le culot
érythrocytaire a été lavé trois fois avec du tampon phosphate salin (PBS, pH 7,4). Les
érythrocytes ont ensuite été resuspendus dans du PBS pour obtenir une suspension a 10 %

(v/v), puis dilués au 1/10 dans le méme tampon.

Dans des tubes Eppendorf, 100 pL de la suspension érythrocytaire ont été incubés avec 100
pL d'extraits a concentrations croissantes dans du PBS (concentrations finales : 4, 8, 16, 32,

64 et 128 mg/mL). Un témoin d'hémolyse totale a été préparé avec du Triton X-100 a 1 %.

Aprés incubation (1 h, 37°C) et centrifugation (10 min, 2000 rpm, 20°C), 150 pL de
surnageant ont été transférés dans une microplaque 96 puits a fond plat. L'absorbance a été

mesurée a 450 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques (Rayto RT-2100C).
Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon la formule :

% Hémolyse = (Absorbance échantillon - Absorbance témoin négatif) + (Absorbance témoin
positif - Absorbance témoin négatif) x 100 (Wei et Bobek, 2004).
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13. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des extraits végétaux vis-a-

vis des cellules planctoniques bactériennes et fongiques

Les CMIs des extraits végétaux ont été déterminées par microdilution en bouillon selon les
recommandations du CLSI (2008) pour les levures et du CLSI (2012) pour les bactéries. Des
précultures ont été réalisées sur gélose Chapman pour les staphylocoques, gélose MacConkey
pour les bactéries a Gram négatif, et gélose Sabouraud au dextrose pour les levures.

Apres 24 heures d'incubation, les inoculums ont été standardisés a :

. 108 UFC/mL dans du Mueller-Hinton pour les bactéries
. 1 x10%a5 x 103 cellules/mL dans du RPMI-1640 tamponné au MOPS (pH 7,0) pour
les levures

Dans des microplaques a 96 puits a fond plat, 100 uL d'inoculum (concentration finale : 5 x
10° UFC/mL pour les bactéries ; 0,5 x 10% a 2,5 x 102 cellules/mL pour les levures) ont été
ajoutés a 100 pL d'extrait a concentrations décroissantes (0,01 a 8 mg/mL) préparé dans le
méme milieu de culture. Les microplaques ont été incubées 24 h a 37°C pour les bactéries et

35°C pour les levures.

Des temoins positif (inoculum seul) et négatif (milieu seul) ont été inclus. La CMI correspond

a la plus faible concentration inhibant toute croissance microbienne visible.

14. Evaluation de la capacité des souches co-isolées d’un méme prélévement lingual a

former in vitro des biofilms mono et multi-especes

Les précultures sont réalisées dans 1mL de bouillon BHI pour les bactéries et dans 1 mL de
bouillon Sabouraud pour les levures, puis incubées pendant 24 heures a 37°C et 30°C

respectivement, sous agitation continue.

Les cultures sont ensuite centrifugées (1000 x g, 15 min, 4°C pour les bactéries ; 3000 x g, 5
min, 4°C pour les levures). Les culots sont lavés deux fois avec du PBS (pH 7,4 ; 10 mM)
puis resuspendus dans du RPMI-1640 tamponné avec du MOPS 0,165 mol/L (pH 7,4), du
BHIB ou du TSB.

Les suspensions sont ajustées a 10”7 UFC/mL pour les bactéries (Seghir et al., 2015) et a 10°

cellules/mL pour les levures (Pierce et al., 2008). Dans des microplaques de polystyréne a 96
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puits a fond rond, 100 pL de suspension microbienne sont déposés par puits pour la formation
de biofilms mono-especes.

Pour les biofilms mixtes, des volumes égaux de suspensions fongique et bactérienne sont
combinés dans chaque puits. Les microplaques sont incubées a 37°C pendant 24 et 48 heures.
Des puits contenant uniquement le milieu de culture servent de témoin négatif (Seghir et al.,
2015).

15. Quantification de la biomasse dans le biofilm par la méthode de coloration au Cristal

violet

Une fois le biofilm formé, le milieu de culture est aspiré et les puits sont lavés avec du PBS
(pH 7,4 ; 0,1 mM). Chaque puits est ensuite traité avec 100 uL de méthanol absolu pour la
fixation du biofilm. Apres incubation a température ambiante pendant 15 minutes, les puits
sont rincés puis colorés avec 100 pL de solution de cristal violet pendant 20 minutes a
température ambiante. Le colorant fixe au biofilm est extrait par addition de 150 uL d'acide
acetique a 33 %. Finalement, la densité optique est mesurée a 570 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaques (Biochrom AsysUVM340) (Christensen et al., 1985).

Selon les criteres établis par Kodori et al. (2021), les souches sont classees comme suit :

Non formatrices de biofilm (DO < DOC),
Faiblement formatrices (DOC < DO < 2xDOC),
Modérément formatrices (2xDOC < DO < 4xDOC),
Fortement formatrices de biofilm (DO > 4xDQOC).

DO : Densité optique de la souche testée

DOC : Densité optique du témoin négatif

16. Détermination des concentrations minimales inhibitrices sessiles (SCMIs) des agents
antimicrobiens et des extraits végétaux vis-a-vis de Staphylococcus lentus et Candida

albicans co-isolées d’un méme prélevement lingual

La technique de Pierce et al. (2008) a été utilisée pour déterminer les concentrations

minimales inhibitrices sessiles (SCMIs) des agents antimicrobiens et des extraits végétaux
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vis-a-vis de Staphylococcus lentus et Candida albicans co-isolés d’un méme prélévement
lingual. Cette méthode est basée sur la réduction d’un indicateur de viabilité cellulaire. Dans
la présente étude, c’est le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltétrazolium) qui a été employé comme indicateur de viabilité. Ce compose jaune est
réduit en un cristal de formazan violet par les cellules métaboliquement actives (Kumar et
al., 2018).

Les biofilms mono-espéces et multi-especes de S. lentus et C. albicans ont été formés en
milieu RPMI 1640 selon un protocole préalablement décrit. Aprés une incubation de 24 et 48
heures a 37°C, les surnageants ont été aspirés et les biofilms obtenus ont été rincés avec une
solution de PBS sterile (pH 7,4 ; 10 mM).

Les concentrations finales des agents testes ont été préparées en milieu RPMI 1640 a partir de

solutions meres. Les gammes de concentrations utilisées étaient les suivantes :

. Vancomycine : de 1 pg/mL a 512 pg/mL.
. Amphotéricine B : de 0,25 pg/mL a 128 pg/mL.
. Extraits végéetaux : de 0,25 mg/mL a 128 mg/mL.

Pour les biofilms mono-espéces, 100 pL de concentrations croissantes de l'antimicrobien ont
été ajoutés respectivement aux cellules sessiles de S. lentus (antibiotiqgue) ou de C.
albicans (antifongique). Les biofilms multi-espéces, quant a eux, ont été traités par une

association des deux agents.

L'effet anti-biofilm des extraits végétaux a été évalué en ajoutant un volume identique de

différentes concentrations de chaque extrait sur les biofilms bactériens, fongiques et mixtes.

Des puits contenant des biofilms non exposés aux antimicrobiens ou aux extraits ont recu 100
pL de milieu de culture (témoin positif). D'autres puits contenant uniquement du RPMI 1640
ont servi de témoin négatif. Apres 24 heures d'incubation a 37°C, les surnageants ont été
éliminés et les puits ont été rincés avec du PBS stérile. L'effet inhibiteur des antimicrobiens et
des extraits végétaux sur les biofilms a finalement été quantifié par le test de réduction du
MTT.
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17. Test de réduction au tétrazolium (MTT)

Le test de viabilité cellulaire a été effectué selon la méthode de Mosmann (1983), avec
quelques modifications. Nous avons dissous 1 mg de MTT (Sigma-Aldrich, M2128) dans 1
mL de PBS (pH 7,4 ; 10 mM) puis stérilisé le mélange par filtration (filtres Millipore 0,22
um). Ensuite, 20 pL de la solution de MTT ont été ajoutés dans les puits contenant des
biofilms matures mono- et multi-espéces, ainsi que dans ceux des témoins négatifs. Apres
incubation des microplaques a 37°C pendant 4 h, 100 pL d'isopropanol acidifi¢ (HC1 0,04 N
dans de l'isopropanol) ont été ajoutés a tous les puits et mélangés délicatement afin de
dissoudre les cristaux de formazan bleu-violet. Aprés une deuxiéme incubation de 15 minutes
a température ambiante, 75 pL du contenu de chaque puits ont été transférés dans de
nouvelles microplaques. L'absorbance a finalement été mesurée a 570 nm a l'aide d'un lecteur

de microplaques (Biochrom Asys UVM340).
L'évaluation des SCMIs est déterminée a 80 % d'inhibition selon cette formule :

SCMI = 100 [1 — (Moyenne des DOs7o nm puits avec antimicrobien / Moyenne des DOs7onm

puits sans antimicrobien)].

18. Analyse chimique des extraits végétaux par LC-MS/MS

L’analyse chimique des extraits a ¢été réalisée au Plateau Technique d’Analyses Physico-
Chimiques (PTAPC) de I’Université d’Ouargla par un systéme LC-MS/MS. Il sagit d'un
systeme de chromatographie liquide ultra-performance avec ionisation par électrospray et
spectrométrie de masse en tandem (UPLC-ESI-MS-MS) Shimadzu 8040 a trés haute
sensibilité avec technologie UFMS et équipé d'un Nexera XR LC-20AD a pompes binaires.

Les conditions de I’ionisation par électrospray (ESI) étaient les suivantes : gaz CID, 230 KPa;
dynode de conversion, —6,00 KV<C ; température DL, 250°C ; débit de gaz de nébulisation,
3,00 L/min ; bloc chauffant, 400°C ; débit de gaz de séchage, 10 L/min.

La phase mobile A était constituée de 2 mmol de formiate d’ammonium et d’eau a I’acide
formique a 0,002%. La phase mobile B était constituée de 2 mmol de formiate d’ammonium
et d’acide formique méthanol a 0,002%. Le débit était de 0,4 mL/min et le volume d'injection
était de 10 pL. Les échantillons ont été séparés a I'aide d'une colonne Shim-pack C8 (150 mm

x 2,0 mm, 2,2 um). Le programme de gradient utilisé est présenté dans le tableau ci-dessous :
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Tableau N° 1. Programme de gradient de la méthode LC-MS/MS

Temps Phase mobile A %
0.1 98
0.2 98
2.5 45
4 5
7 5
7.1 98
12 stop

Les principales étapes de l'analyse LC-MS/MS sont résumées dans la figure N°4.

(lmg/mL en méthanol) (transformation du liquide

[ Préparation d’extrait ] - [ Séparation LC ]- Ionisation par ESI

en lons gazeux)

!

[ 12 étape de MS (sélection ]

1ér étape de séparation

d’un ion précurseur)

2éme gtapne de séparation

!

[ Détecteur ] 28m2 gtape de MS (caractérisation Fragmentation collisionnelle

des fragments d’ions) — de I'ion précurseur

Logiciel (traduit le

3éme gtape de séparation

courant cree par les
fragments d’ions en
spectre de masse)

Figure N° 4. Etapes de Panalyse LC-MS/MS (Winnik et Kitchin, 2008) (modifiée)

19. Analyse statistique

L'analyse des données a été réalisée a l'aide du logiciel IBM Statistical Product and Service
Solutions (SPSS), version 26.0. Nous avons appliqué le test du chi-carré () pour analyser les
profils de santé bucco-dentaire entre les sexes, ainsi que pour comparer la composition du
microbiote entre les surfaces dorsale et ventrale de la langue. Une analyse de variance
(ANOVA) a également été utilisée pour comparer le nombre de microorganismes isolés chez

les patients atteints de pathologies bucco-dentaires et les patients sains. De plus, le test t de
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Student a été appliqué pour comparer les biomasses produites par les biofilms entre 24 heures
et 48 heures. Le seuil de signification statistique a été fixé a p < 0,05.
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Troisieme partie Résultats et discussion

En raison de son anatomie particuliére, la langue, qui représente environ le tiers du volume de
la cavité buccale, abrite un microbiote plus diversifié et dense que celui des autres tissus
mous. Ce microbiote est constitué de nombreuses especes bactériennes et fongiques vivant
majoritairement sous forme de biofilm (Li et al., 2022). A I'équilibre, il joue un role essentiel
dans le maintien de la santé buccale et générale. En revanche, son déséquilibre peut le rendre
pathogéne et contribuer au développement de pathologies bucco-dentaires, telles que la
gingivite, la parodontite ou la carie dentaire, ainsi que d’affections systémiques comme
I’hypertension artérielle et le diabéte [(Colombo et al., 2015) ; (Asakawa et al., 2018) ;
(Berger et al., 2018) ; (Rodriguez-Archilla et Piedra-Rosales, 2021)].

L’éradication complete d’un biofilm lingual pathogéne demeure particulierement
difficile. C'est pourquoi la mise en ccuvre de mesures d’hygiéne bucco-dentaire appropriées,
incluant I’utilisation réguliere de bains de bouche et de dentifrices a base de composés

d’origine végétale, est nécessaire pour en réduire la gravité (Abebe, 2021).

Dans cette perspective, la présente étude a pour objectif d'identifier diverses espéces
microbiennes présentes sur les surfaces linguales dorsale et ventrale de patients atteints de
maladies bucco-dentaires, ainsi que de patients sains, dans la région de Tlemcen (Algérie).
Elle vise également a déterminer les concentrations minimales inhibitrices d’antibiotiques,
d’antifongiques et d’extraits végétaux contre certaines souches isolées, a évaluer leur
capacité a former des biofilms in vitro, et enfin a examiner I’effet inhibiteur de ces agents

antimicrobiens et extraits végétaux sur les biofilms linguaux.
1. Description de la population d’étude

L'étude a inclus 92 patients, parmi lesquels 18 % (n=17) présentaient une xérostomie, 24 %
(n=22) une gingivite, 23 % (n=21) une parodontite et 15 % (n=14) une carie dentaire ; les 20

% restants (n=18) étaient considérés comme sains.
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1.1. Répartition des patients selon les caractéristiques sociodémographiques

La figure N°5, représente la répartition des patients (n=92) par sexe et par tranche d’age.
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Figure N° 5. Répartition des patients par sexe et par tranche d’age

Comme le montre la figure N°5, I'échantillon de I'étude (n = 92) était majoritairement
composé de femmes (57 %, n = 53), contre 43 % d'’hommes (n = 39). Ces résultats sont
similaires a ceux observés par Asakawa et al. (2018) dans leur étude sur le microbiote lingual
d'individus agés japonais, qui rapportaient également une prédominance féminine (54 %).
Cette surreprésentation pourrait s'expliquer par un plus grand intérét des femmes pour leur
santé bucco-dentaire, les rendant ainsi plus susceptibles de consulter en établissement
dentaire. Cette hypothése est soutenue par les travaux de Farsi (2010), qui indiquait que les

hommes consultent moins fréquemment le dentiste.
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De plus, nous observons que la tranche d’age de 21 a 30 ans est la plus représentée chez les
deux sexes (Figure N°5). L'd4ge moyen des femmes était de 31,47 + 14,14 ans, celui des
hommes de 39,56 = 16,55 ans, et celui de I'ensemble de la population de 34,90 + 15,56 ans.
Cette derniére valeur est proche de celle rapportée par Burcham et al. (2020) dans leur étude

sur le microbiote buccal, qui ont établi un &ge moyen de 34,2 ans chez des adultes américains.

1.2. Répartition des maladies bucco-dentaires par sexe

Les résultats relatifs a la répartition des maladies bucco-dentaires par sexe sont présentés dans
le tableau N°2.

Tableau N° 2. Maladies bucco-dentaires signalées par les groupes de patients en fonction

du sexe
Maladies bucco-dentaires Homme Femme P value
n=39(%) n=53(%)
Xérostomie 05 (13) 12 (23)
Gingivite 07(18) 15 (28)
Parodontite 19 (49) 02 (04) 0,014
Carie dentaire 04 (10) 10 (19)

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus révelent une différence significative entre les
profils de santé bucco-dentaire des femmes et des hommes (p = 0,014). Les femmes
présentent une sensibilité accrue a la xérostomie, a la gingivite et a la carie dentaire, tandis

que les hommes sont plus sujets a la parodontite.

La prévalence de la xérostomie est plus élevée chez les femmes, quel que soit I'age, comme
I'ont montré plusieurs études épidémiologiques menées en Amérique du Nord (Etats-Unis), en
Asie (Inde, Iran, Irak, Arabie saoudite) et en Europe (Suéde) [(Navazesh et al., 1995) ;
(Abdullah, 2015) ; (Han et al., 2015) ; (Shirzaiy et Bagheri, 2016) ; (Nadig et al., 2017) ;
(Adolfsson et al., 2022) ; (Alkanani et al., 2022)]. Nos observations sont en accord avec ces

travaux.
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La prévalence élevée de la xérostomie chez les femmes peut étre attribuée a plusieurs
facteurs, notamment une consommation de médicaments plus importante, une carence en
cestrogénes post-ménopausique, une plus grande susceptibilité au syndrome de Sjogren et a la
dépression. De plus, la taille réduite des glandes salivaires chez les femmes, comparativement
a celle des hommes, contribue a cette prédisposition [(Riley et Gilbert, 2001) ; (Torres et al.,
2002) ; (Agha-Hosseini et al., 2009) ; (Forsblad-d’Elia et al., 2009) ; (Han et al., 2015)].

Au vu des recherches antérieures, il est probable que les effets indésirables des médicaments
aient un impact plus important sur la xérostomie que la maladie sous-jacente elle-méme
(Scully Cbe, 2003). Dans notre étude, 29 % des femmes et 12 % des hommes xérostomiques
suivaient un traitement pharmacologique, notamment des antihypertenseurs, des
antidiabétiques et des agents thyroidiens. Certains méedicaments agissent sur les recepteurs
muscariniques des glandes salivaires, tandis que d'autres influencent la régulation du calcium.
Ces mécanismes affectent la sécrétion salivaire [(Miranda-Rius et al., 2015) ; (Einhorn et
al., 2020)]. Malgre des recherches approfondies, le mécanisme d'action précis de nombreux

médicaments responsables de la xérostomie reste mal élucidé (Wolff et al., 2017).

Par ailleurs, nos résultats ont révélé une plus grande fréquence de gingivite chez les femmes
que chez les hommes. Ces observations sont conformes a celles d'études menées dans divers
pays asiatiques (Népal, Pakistan, Palestine) et au Portugal [(Dhakal et al., 2015) ; (Elshanti
et al., 2020) ; (Shehzad et al., 2021) ; (Relvas et al., 2022)]. Néanmoins, la prévalence de
cette pathologie s'est avérée similaire chez les deux sexes en Chine (Zhang et al., 2010).
L'inflammation et la vascularisation accrues des gencives chez les femmes pourraient étre
attribuées a I'élévation des taux de progestérone et d'cestrogéne durant la puberté ou la

grossesse (Elshanti et al., 2020).

D’autre part, notre étude indique que 86 % des patients atteints de gingivite présentent du
tartre. Une étude pakistanaise a rapporté un taux similaire de 72 % (Ali et al., 2012). Le tartre
est un dépbt résultant de la minéralisation de la plaque dentaire. Bien que sa surface rugueuse
ne provoque pas directement la gingivite, elle favorise lI'accumulation de plaque dentaire,
augmentant ainsi le risque de maladies parodontales [(Mamai-Homata et al., 2010) ; (Leroy
et al., 2011)].

La parodontite est plus fréquente chez les hommes que chez les femmes, indépendamment de
I'dge, de l'origine ethnique ou de la localisation géographique, comme observé dans notre

étude et confirmé par des recherches menées en Jordanie, au Pakistan, au Portugal et aux
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Etats-Unis [(Ababneh et al., 2012) ; (Eke et al., 2012) ; (vom Steeg et Klein, 2016) ;
(Shehzad et al., 2021) ; (Relvas et al., 2022)]. Plusieurs facteurs expliquent cette prévalence
élevée chez les hommes : une hygiene bucco-dentaire généralement moins bonne, un
tabagisme plus important, un recours aux soins dentaires insuffisant, une réponse immunitaire
moins efficace que chez les femmes et des taux plus faibles d’hormones protectrices comme
les cestrogénes [(Jha et al., 2002) ; (Dye et al., 2007) ; (Farsi, 2010) ; (Gameiro et Romao,
2010) ; (Grover et al., 2016)]. Une prédisposition génétique accrue a la parodontite a
également été rapportée chez les hommes (Ober et al., 2008).

Nos résultats indiquent par ailleurs une prévalence plus élevée de la carie dentaire chez les
femmes. Des observations similaires ont été faites en Amérique du Nord (Canada, Mexique),
en Europe (Allemagne), en Asie (Turquie) et en Afrique (Ethiopie) [(Splieth et al., 2003) ;
(Lukacs et Largaespada, 2006) ; (Namal et al., 2008) ; (Mejia-Rubalcava et al., 2012) ;
(Teshome et al., 2020)]. Une étude hongroise n'a cependant constaté aucune différence
significative entre les sexes (Szoke et Petersen, 2004).

L'incidence plus importante des caries chez les femmes s'expliquerait par plusieurs facteurs :
les fluctuations hormonales (puberté, grossesse, ménopause) affectant le flux salivaire,
I'éruption dentaire précoce, une exposition accrue aux aliments lors de la préparation des
repas, ainsi que des facteurs génétiques comme les variations du géene de I'amélogénine lié au
chromosome X. Ce géne code a environ 90 % pour la protéine amélogénine, dont une carence
peut altérer la structure de I'émail dentaire [(Lukacs et Largaespada, 2006) ; (Deeley et al.,
2008) ; (Patir et al., 2008)].

1.3. Répartition des groupes de patients selon les habitudes d'hygiene bucco-dentaire

1.3.1. Répartition des groupes de patients selon la pratique de brossage lingual

La figure N° 6 représente la distribution des groupes de patients selon la pratique du brossage

de la langue.
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Figure N° 6. Répartition des groupes de patients selon la pratique de brossage lingual

La figure N°6 révele que la majorité des patients au sein des cing groupes ne pratiquent pas le
brossage de la langue, avec des pourcentages variant entre 61 % et 82 %. Ces résultats sont
conformes a ceux rapportés dans I'étude japonaise de Kishi et al. (2012), qui montrent que 63
% des individus ne brossaient pas leur langue. De plus, Matsuda et al. (2019), ont indiqué
que 47,4 % de la population japonaise ne pratiquait pas ce geste d'hygiéne, une proportion
inférieure a celles enregistrées dans notre étude. En revanche, des taux éleves de brossage
lingual étaient déclarés par les populations saoudienne (68,4 %) et brésilienne (93 %) [(da
Silva Farias et al., 2019) ; (Alshahrani et al., 2021)].

Le brossage de la langue une fois par jour permet de réduire la charge microbienne linguale et
de soulager les inflammations gingivales [(Bordas et al., 2008) ; (Acar et al., 2019)]. Malgré
ses bénefices établis, la sensibilisation a I'hygiene linguale reste insuffisante au sein de

nombreuses populations (Hussain et al., 2018).
1.3.2. Répartition des groupes de patients selon la fréquence de brossage dentaire

La figure N°7 montre la répartition des groupes de patients en fonction des fréquences de
brossage dentaire.
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Figure N° 7. Répartition des groupes de patients selon la fréquence de brossage dentaire
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La figure N° 7 met en évidence la variabilité des fréquences de brossage dentaire, tant entre

les différents groupes de patients qu'au sein de chaque groupe.

Dans notre cohorte, 55 % des patients sains déclarent un brossage quotidien, dont 44 % deux
fois par jour. Chez les patients atteints de xérostomie, 64 % pratiquent un brossage quotidien
et 35 % le font deux fois par jour. Pour le groupe gingivite, 63 % adoptent une hygiéne
dentaire quotidienne, mais seulement 27 % la pratiquent deux fois par jour. Concernant les
patients de parodontite, 62 % affirment un brossage quotidien et 38 % deux fois par jour.
Enfin, 57 % des patients cariés réalisent un brossage quotidien, dont 36 % une fois par jour.
Les patients restants de chaque groupe présentent une fréquence de brossage irréguliére ou
nulle (Figure N°7).

L'étude d'Hoceini et al. (2016) revelait que 98 % des Algériens sains pratiquaient un brossage
quotidien, dont 62 % deux fois par jour. Elle montrait également que 50 % des patients cariés
avaient un brossage irrégulier, l'autre moitié le pratiquant quotidiennement (28 % une fois par
jour). Par ailleurs, Hussain et al. (2018) ont observe que 97 % de la population indienne

effectuait un brossage régulier, dont 65 % une seule fois par jour.

Un brossage inadéquat favorise le développement de biofilms pathogenes responsables des
caries et maladies parodontales. Un brossage régulier et correct est donc essentiel pour

perturber la formation de ces biofilms [(Jain et al., 2018) ; (Lamont et al., 2018)].
1.3.3. Répartition des groupes de patients selon I’usage de bains de bouche

La figure N°8 illustre la répartition des groupes de patients selon leur utilisation de bains de

bouche.
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Figure N° 8. Répartition des groupes de patients selon I’usage de bains de bouche
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L'utilisation des bains de bouche est limitée a 13 % des patients, répartis comme illustré dans
la figure ci-dessus. Certains pratiquaient le ringage buccal avec des solutions naturelles telles
que le clou de girofle et l'alun, tandis que d'autres recouraient a des bains de bouche
commerciaux comme le Listerine et I'Eludril. Des études rapportent que 44 % des individus
au Royaume-Uni et 48 % en Arabie saoudite utilisent des bains de bouche [(Macfarlane et
al., 2011) ; (Alshahrani et al., 2021)]. Ces pourcentages sont supérieurs a ceux observés dans
notre étude.

La disparité dans l'utilisation de ces produits d'hygiéne bucco-dentaire pourrait s'expliquer par
des facteurs socio-économiques. Une enquéte récente menée auprées d'enfants a révélé que
ceux des pays a revenu élevé utilisaient davantage les bains de bouche que ceux des pays a
faible revenu (Elkhodary et al., 2023).

Selon Eley (1999) et Moran (2008), les bains de bouche pénétrent faiblement le milieu sous-
gingival. Ainsi, ils ne sauraient étre considérés comme un substitut aux techniques
mécaniques d'hygiéne buccale, mais plutét comme un complément. Il est essentiel de
souligner que leur efficacité protectrice et curative dépend en grande partie de la mise en

ceuvre d'une technique de ringage correcte par le patient (Moran, 2008).
1.4. Repartition des groupes de patients selon la consommation de sucres ajoutés

La répartition des patients selon leur consommation de sucres ajoutés est illustrée dans la
figure N° 9.
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Figure N°9. Répartition des groupes de patients selon la consommation de sucres ajoutés
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L'analyse de nos données révele que 72 % des patients consomment des sucres ajoutés,
répartis comme illustré dans la figure N°9. Une enquéte réalisée a Constantine a montré que
la totalité des participants consommaient ce type de sucres (Bensmaine et Bengrine, 2024).
Aux Etats-Unis, il a été constaté entre 2015 et 2018 que 30 % des adultes avaient une
alimentation trés riche en sucres ajoutés (Lee et al., 2023).

Il est établi que la consommation d'aliments contenant des sucres ajoutés affecte la santé
bucco-dentaire en favorisant l'apparition de caries dentaires, de gingivite et de parodontite
[(Carmo et al., 2018) ; (Nyvad et Takahashi, 2020)]. Dans ce contexte, plusieurs études ont
démontré que la croissance des bactéries cariogenes est stimulée par les glucides
fermentescibles. La métabolisation de ces glucides en acides organiques par les bactéries
entraine une baisse du pH, provoquant une decalcification dentaire et, par conséquent, la
formation de caries [(Hicks et al., 2004) ; (Garcia-Godoy et Hicks 2008) ; (Loesche,
2007) ; (Colak et al., 2013) ; (Sheiham et James, 2014)].

Concernant les maladies parodontales, la consommation de ces sucres induit une
hyperglycémie, qui déclenche une inflammation systémique et augmente le risque de
développer ces pathologies. De plus, des études suggerent qu'un apport élevé en saccharose
ajouté pourrait altérer la diversité microbienne de la cavité buccale, prédisposant ainsi aux
maladies parodontales [(Kocher et al., 2018) ; (McKeown et al., 2018) ; (Millen et al.,
2022)].

1.5. Répartition des groupes de patients selon la consommation du tabac

La figure N°10 illustre la répartition des groupes de patients selon leur consommation du

tabac.
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Figure N° 10. Répartition des groupes de patients selon la consommation du tabac
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Les résultats de la présente étude indiquent que 9 % des patients sont consommateurs de
tabac. Cette population de fumeurs est exclusivement masculine, comme le détaille la figure

ci-dessus.

La prévalence du tabagisme observée dans notre cohorte savére inférieure aux données
antérieurement publiées par Al Mohamed et Amin (2010) en Arabie saoudite (28 %) et par
Gallus et ses collaborateurs (2011) en Italie (22 %).

Par ailleurs, la littérature scientifique établit que le tabagisme exacerbe les pathologies
parodontales par plusieurs mécanismes : il facilite la colonisation par des microorganismes
pathogénes, inhibe les défenses immunitaires de I'hdte et induit un processus inflammatoire

responsable de lésions des tissus buccaux [(Preshaw et al., 2005) ; (Zhang et al., 2019)].
1.6. Répartition des groupes de patients selon le port de prothéses dentaires

La figure N°11 représente la répartition des patients selon leur port de prothéses dentaires.
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Figure N° 11. Répartition des groupes de patients selon le port de protheses dentaires
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Les résultats de la présente étude indiquent que 15 % des patients sont porteurs de prothéses
dentaires, comme l'illustre la figure ci-dessus. Cette prévalence est conforme aux données
observées en Europe, ou le taux d'édentation appareillée s'échelonnait entre 13 et 29 %
(Zitzmann et al., 2007). Une étude brésilienne a pourtant rapporté un taux de 2 % dans la
population adulte (Correa et al., 2010), valeur notablement plus basse que celle enregistrée

dans notre échantillon.

D'un point de vue physiopathologique, le port de prothéses dentaires modifie I'environnement
buccal par plusieurs mécanismes : reduction de la salivation au niveau des tissus sous-jacents,
diminution du pH et inefficacité du nettoyage mécanique par la langue (Budtz-Jorgensen,
1990). Par ailleurs, la rugosité de la résine acrylique favorise I'adhésion de la plaque dentaire
sur les surfaces prothétiques, augmentant ainsi le risque d'accumulation microbienne (Brill et
al., 1977).

1.7. Répartition des maladies systemiques chez les groupes de patients
La figure N° 12 illustre la répartition des pathologies systemiques au sein de la population

étudiée.
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Figure N° 12. Répartition des groupes de patients selon les maladies systemiques
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La figure N°12 met en évidence une variation de la prévalence des pathologies systémiques
entre les différents groupes de patients. L'analyse révéle que I'hypertension artérielle constitue
la comorbidité la plus fréquente chez les patients présentant une xérostomie, une gingivite ou
une parodontite, avec des prévalences comprises entre 9 % et 22 %. Ces observations sont
cohérentes avec les données de Munoz Aguilera et ses collaborateurs (2020), qui
rapportaient que cette pathologie cardiovasculaire affectait entre 7 % et 77 % des patients
atteints de parodontite.

Par ailleurs, la rhinite allergique prédomine notablement chez les patients présentant une carie
dentaire (21 %, figure N° 12). L'existence d'une association entre ces deux conditions a

préalablement éte établie par Chuang et al. (2018).

Sur le plan physiopathologique, un déséquilibre du microbiote buccal permet la dissémination
de microorganismes pathogénes vers les organes systemiques via la circulation sanguine ou le
tractus gastro-intestinal, augmentant ainsi le risque de développer diverses affections

systémiques (Lee et al., 2021).

2. Analyse microbiologique des prélevements

Cette étude a été menée entre septembre 2021 et juin 2022 aupres de 92 patients agés de 11 a
77 ans, suivis a la clinique dentaire du Centre Hospitalier Universitaire Dr Tidjani Damerdji
de Tlemcen, en Algérie. Au total, 184 prélevements ont été réalisés sur les surfaces dorsale et
ventrale de la langue. La répartition des patients selon leur état bucco-dentaire était la suivante
: 17 présentaient une xérostomie, 22 une gingivite, 21 une parodontite, 14 des caries dentaires

et 18 étaient considérés comme sains.

La figure N°13 présente la prévalence des altérations microbiologiques identifiées dans les

échantillons linguaux.
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Figure N° 13. Taux d'altérations microbiennes des prelevements de la langue

Sur lI'ensemble des 184 prélevements analysés, 136 ont développé des cultures positives, ce
qui correspond a un taux de positivité global de 74 % (Figure N°13). Cette prévalence est
notablement supérieure au taux de 38,8 % rapporté par Youbi (2020) pour des prélevements
buccaux. En revanche, elle s'avere légérement inférieure au taux de 83 % observé par Zidani

(2023) pour des échantillons de méme nature.
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3. Identification des souches isolées

Cette étude vise a caractériser la diversité microbienne présente sur les surfaces dorsale et
ventrale de la langue chez des patients algériens, incluant des patients sains et des patients
atteints de pathologies bucco-dentaires. Les analyses ont révélé une flore complexe composée
de diverses espéces bactériennes et fongiques.

3.1. Identification des souches isolées des surfaces linguales

La répartition des familles microbiennes identifiées sur les deux surfaces linguales est

présentée dans la figure N°14.
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Figure N° 14. Distribution des familles microbiennes isolées des groupes de patients selon les surfaces linguales
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Aucune différence significative n’a ¢été observée dans la distribution des familles
microbiennes entre les surfaces dorsale et ventrale de la langue (p = 0,706 ; figure N°14). Ces
résultats sont conformes a ceux rapportés aux Etats-Unis, mais divergent des données publiées
au Royaume-Uni [(Mager et al., 2003) ; (Allaker et al., 2008)].

Comme le montre la figure N°14, les Staphylococcaceae constituaient la famille bactérienne
prédominante sur les deux surfaces linguales. D’autres familles, notamment les
Enterobacteriaceae, les Enterococcaceae, les Aerococcaceae, les Micrococcaceae, les
Streptococcaceae, les Moraxellaceae et les Pseudomonadaceae, ont également été identifiées,
mais en proportions nettement plus faibles.

Au niveau spécifique, Staphylococcus aureus représentait 1’espéce la plus abondante sur les
deux surfaces. Cette observation contraste avec les données publiées dans d’autres régions :
au Japon, le microbiote lingual est domine par des streptocoques (Streptococcus mitis),
Actinomyces odontolyticus, Veillonella spp. et Fusobacterium spp. (Washio et al., 2005) ; en
Suéde, Streptococcus salivarius a été identifi¢ comme 1’espéce prédominante (Dafar et al.,
2017) ; aux FEtats-Unis, Rothia mucilaginosa est signalée comme principale espéce
(Mukherjee et al.,, 2017) ; et au Brésil, Eikenella corrodensa été rapportée comme
dominante (Faveri et al., 2006). Ces variations interpopulationnelles peuvent s’expliquer par
des différences génétiques, immunitaires, d’hygiéne buccale, d’habitudes alimentaires ou de
conditions climatiques [(Adler et al., 2013) ; (Li et al., 2014) ; (Demmitt et al., 2017) ;
(Ballini et al., 2020) ; (Galvin et al., 2023)].

Concernant les champignons, les Cryptococcaceae predominaient sur les deux surfaces
linguales. D’autres familles fongiques, telles que les Saccharomycetaceae et les
Trichosporonaceae, n’ont été détectées qu’a de faibles niveaux (Figure N°14). Parmi les
especes, Candida albicans était la plus fréquemment identifiée, ce qui est cohérent avec les
études antérieures menées au Brésil et en Nouvelle-Zélande [(Miranda et al., 2009) ;
(Thiyahuddin et al., 2019)].

3.2. Identification des souches isolées chez les groupes de patients
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Nos résultats révélent qu’a partir des 136 prélevements positifs, 234 souches sont isolées,
elles sont ensuite identifiées a 1’aide des plaques API 20 E, API candida, et VITEK® 2.

3.2.1. Identification des souches isolées chez les patients atteints de xérostomie

Les résultats relatifs a 1’identification des souches isolées des surfaces linguales chez les

patients de xérostomie sont regroupés dans le tableau N°3.

Tableau N°3. Souches microbiennes isolées chez les patients de xérostomie

Microorganismes isolés

Pourcentage d’isolement (%)

A.

baumannii complex

E.

cloacae

K. kristinae

K. oxytoca

M. luteus

N N DN NN

S.

aureus

[ BN
w

S

capitis

. epidermidis

. hominis ssp hominis

lentus

sciuri

N N O NI DN

. albicans

. famata

. glabrata

kefyr

. lusitaniae

ol o] o] o 0] o] v v v v

. tropicalis

N N o1 N o1

Total

100

A : Acinetobacter, E : Enterobacter, K. kristinae : Kocuria kristinae, K. oxytoca: Klebsiella

oxytoca, M: Micrococcus, S: Staphylococcus, C: Candida
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D’aprés les résultats présentés dans le tableau N°3, Staphylococcus aureus constituait la
souche bactérienne la plus fréquemment isolée sur les deux surfaces linguales chez les
patients  atteints de  xérostomie  (13%), suivie de Staphylococcus  hominis (9
%), Staphylococcus epidermidis (7 %) et d’autres espéces. La prévalence de Staphylococcus
aureus dans notre cohorte était comparable entre les patients xérostomiques et les sujets sains
(13 % contre 24 %, respectivement ; p = 0,623). En revanche, des études menées aux Etats-
Unis et en Suede ont rapporté une abondance accrue de ce genre bactérien chez les individus
souffrant de xérostomie [(Brown et al., 1975) ; (Almstahl et Wikstrom, 1999)].

Concernant I’isolement des souches fongiques, Candida albicans (39 %) représentait 1’espéce
la plus prédominante sur les surfaces linguales des patients xérostomiques, suivie de Candida
kefyr (5 %), Candida famata (5 %) et d’autres espéces (Tableau N°3). La prévalence de C.
albicans etait significativement plus élevée chez les patients xerostomiques que chez les
patients sains (39 % contre 21 %, respectivement ; p = 0,013), ce qui est cohérent avec les
observations rapportées au Brésil, au Japon et en Inde [(Torres et al., 2002) ; (Shinozaki et
al., 2012) ; (Nadig et al., 2017)].

Sur le plan physiopathologique, la salive contient de nombreux médiateurs de 1’immunité
innée et adaptative, essentiels aux défenses locales de I’hote. Elle renferme également des
facteurs antifongiques, tels que la lactoperoxydase, la lactoferrine, le lysozyme et les
polypeptides riches en histidine, qui contribuent a réguler la prolifération des Candida au sein
de la cavité buccale [(Darwazeh et Darwazeh, 2014) ; (Supriya et al., 2016)]. Ainsi,
I’hyposalivation favorise la prolifération des Candida spp., en particulier de C. albicans
(Ligtenberg et Almstah, 2015).
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3.2.2. Identification des souches isolées chez les patients atteints de gingivite

Les résultats relatifs a I’identification des souches isolées des surfaces linguales chez les

patients de gingivite sont regroupés dans le tableau N°4.

Tableau N° 4. Souches microbiennes isolées chez les patients de gingivite

Microorganismes isolés

Pourcentage d’isolement (%)

A. lwoffii

A. viridans

C. freundii

E. cloacae

E. faecium

K. oxytoca

M. luteus

N N W N N N DN

S. aureus

[EY
w

. capitis

. epidermidis

. hominis ssp hominis

S
S
S. haemolyticus
S
S

. lentus

S. warneri

| N W| 0| O N

C. albicans

C. famata

C. parapsilosis

Total

100

A. lwoffii : Acinetobacter Iwoffii, A. viridans : Aerococcus viridans, C. freundii : Citrobacter

freundii, E. cloacae : Enterobacter cloacae, E. faecium: Enterococcus faecium, K:

Klebsiella, M : Micrococcus, S : Staphylococcus, C : Candida
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Selon les résultats présentés dans le tableau N°4, Staphylococcus aureus constituait la souche
bactérienne la plus fréquemment isolée chez les patients atteints de gingivite (13 %), suivie
de Staphylococcus epidermidis (8 %), Staphylococcus haemolyticus (8 %) et d’autres espéces.
L’analyse statistique n’a révélé aucune différence significative dans la prévalence de S.
aureus entre les patients présentant une gingivite et les patients sains (13 % contre 24 %,
respectivement ; p = 0,505). Ces données sont conformes aux observations rapportées en Irak
et en Grece [(Koukos et al., 2015) ; (Abbas et al., 2017)], mais divergent des résultats d’une
étude brésilienne indiquant une diminution de cette espece dans le contexte de la gingivite
(Colombo et al., 2016).

Concernant les isolats fongiques, Candida albicans était 1’espéce la plus prédominante chez
ces patients (36 %), suivie de Candida famata (5 %) et Candida parapsilosis (2 %) (Tableau
N°4). La prévalence de C. albicans s’est avérée significativement plus élevée chez les patients
atteints de gingivite que chez les patients sains (36 % contre 21 %, respectivement ; p =
0,021), ce qui concorde avec les données publiées en Egypte et en Chine [(Nasr et al., 2023) ;
(Yang et al., 2024)].

3.2.3. Identification des souches isolées chez les patients atteints de parodontite

Les résultats relatifs a I’identification des souches isolées des surfaces linguales chez les

patients de parodontite sont regroupes dans le tableau N°5.
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Tableau N° 5. Souches microbiennes isolées chez les patients de parodontite

Microorganismes isolés

Pourcentage d’isolement (%)

A. junii

. lwoffii

. koseri

. cloacae complex

. faecium

. pneumoniae ssp pneumoniae

. aeruginosa

. rettgeri

. ornithinolytica

N N N N N N N W N

. aureus

. capitis

. enterica ssp. Diarizonae

. epidermidis

. ficaria

. haemolyticus

. hominis ssp hominis

. lentus

. pasteuri

| »w n nul vl vl vl v v n o T " X m m O >

. sciuri

S. warneri

C. albicans

C. famata

C. glabrata

C. kefyr

C. lusitaniae

S. cerevisiae

T. asahii

N N N B~ N O

Total

100

A : Acinetobacter, C. koseri : Citrobacter koseri, E. cloacae complex : Enterobacter cloacae

complex, E. faecium : Enterococcus faecium, K: Klebsiella, P. aeruginosa : Pseudomonas

aeruginosa, P. rettgeri : Providencia rettgeri, R: Raoultella, S. ficaria: Serratia ficaria, S.
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enterica ssp. Diarizonae: Salmonella enterica ssp. Diarizonae, S. thoraltensis, S:
Staphylococcus, C : Candida, S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae, T: Trichosporon

Selon les données présentées dans le tableau N°5, Staphylococcus aureus constituait la
souche bactérienne la plus fréquemment isolée sur les surfaces linguales des patients atteints
de parodontite (16 %), suivie de Staphylococcus epidermidis (12 %) et d’autres espéces. La
prévalence de S. aureus ne présentait pas de différence significative entre les patients atteints
de parodontite et les patients sains (p = 0,643), ce qui est cohérent avec les observations
rapportées en Gréce (Koukos et al., 2015). En revanche, une étude brésilienne a noté une
prévalence réduite de cette espéce chez les patients souffrant de parodontite par rapport aux

témoins sains (Colombo et al., 2016).

Des travaux antérieurs réalisés au Brésil et au Royaume-Uni ont par ailleurs identifié S.
epidermidis comme 1’espéce prédominante dans la parodontite [(Murdoch et al., 2004) ;
(Santos et al., 2014)]. Notre étude a révélé que les staphylocoques a coagulase négative
(SCN) étaient significativement plus fréquents chez les patients souffrant de parodontite que
chez les patients sains (28 % contre 13 %, respectivement ; p = 0,013), résultat conforme a
ceux d’Ansiliero et al. (2021). Une distribution similaire des SCN entre patients atteints de

parodontite et témoins a cependant été rapportée en Irlande (O'Connor et al., 2018).

Concernant les isolats fongiques, Candida albicans représentait 1’espéce la plus dominante
chez les patients atteints de parodontite (18 %), suivie de Candida famata (6 %), Candida
kefyr (4 %) et d’autres espéces (Tableau N°5). Aucune différence significative n’a été
observée dans la prévalence de C. albicans entre les patients souffrant de parodontite et les
patients sains (18 % contre 21 % ; p = 0,742), ce qui concorde avec les données publiées au
Chili et aux Etats-Unis [(Urzua et al., 2008) ; (Peters et al., 2017)].

3.2.4. ldentification des souches isolées chez les patients atteints de carie dentaire

Le tableau N° 6 présente la distribution des souches microbiennes isolées a partir des

surfaces linguales chez les patients présentant des caries dentaires.
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Tableau N° 6. Souches microbiennes isolées chez les patients de carie dentaire

Microorganismes isolés

Pourcentage d’isolement (%)

A. Iwoffii 3
E. faecalis 3
K. oxytoca 3
P. aeruginosa 3
S. aureus 18
S. epidermidis 9
S. haemolyticus 3
S. lugdunensis 3
S. pneumoniae 6
S. sciuri 3
S. vitulinus 3
S. warneri 6
C. albicans 25
C. krusei 3
C. tropicalis 6
S. cerevisiae 3
Total 100

A : Acinetobacter, E : Enterococcus, K : Klebsiella, P : Pseudomonas, S : Staphylococcus, C :

Candida, S. pneumoniae:

cerevisiae

Streptococcus pneumoniae,
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L’analyse microbiologique des prélévements linguaux chez les patients présentant des caries
dentaires a révélé la présence de Staphylococcus aureus (18 %), suivi de Staphylococcus
epidermidis (9 %), Staphylococcus warneri (6 %) et d’autres espéces. La prévalence de S.
aureus était comparable entre les patients cariés et les patients sains (18 % contre 24 %,
respectivement ; p = 0,336), ce qui est cohérent avec les données rapportées en Inde (Bansal
et al., 2020). Une étude menée au Nigeria a toutefois observé un taux d’isolement plus élevé

de cette espéce, atteignant 53 % chez les patients cariés (Daniyan et Abalaka, 2011).

Concernant les levures, Candida albicans était ’espece fongique la plus prévalente (25 %),
suivie de Candida tropicalis (6 %) et d’autres especes (Tableau N°6). Aucune différence
significative n’a été observée dans la prévalence de C. albicans entre les patients cariés et les
patients sains (25 % contre 21 %, respectivement ; p = 0,778), résultat conforme aux études
menées au Canada et en Allemagne [(Al-Ahmad et al., 2015) ; (De Jesus et al., 2020)]. En
revanche, des travaux réalisés en Turquie et en Chine ont rapporté des distributions
différentes des Candida spp. entre ces deux populations [(Akdeniz et al., 2002) ; (Man et al.,
2024)]. D’un point de vue physiopathologique, C. albicans agit en synergie avec les bactéries
cariogeénes en créant un microenvironnement acide qui favorise la déminéralisation de I’émail

dentaire (Pereira et al., 2018).

3.2.5. Identification des souches isolées chez les patients sains

Les résultats relatifs a I’identification des souches isolées des surfaces linguales chez les

patients sains sont regroupés dans le tableau N°7.
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Tableau N° 7. Souches microbiennes isolées chez les patients sains

Microorganismes isolés

Pourcentage d’isolement (%)

A. baumannii complex 3
A. junii 3
C. koseri 3
E. faecalis 8
K. pneumoniae ssp pneumoniae 3
R. terrigena 3
S. aureus 24
S. epidermidis 5
S. hominis ssp hominis 8
S. marcescens 5
S. thoraltensis 3
C. albicans 21
C. dubliniensis 3
C. kefyr 3
C. krusei 3
T. asahii 3
Total 100

A : Acinetobacter, C. koseri : Citrobacter koseri, E: Enterococcus, K: Klebsiella, R:

Raoultella, S : Staphylococcus, S. thoraltensis : Streptococcus thoraltensis, C : Candida, T :

Trichosporon
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Chez les patients sains, Staphylococcus aureus constituait la souche bactérienne la plus
fréquemment isolée sur les surfaces linguales (24 %), suivie d’Enterococcus faecalis (8 %),
de Staphylococcus hominis (8 %) et d’autres espéces. Concernant les champignons, Candida
albicans représentait 1’espece fongique majoritaire (21 %), suivie d’autres espéces

de Candida non albicans et de Trichosporon asahii (Tableau N°7).

L’analyse statistique n’a révélé aucune différence significative dans la prévalence des
Enterobacteriaceae entre les patients sains (11 %) et les patients atteints de pathologies bucco-
dentaires (3-19 %) (p > 0,05), ce qui est cohérent avec les observations rapportées en
Colombie (Martinez-Pabon et al., 2010).

Par ailleurs, la prévalence d’Acinetobacter spp. était faible (2-3 %) dans I’ensemble des
groupes de patients. Les especes de Pseudomonas n’ont été détectées que chez les patients
atteints de parodontite ou de caries, avec une prévalence de 2 % dans chaque groupe, résultat
conforme aux données publiées au Japon [(Abe et al., 2001) ; (Gamboa et al., 2013) ;
(Ranganathan et al., 2017)]. Ces deux genres bacteriens produisent des exopolysaccharides

qui leur conférent une protection contre les défenses de 1’hote (Joly-Guillou, 2005).

Enfin, la prévalence globale de T. asahii et Saccharomyces cerevisiae dans la cohorte étudiée
était de 10 %. Cette valeur est supérieure a celle observée en Iran (1,23 %) pour ces mémes
especes (Ghojoghi et al., 2024). Une étude taiwanaise a rapporté des prévalences respectives
de 5,6 % pourT. asahiiet 19,4 % pourS. cerevisiae (Lu et al., 2021). Il est établi
que Trichosporon spp. représente un pathogeéne opportuniste responsable d’infections

superficielles a invasives (de Almeida Janior et Hennequin, 2016).

4. Sélection des souches microbiennes

Pour la suite de ce travail, I'étude s'est concentrée sur les associations microbiennes isolées de
la langue de patients présentant une comorbidité d'hypertension artérielle et de pathologies

bucco-dentaires.
5. Tests de sensibilité des bactéries en phase planctonique aux antibiotiques

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des antibiotiques a été
réalisée a l'aide du systéme VITEK® 2, pour les isolats bactériens a Gram positif et a Gram

négatif.
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Les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques réalisés sur les souches de
Staphylococcus spp. sont présentés dans le tableau N°8.
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Souches

Sal

Sh2

Sa3

Seb5

Sab

SI7
SI8
Se9

Tableau N° 8. Concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques vis-a-vis des souches de Staphylococcus spp.

CS OX

- <0,25

- 0,5*

- <0,25

- <0,25

- 0,5*

- > 4%
- <0,25
- 0,5*

KN

<4
<4

LV

<0,12

0,25

0,25

0,25

<0,12
<0,12
<0,12

RC CL

0,25

0,25

0,25

0,25

0,25

0,5
0,5
0,25

CMls (ug/mL)

QD
<0,25

<0,25

<0,25

0,5

<0,25

<0,25
1
<0,25

LI

2

DA TE
2% 4

2% 4
0,5 4
0,5 1

1 4
<0,12 <05
2* <0,5
1 4

VA

TR

NI

<16

<16

<16

<16

<l6

32
<l6
<l6

>32%
8%
<0,5

RI

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03

<0,03
<0,03
<0,03

CS: Test céfoxitine screen, OX: Oxacilline, GN: Gentamicine, KN: Kanamycine, LV: Lévofloxacine, RC: Résistance inductible a la
clindamycine, CL : Clindamycine, QD : Quinupristine/dalfopristine, LI : Linézolide, DA : Daptomycine, TE : Téicoplanine, VA : Vancomycine ,
TR : Tétracycline, NI : Nitrofurantoine, AF: Acide fusidique, RI: Rifampicine, TS : Triméthoprime/sulfaméthoxazole, * :

Négatif, Sa : S. aureus, Sh : S. haemolyticus, Se : S. epidermidis, Sl : S. lentus
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Le tableau N° 8 indique que I’ensemble des souches de Staphylococcus spp. se sont révélées
sensibles aux antibiotiques suivants : gentamicine, kanamycine, lévofloxacine, clindamycine,
quinupristine/dalfopristine,  linézolide,  téicoplanine,  vancomycine, nitrofurantoine,
rifampicine et triméthoprime/sulfaméthoxazole. Une étude algérienne récente (Benahmed,
2024) a rapporté des taux de sensibilité variables, compris entre 55 % et 89 % pour ces
mémes molécules. Nos données sont cohérentes avec les observations de Sannathimmappa
et al. (2021) a Oman, qui ont également constaté une efficacité du
triméthoprime/sulfaméthoxazole contre la totalité des souches de S. aureus testées. Par
ailleurs, Al-Khawlany et al. (2021) ont décrit au Yémen une sensibilité & la vancomycine, a
la clindamycine et a la gentamicine variant de 69 % & 100 % parmi leurs isolats de cette
espece.

Dans notre cohorte, des sensibilités plus modérées ont été observées pour d’autres molécules :
50 % (4/8) des souches étaient sensibles a I’oxacilline, 63 % (5/8) a la daptomycine, 75 %
(6/8) a la tétracycline et 75 % (6/8) a I’acide fusidique (Tableau N°8). En Corée, Kim et Lee
(2015) ont rapporté un taux de sensibilité a 1’oxacilline de 98 %, supérieur a celui que nous
avons mesuré. De méme, la sensibilité des isolats de S. aureus a la tétracycline était de 66 %
au Yémen (Al-Khawlany et al., 2021).

La résistance aux antibiotiques chez les bactéries buccales est influencée par le site
d’isolement. Les bactéries de la muqueuse buccale présentent ainsi une résistance plus
marquée que celles isolées au niveau de la langue ou des sillons gingivaux (Khan et al.,
2024).

Enfin, les profils de sensibilité aux antibiotiques des souches bactériennes a Gram négatif sont

présentés dans le tableau N°9.
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AM

>32%

>32%

>32%

>32%

Tableau N° 9. Concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques vis-a-vis des souches de bactéries & Gram négatif

~

4%

PT
> 128*

<4

CN

> 64*

16

> 64*

CX

<0,25

<0,25

<0,25

<0,25

CZ

<0,12

<0,12

0,25

0,5

CP

<0,12

<0,12

<0,12

<0,12

ER

0,12
<

0,12

CMIs (ng/mL)

IM
4

<
0,25
2

=
0,12
4*

ME
0,5

<0,25

<0,25

<0,12

0,5

AK

2

<1

Cl

<0,06

<0,06

<0,06

<4

*

64

128*

TS TC TA
2 2 16
320*%  128*

<20 / /
<20 / /
< / /
20
< / /
20

Pl
64

MN
> 16*

/- Non teste, AM : Ampicilline, AA : Amoxicilline/ acide clavulanique, PT : Pipéracilline/tazobactam, CN : Céfazoline, CX : Céfotaxime, CZ:
Ceftazidime, CP : Céfepime, ER : Ertapéneme, IM : Imipéneme, ME : Méropéneme, AK : Amikacine, GN : Gentamicine, TO : Tobramycine,
Cl : Ciprofloxacine, NI : Nitrofurantoine, TS : Triméthoprime/sulfaméthoxazole, TC : Ticarcilline, TA : Ticarcilline/acide clavulanique, PI :
Pipéracilline, MN :Minocycline, CS :Colistine, * : Résistante, Aj : A. junii, Cf : C. freundii, Kp : K. pneumoniae, Pr: P. rettgeri
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Le tableau N°9 révéle que 60 % (3/5) des souches bactériennes & Gram négatif présentaient
une résistance a au moins trois antibiotiques, tandis que les souches restantes se sont avérées
sensibles a la majorité des molécules testées. Des profils de sensibilité intermédiaire ont été
observés pour Acinetobacter junii vis-a-vis du ciprofloxacine et de la pipéracilline,
pour Klebsiella pneumoniae concernant 1’association pipéracilline/tazobactam, la céfazoline
et la nitrofurantoine, ainsi que pour Citrobacter freundii (Cf 5) et Proteus rettgeri en réponse

a I’'imipéneme et a la gentamicine, respectivement.

Les entérobactéries ont montré une sensibilité élevée aux aminosides et aux carbapénéemes,
avec des taux variant de 75 % a 100 % (Tableau N°9). Ces résultats sont cohérents avec les
études menées en Corée (Yoon et al., 2019) et 8 Oman (Sannathimmappa et al., 2021), qui
ont également rapporté une efficacité remarquable de ces antibiotiques, avec des taux de
sensibilité compris entre 72 % et 100 %.

Des travaux antérieurs realisés a Taiwan et en Argentine confirment nos observations
concernant la souche A. junii (Aj3), indiquant une sensibilité au céfépime, a I’imipéném, au
méropéném, a I’amikacine, a la tobramycine et a la ceftazidime [(Tsali et al., 2012) ; (Traglia
et al., 2014)]. Higgins et al. (2004) ont pour leur part observé un taux de sensibilité de 62 % a
la ticarcilline seule pour les souches d’Acinetobacter spp., n’augmentant que de 0,7 % en
présence d’acide clavulanique. En revanche, nos résultats indiquent que seule 1’association
ticarcilline/acide clavulanique s’est avérée efficace contre A. junii. Contrairement a nos
données, plusieurs études menées en Arabie saoudite, en Inde et en Argentine ont montré une
sensibilité des Acinetobacter spp. a la colistine, au triméthoprime/sulfaméthoxazole, a la
gentamicine, a la minocycline et a la pipéracilline/tazobactam [(Abdalla et al., 2013) ;
(Traglia et al., 2014) ; (Rani et al., 2015)].

6. Tests de sensibilité des levures en phase planctonique a I’amphotéricine B

Les résultats des tests de sensibilité a I'amphotéricine B réalisés sur les souches de Candida

spp. sont présentés dans le tableau N°10.
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Tableau N° 10. Concentrations minimales inhibitrices de ’amphotéricine B vis-a-vis des

souches de Candida spp.

Souches CMIs d’amphotéricine B (ng/mL)
24h 48h
Ca ATCC 10231 0,5 0,5
Cal 0,25 0,5
Ca2 0,25 0,25
Ca4 0,25 0,25
Ck5 0,5 0,5
Cab 0,06 0,25
Ca8 1 1
Ca9 0,03 0,25

Ca: C. albicans, Ck: C. kefyr

Le tableau N°10 indique que I’amphotéricine B inhibe la croissance des Candida spp. a des
concentrations minimales inhibitrices (CMIs) comprises entre 0,03 et 1 pg/mL apres 24
heures d’incubation, et entre 0,25 et 1 ug/mL aprés 48 heures d’incubation a 35°C. Selon les
criteres du CLSI (2008), toutes les souches testées sont considérées comme sensibles a cet
antifongique. Ces résultats concordent avec ceux rapportés en Algérie par Gourari-
Bouzouina (2024) sur des souches de Candida isolées d’expectorations pulmonaires de
patients atteints de mucoviscidose, ainsi qu’avec les données de Radunovic et al. (2022) en
Serbie concernant des isolats linguaux de patients parodontaux. En revanche, une étude
brésilienne (Monteiro et al., 2019) a observé une résistance a 1’amphotéricine B chez des

isolats buccaux de patients diagnostiqués avec une leucémie lymphoide aigué.

7. Rendement d’extraction des extraits vegétaux

La présente étude a porté sur deux produits d’origine végétale, Salvia officinalis L. et la
gomme arabique (GA). Des extraits bruts hydro-méthanoliques et des fractions a 1’acétate
d’éthyle ont été préparés a partir de ces maticres premieres. Le rendement d’extraction obtenu

pour chaque préparation est présenté dans la figure N°15.
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Figure N° 15. Rendements d’extraction des extraits bruts et de leurs fractions acétate
d’éthyle

EB : Extrait brut, FA : Fraction acétate d’éthyle, SO : Salvia officinalis, GA : Gomme
arabique

La figure N°15 montre que le rendement d’extraction le plus élevé a été obtenu avec 1’extrait
brut de Salvia officinalis (23,2 %). Cette valeur est supérieure a celle rapportée par Mokhtari
et al. (2023) pour un extrait hydro-méthanolique de la méme espéce végeétale récoltée en Iran
(19,8 %). Le rendement de I’extrait brut de gomme arabique s’élevait a 21,4 %, soit une
valeur inférieure a celle observée par Al Alawi et al. (2018) pour un extrait aqueux de gomme
arabique originaire d’Oman (47,17 %). Enfin, les fractions a I’acétate d’éthyle ont présenté
des rendements nettement plus faibles que ceux des extraits bruts hydro-méthanoliques, avec

respectivement 6,4 % pour S. officinalis et 5,9 % pour la gomme arabique.
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Il est important de noter que plusieurs facteurs influencent significativement le rendement
d’extraction, notamment les conditions de récolte, I’origine géographique, la granulométrie du
matériel végétal, le ratio solvant/matiere premiére, la concentration en alcool du mélange
hydro-alcoolique, la durée de macération et la méthode d’extraction [(Koné et al., 2017) ;
(Jakovljevié et al., 2019)].

8. Evaluation de la cytotoxicité des extraits végétaux

L'évaluation de la cytotoxicité des extraits est réalisée in vitro, en utilisant des érythrocytes
humains. Les taux d’hémolyse induits par les extraits bruts hydro-méthanoliques et de leurs

fractions a I’acétate d’éthyle sont présentés dans la figure N°16.
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Figure N° 16. Taux d’hémolyse des extraits bruts hydro-méthanoliques et de leurs fractions acétate d’éthyle

EB : Extrait brut, FA : Fraction acétate d’éthyle, GA : Gomme arabique, S : S. officinalis
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Les résultats de la cytotoxicité révelent que les deux produits végétaux étudiés induisaient une
hémolyse légere dans les concentrations testées. lls indiquent également que les fractions
acétate d'éthyle présentaient une activité hémolytique inférieure a celle des extraits bruts
hydro-méthanoliques (Figure N°16).

La fraction acétate d’¢éthyle de la GA & une concentration de 4 mg/mL enregistrait le
pourcentage d'hémolyse le plus réduit (0,1 %) (Figure N°16). Sulaiman et Gopalakrishnan
(2013) ont montré que certaines espéces d'Acacia originaires d'Inde provoquaient une
hémolyse faible a modérée des globules rouges humaines. 1l ressort de leur étude que l'extrait
aqueux d'A. leucophloea a une concentration de 50 pg/mL présentait le plus faible degré
d'’hémolyse avec un taux de 2,6 %. Tandis que le méme extrait d’A. nilotica a une
concentration de 200 pg/mL possédait I’effet hémolytique le plus éleve avec un pourcentage
de 8,9%. De plus, Al Alawi et al. (2018) ont évalué la cytotoxicité des extraits organiques de
la gomme d'acacia soudanaise et omanaise a l'aide de la méthode de létalité des crevettes de

saumure. lls ont observé que ces extraits ne présentaient pas d'activité cytotoxique.

En outre, dans la présente étude, I’extrait hydro-méthanolique de S. officinalis a une
concentration de 128 mg/mL enregistrait le pourcentage d’hémolyse le plus élevé (4,8%)
(Figure N°16). En effet, Mahdi et al. (2020) ont montré au cours de leur étude en Algerie
que lextrait brut hydro-méthanolique et sa fraction acétate d'éthyle de S. officinalis
présentaient des taux d'hémolyse de 17,06 % et 11,58% a 200 mg/mL, respectivement. Ils ont
également remarqué que ’extrait brut de cette plante contient des saponines, ce qui peut
expliquer son potentiel hémolytique plus important comparé a la fraction (Mahdi et al.,
2020). Ces molécules interagissent avec les stérols de la membrane du globule rouge,
entrainant sa lyse et la libération d’hémoglobine (Zheng et al., 2019). De plus, il a été
rapporté que la fraction acétate d’éthyle de S. officinalis est riche en substances phénoliques
ce qui peut expliquer son activité hémolytique faible (Mahdi et al., 2020). Ces substances lui

conféreraient un effet anti-hémolytique (Jesus et al., 2019).

9. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des extraits végétaux vis-a-

vis des souches bactériennes en phase planctonique

Les reésultats de I’inhibition des souches bactériennes par les extraits bruts et ses fractions sont

regroupés dans le tableau N°11.
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Tableau N° 11. Concentrations minimales inhibitrices des extraits végétaux vis-a-vis des

bactéries a Gram positif et négatif

CMIs (png/mL)

Souches bactériennes | EB (GA) | FA(GA) | EB (SO) | FA(SO) | Gentamicine
Sal 2x10° 0,25x10° 1x10° 4x103 <0,5
Sh2 1x10° 0,25x10° 1x10° 2x103 <0,5
Sa3 0,5x10° 1x10° 8x10° 1x10° <0,5
Se5 1x10° > 8x10° 2x10° 1x10° <0,5
Sab 1x10° 0,5x10° 2x10° 0,5x10° <0,5
SI7 4x10° 1x10° 1x10° 2x103 <0,5
SI8 4x10° 1x10° 4x10° 1x10° <0,5
Se9 4x10° 0,25x10° 1x10° 1x10° <0,5
Aj3 2x10° 2x10° > 8x10° 2x10° >16
Cf4 > 8x10° >8x10° | >8x10° 8x10° <1
cf5 8x10° 2x10° 8x10° > 8x10° <1
Kp7 > 8x10° >8x10° | >8x10° 8x10° <1
Pr7 8x10° 1x10° 2x10° 1x10° 8

EB : Extrait brut, FA : Fraction acétate d’éthyle, GA : Gomme arabique, SO : S. officinalis,

Sa: S. aureus, Sh: S. haemolyticus, Se : S. epidermidis, SI: S. lentus, Aj: A. junii, Cf: C.

freundii, Kp : K. pneumoniae ssp pneumoniae, Pr : P. rettgeri
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A la lumiére des résultats présentés dans le tableau N°11, l'extrait brut de la gomme arabique
inhibe la croissance de toutes les souches bactériennes, a I'exception de Cf4 et Kp7, avec des
valeurs de CMlIs variant de 0,5x10% a 8x10% pg/mL. Simultanément, sa fraction présente une
activité antibactérienne contre 77 % (10/13) des mémes souches, avec des CMIs allant de
0,25x10% a 2x10° pg/mL. Ces concentrations sont nettement plus faibles que celles
enregistrées par Adoui et Bouaoune (2022) en Algérie (Bordj Bou Arreridj), qui ont constaté
que la solution aqueuse de la gomme arabique était efficace contre la croissance de plusieurs
bactéries de références a Gram positif ainsi qu’a Gram négatif, avec une CMI de 0,25 g/mL.
En outre, une étude égyptienne menée par Elebiary et al. en 2024 a révélé que cette gomme
exerce une activité antibactérienne importante vis-a-vis des isolats de S. aureus, avec des

CMils comprises entre 7,81 et 31,26 pg/mL.

Les proprietes antibactériennes de la gomme arabique sont attribuées a plusieurs meécanismes
d'action, parmi lesquels la suppression de la production des protéases de type gingipaines par
les bactéries. Ces enzymes jouent un role dans I'évasion immunitaire et la destruction des

tissus parodontaux (Hashim et al., 2024).

De plus, I'extrait hydro-methanolique de S. officinalis a inhibé la croissance de 77 % (10/13)
des souches bactériennes avec des CMIs comprises entre 1x10% et 8x10° ug/mL. La fraction
de cet extrait, était efficace vis-a-vis de lI'ensemble des souches, a I'exception de Cf5, avec des
CMis allant de 0,5x10% & 8 x10%ug/mL (Tableau N°11). Ces concentrations sont largement
inférieures a celles obtenues précédemment par Mosafa et al. (2014) en Iran, qui ont observé
que l'extrait eéthanolique des tiges et des feuilles de S. officinalis inhibe la prolifération
bactérienne avec des CMIs de 18,75x10° ug/mL pour S. aureus et de 26,56x10% a 33,75 x10°
pg/mL pour les bactéries a Gram négatif. En outre, I'extrait acétone des parties aériennes de la
méme plante collecté au Liban a empéché la croissance de S. aureus avec une CMI de 35
x10% pg/mL, largement supérieure a celles que nous avons obtenues (Ghezelbash et al.,
2015).

Ces variations dans I’activité antibactérienne pourraient étre attribuées au solvant choisi pour
I'extraction. Divers travaux ont montré le pouvoir de pénétration du méthanol a travers la
membrane cellulaire végétale, ce qui permet I'extraction de quantités plus importantes des
substances bioactives telles que les polyphénols, connus pour leurs excellentes propriétés
antimicrobiennes [(Silva et al., 1998) ; (Panda, 2014) ; (Panda et al., 2016)].
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10. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des extraits végétaux vis-a-

vis des souches fongiques en phase planctonique

Les résultats de I’inhibition des souches fongiques par les extraits bruts et ses fractions sont

regroupés dans le tableau N°12.

Tableau N°12. Concentrations minimales inhibitrices des extraits végétaux vis-a-vis des

souches de Candida spp.

CMIs (ng/mL)

Souches fongiques EB (GA) FA (GA) EB (SO) FA (SO) | Amphotéricine B
Cal 4x10° 2x10° 8x10° 8x10° 0,25

Ca2 2x10° 2x10° 8x10° 8x10° 0,25

Ca4d 4x10° 2x10° 4x10° 8x10° 0,25

Ck5 4x103 0,5%x10° 8x10° 2x10° 0,5

Cab 2x10° 2x10° 8x10° 8x10° 0,06

Ca8 1x10° 1x10° 4x103 4x10° 1

Ca9 4x103 1x10° 4x10° 4x10° 0,03

EB : Extrait brut, FA : Fraction acétate d’éthyle, GA : Gomme arabique, SO : S. officinalis,
Ca: C. albicans, Ck : C. kefyr

A la suite de I'évaluation de l'activité antifongique des extraits, les résultats obtenus ont
montré que ces derniers étaient capables d'inhiber la croissance de toutes les souches de

Candida spp.

La fraction acétate d'éthyle de la gomme arabique présentait le meilleur potentiel
antifongique, avec des CMIs comprises entre 0,5x103% et 2x10° pg/mL (Tableau N°12). Selon
les résultats obtenus par Becheker et al. (2022) en Algérie, les extraits de cette gomme étaient

treés efficaces vis-a-vis des souches de C. albicans, avec des CMIs de 15,62 pg/mL.

Une autre étude, menée par Nacsa-Farkas et al. (2014), a démontré que l'extrait hydro-

éthanolique de S. officinalis originaire de Roumanie, présentait des CMIs variant de 6,6x10°
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a 13,2 x10° pg/mL vis-a-vis des Candida spp. Cela confirme nos observations concernant
I’activité antifongique de cette plante (CMlIs: 4x103-8x10% pg/mL pour I’extrait hydro-
méthanolique) (Tableau N°12). Contrairement & nos résultats, I'étude de Cardoso et al.
(2012) a révélé que S. officinalis a une concentration de 100 x10° pg/mL n'exercait aucun
effet antifongique sur les souches de C. albicans et C. tropicalis.

Des recherches d'amarrage moléculaire ont mis en évidence que l'activité antibactérienne et
antifongique de S. officinalis est due a I'inhibition d'enzymes essentielles dans la synthese du
folate, dont la dihydrofolate réductase et la dihydroptéroate synthase, ainsi que d’autres

enzymes impliquées dans la réplication et la ségrégation de I’ADN telles que la

topoisomérase de type IV [(Helgesen et al., 2021) ; (Bendaas et al., 2025)].

Ainsi, nous pouvons supposer que ces variations dans l'activité antifongique peuvent
s'expliquer par les variations dans le lieu et la période de la récolte du végétal, de méme que

dans les procédés de conservation ou d'extraction apres collecte.

11. Evaluation de la capacité des souches co-isolées d’un méme prélévement lingual a

former in vitro des biofilms mono et multi-especes

Les biofilms buccaux pathogeénes représentent un facteur causal significatif dans un grand
nombre de maladies bucco-dentaires ainsi que systémiques. A cet égard, leur role dans les
pathologies humaines est devenu un sujet de recherche prioritaire [(Bertolini et al., 2022) ;
(Kurtzman et al., 2022)].

Dans notre étude, I'incubation des biofilms mono et multi-espéces a été effectuée pendant 24
et 48 heures dans trois milieux de cultures différents (BHIB, TSB et RPMI 1640). Par la suite,
une mesure quantitative de la biomasse produite par chaque biofilm a été réalisée par la
méthode de coloration au cristal violet. Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de

densités optiques.

La figure N°17 illustre les densités optiques des biofilms mono et multi-espéces formes sur
milieu RPMI 1640.
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Figure N° 17. Biomasse des biofilms mono et multi-especes formés sur milieu RPMI 1640 (contréle négatif= 0,144)

Sa: S. aureus, Ca : C. albicans, Sh : S. haemolyticus, Aj : A. junii, Cf: C. freundii, Se : S. epidermidis, Ck : C. kefyr, Kp : K. pneumoniae ssp

pneumoniae, Pr : P. rettgeri, Sl : S. lentus
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Selon les intervalles établis par Kodori et al. (2021), dans le milieu RPMI 1640 et aprés 24 h
d’incubation, toutes les souches étaient formatrices de biofilms mono-espéces a des degrés
différents, avec des densités optiques comprises entre 0,235 et 2,488 pour les staphylocoques,
entre 0,244 et 0,506 pour les bactéries a Gram négatif et entre 0,261 et 2,481 pour les levures
(Figure N°17). Selon les résultats de Wijesinghe et al. (2019) I'absorbance des biofilms de S.
aureus et de P. aeruginosa dans ce méme milieu aprés 24 heures d'incubation était
respectivement de 0,27 et 0,23. De plus, Sdnchez-Vargas et al. (2013) ont démontré que les
isolats buccaux de C. albicans pouvaient former des biofilms sur le milieu RPMI dont les
valeurs de DO variaient entre 0,635 et 1,125.

En outre, apres 48 h d’incubation, I'ensemble des souches microbiennes étaient capables de
produire des biofilms mono-espéces avec des absorbances allant de 0,326 a 1,187 pour les
staphylocoques (Figure N°17). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Gourari-
Bouzouina (2024), qui a observé que les biofilms mono-espéces de ce genre bactérien
présentaient des DO variant entre 0,39 et 1,2. Pour les bactéries a Gram négatif les DO étaient
comprises entre 0,223 et 0,71 (Figure N°17). L’étude de Benahmed (2024) a montré que les
biofilms de ces bactéries ont des absorbances de 0,473 et 0,858 pour E. cloacae et K.
pneumoniae, respectivement. Pour les biofilms fongiques nous avons constaté des DO variant
entre 0,113 et 1,962 (Figure N°17). Villar-Vidal et al. (2011) ont montré que les souches de
C. albicans et C. dubliniensis, isolées de la cavité buccale, étaient productrices de biofilm

avec des DO de 0,9 et 0,64, respectivement.

En ce qui concerne les biofilms multi-espéces, les densités optiques étaient comprises entre
0,413 et 1,234 aprés 24 h d'incubation et entre 0,293 et 1,505 apres 48 h (Figure N°17). Les
analyses statistiques, réalisées par le test de Student, n'ont révélé aucune différence
significative entre les biomasses des biofilms obtenues apres 24 et 48 h d'incubation (P =
0,115).

La figure N°18 illustre les densités optiques des biofilms mono et multi-espéces formeés sur
milieu BHIB.
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Figure N°18. Biomasse des biofilms mono et multi-especes formés sur milieu BHIB (controle négatif= 0,143)

Sa: S. aureus, Ca: C. albicans, Sh : S. haemolyticus, Aj : A. junii, Cf: C. freundii, Se : S. epidermidis, Ck : C. kefyr, Kp : K. pneumoniae ssp

pneumoniae, Pr : P. rettgeri, Sl : S. lentus
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Dans le milieu BHIB, la totalité des souches étaient productrices de biofilms mono-espéces a

diverses intensités apres les deux temps d’incubation (Figure N°18).

Apres 24 h, les densités optiques des biofilms formés étaient comprises entre 0,363 et 0,882
pour les staphylocoques et entre 0,278 et 0,38 pour les bactéries a Gram négatif (Figure
N°18). Selon I'étude menée par Hoceini en 2017, la production d'un biofilm a été observee
chez 9 des 17 souches bactériennes isolées de la cavité buccale, avec des DO allant de 0,14 a
0,43. De plus, Singh et al. (2017) ont démontré que les isolats cliniques de Staphylococcus
spp. développaient des biofilms dans ce milieu, avec des absorbances variant entre 0,141 et
2,006. Dans une autre étude, Tan et al. (2016) ont constaté que les souches cliniques de
Candida spp. étaient capables de former des biofilms dans le milieu BHIB, avec des valeurs
de DO comprises entre 0,58 et 1,18. Ces valeurs sont supérieures a celles obtenues dans notre
étude (0,219 a 0,427) (Figure N°18).

En outre, apres 48 h d’incubation, les densités optiques variaient entre 0,357 et 1,36 pour les
staphylocoques et entre 0,232 et 0,298 pour les bactéries a Gram négatif (Figure N° 18). Les
résultats obtenus par Wijesinghe et al. (2019) ont réveélé que les biofilms de S. aureus et de P.
aeruginosa, formés dans le BHIB, présentaient aprés 48 h d'incubation, des valeurs
d'absorbance de 1,3 et 1,52, respectivement. Concernant les levures, les DO variaient de 0,286
a 0,56 (Figure N°18), ces derniéres étant inférieures a celles observées par Tan et al. (2016)
(DO : 0,82-1,39).

Il a également été constaté que ce milieu permettait a toutes les souches étudiées de produire
des biofilms multi-espéces, avec des densités optiques variant entre 0,259 et 0,733 aprés 24 h
d'incubation et entre 0,262 et 1,221 aprés 48 h (Figure N°18). Les analyses statistiques (test
t), n'ont pas révéle de différence significative entre les biomasses des biofilms obtenues aprés
24 et 48 h d'incubation (P= 0,143).

La figure N°19 illustre les densités optiques des biofilms mono et multi-espéces formes sur
milieu TSB.
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Figure N° 19. Biomasse des biofilms mono et multi-especes formés sur milieu TSB (contr6le négatif= 0,122)

Sa: S. aureus, Ca: C. albicans, Sh : S. haemolyticus, Aj : A. junii, Cf: C. freundii, Se : S. epidermidis, Ck : C. kefyr, Kp : K. pneumoniae ssp

pneumoniae, Pr : P. rettgeri, Sl : S. lentus
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Dans le milieu TSB, toutes les souches étaient formatrices de biofilms mono-espéces a des
degrés divers apres les deux temps d'incubation (Figure N°19).

Apres 24 h, les biofilms présentaient des densités optiques allant de 0,305 a 0,958 pour les
espéces de Staphylococcus (Figure N°19), ceci est en accord avec I’étude de Paleczny et al.
(2022) qui a révélé le pouvoir de ces souches a produire des biofilms dans ce milieu. Nous
avons également observé que les valeurs des DO étaient comprises entre 0,118 et 0,313 pour
les bactéries a Gram négatif, et entre 0,248 et 0,656 pour les levures (Figure N°19).

Apres 48 h d'incubation, les DO variaient de 0,393 a 1,297 pour les staphylocoques, de 0,176
a 0,411 pour les bactéries & Gram négatif et de 0,324 a 0,717 pour les levures (Figure N°19).
Une étude menée par Sanchez et al. (2013) a démontré que 91 % des souches de S. aureus,
possédaient la capacité de former des biofilms dans le milieu TSB, avec des biomasses
comprises entre 0,121 et 0,161. lls ont également montré que 76% et 55% des souches de K.
pneumoniae et d’A. baumannii, étaient productrices de biofilms dans ce milieu, avec une
absorbance de 0,214 et de 0,125, respectivement. De plus, selon Asih et al. (2023), C.
tropicalis a la capacité de former un biofilm mono-espece apres 48 heures d'incubation dans

le milieu TSB, avec une densité optique de 2,412.

Par ailleurs, I'ensemble des souches étaient capables de former des biofilms multi-espéces
dans ce milieu, avec des densités optiques allant de 0,296 a 0,959 et de 0,301 a 1,119 apres 24
et 48 heures d'incubation, respectivement (Figure N°19). Selon les analyses statistiques (test
t), aucune différence significative n'a été observée entre les biomasses des biofilms obtenues
apres 24 et 48 h d'incubation (P=0,146).

De plus, la présente étude indique que parmi les biofilms mixtes, ceux produits par S. lentus
(SI8) et C. albicans (Ca8) présentent les biomasses les plus importantes dans les trois milieux
de culture (aprés 24 et 48 heures). Au vu des recherches antérieures, il ressort que le biofilm

entre ces especes n'a pas été étudié jusqu'a présent.

Néanmoins, plusieurs études ont examiné les biofilms multi-espéces formés par Candida spp.
et S. aureus ou S. epidermidis. Dans ce contexte, Tan et al. (2017) ont montré que les
biofilms mixtes composés de S. epidermidis et de non-albicans Candida spp. présentaient des
DO comprises entre 0,12 et 0,21 et entre 0,23 et 0,38, apres 24 et 48 heures d'incubation,
respectivement en milieu RPMI. lls ont également observé que les absorbances variaient de

0,54 a 0,65 et étaient égales a 1 apres 24 et 48 heures, respectivement en milieu BHIB. De
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plus, en milieu TSB, ils ont constaté que les DO se situaient entre 0,52 et 0,56 aprés 24 heures
et entre 0,81 et 0,9 aprés 48 heures d’incubation. En outre, I'étude menée par Gourari-
Bouzouina (2024) a révélé que les biofilms mixtes de C. dubliniensis et S. aureus ainsi que
de C. tropicalis et S. aureus ont été caractérisés par des densités optiques de 2,15 et 3,9,
respectivement, apres 48 h d’incubation.

Les résultats de la catégorisation des biofilms mono-espéces produits apres 24 h d’incubation
dans chaque milieu sont présentés dans la figure N°20 selon les intervalles déterminés par
Kodori et al. (2021).
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Figure N° 20. Classification des biofilms mono-espéces apreés 24 h d’incubation
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La comparaison entre les trois milieux a révélé qu'apres une incubation de 24 heures, le milieu
BHIB favorisait la croissance des Staphylococcus spp., parmi ces derniéres 87,5 % étaient
fortement productrices des biofilms mono-especes dans ce milieu (Figure N°20). La
croissance de ces structures a été stimulée dans le bouillon BHI, potentiellement en raison de
sa composition riche en sels, protéines et peptones, éléments qui améliorent le rendement des
biofilms de Staphylococcus spp. (Petinate et al., 1999). Ces résultats vont dans le méme sens
que ceux de Chen et al. (2012) qui ont recommandé ce milieu de culture pour le
développement des formes sessiles de ce genre bactérien. D’autre part, la majorité des
bactéries a Gram négatif (de 80 % a 100 %) se sont avérées moyennement formatrices de
biofilms dans les trois milieux de culture (Figure N°20).

De plus, 85,7 % des Candida spp. sont classées comme de forts producteurs de biofilm dans le
milieu RPMI 1640 (Figure N°20). Il est egalement observé que la majorité des biofilms
multi-especes (7/9, soit 78 %) généraient des biomasses plus importantes dans ce milieu par
rapport aux deux autres milieux (Figure N°17). Ces resultats sont en accord avec ceux
obtenus par Weerasekera et al. (2016), qui ont observé que le milieu RPMI 1640 induisait
une production accrue de la biomasse des biofilms fongiques mono et multi-especes. Sa
composition, caractérisee par des teneurs élevées en acides aminés stimule leur prolifération
en comparaison avec les milieux plus complexes riches en peptone (Weerasekera et al.,
2016).

Les résultats de la catégorisation des biofilms mono-especes produits apres 48 h d’incubation

dans chaque milieu sont présentés dans la figure N°21.
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Figure N°21. Classification des biofilms mono-espéces aprés 48 h d’incubation
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Apres incubation de 48 h, il a été observé que tous les Staphylocoques sont fortement
producteurs de biofilms mono-espéces en milieu TSB. Il a été également constaté que ce
milieu favorisait la production d'une biomasse plus importante chez 85,7 % des Candida spp.,
en comparaison avec les milieux BHIB et RPMI 1640 (Figure N°21). Nos résultats vont dans
le méme sens que I'étude menée par Asih et al. (2023) qui a révélé que les cellules sessiles de
S. aureus et de C. tropicalis, développées dans le TSB apres 48 heures d'incubation

présentaient des densités optiques remarquables.

Par ailleurs, la majorité des bactéries a Gram négatif (de 60 % a 100 %) étaient modérement
formatrices de biofilms mono-espéces dans les trois milieux (Figure N°21). En outre, 6/9 (67
%) des biofilms multi-espéces ont produit plus de biomasses en milieu RPMI 1640 (Figure
N°17).

12. Inhibition des biofilms mono et multi-especes formes par S. lentus et C. albicans co-
isolées d’un méme prélévement lingual par des agents antimicrobiens et des extraits

végétaux

Dans le cadre de [linhibition des biofilms linguaux in vitro, nous avons sélectionné

I'association S. lentus/C. albicans, car elle produisait la biomasse la plus importante.
12. 1. Agents antimicrobiens

Les résultats de I’inhibition des biofilms mono et multi-espéces formes par S. lentus et C.

albicans par des agents antimicrobiens sont regroupés dans le tableau N°13.
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Tableau N° 13. Concentrations minimales inhibitrices sessiles des antimicrobiens vis-a-

vis des souches de S. lentus et C. albicans co-isolées d’un méme prélévement lingual

SCMlgo (ug/mL)

Biofilms Vancomycine Amphotéricine B Amphotéricine B/Vancomycine
24h 48h 24h 48h 24h 48h
S. lentus 128 64 - - - -
C. albicans - - 128 128 - -
S. lentus/C.albicans - - - - 16/16 32/32
- - Non testé

La vancomycine présente des SCMIgy de 128 et 64 ug/mL vis-a-vis des biofilms mono-
especes de 24 et 48 heures formeés par S. lentus, respectivement (Tableau N°13). Ces
concentrations sont considérablement plus élevees que celles observées en état planctonique.
Selon certaines études, les SCMI de cet antibiotique variaient de 1 a > 64 ug/mL et de 4 a 32
ug/mL pour les biofilms produits par Staphylococcus spp., de 24 et 48 heures [(Antunes et
al., 2011) ; (Gourari-Bouzouina, 2024)].

En outre, les SCMlgo de I'amphotéricine B vis-a-vis des biofilms mono-especes de C. albicans
sont de 128 pg/mL, et depassent largement les valeurs obtenues en mode planctonique
(Tableau N°13). D'apres les observations de Seddiki (2014), cet antifongique a inhibé 80%
des cellules sessiles de Candida spp. avec des concentrations comprises entre 0,25 et 4
ug/mL. De plus, une étude menée par Touil (2022) a révélé que les SCMI de I'amphotéricine
B variaient entre 2 et 64 ug/mL pour les biofilms de ce méme genre fongique. Selon Shivaji
et al. (2023), les CMlIs des antimicrobiens pour les microorganismes en état sessile sont cent

fois supérieures a celles observées en état planctonique.

Il a été constaté également que l'association de la vancomycine et de I'amphotéricine B a
I'encontre des biofilms multi-especes de S. lentus et C. albicans présente des SCMlgo de 16/16
ug/mL et 32/32 ug/mL pour les biofilms de 24 et 48 heures, respectivement (Tableau N°13).
Gourari-Bouzouina (2024), a constaté que la combinaison de ces deux agents antimicrobiens
inhibe & 80% le biofilm mixte de C. tropicalis/S. aureus formé aprés 48h d’incubation avec

une concentration de 16/16 pg/mL.
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12. 2. Extraits végétaux

Les résultats de I’inhibition des biofilms mono et multi-espéces de 24 h formés par S. lentus et

C. albicans par des extraits végétaux sont représentés dans la figure N°22,
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Figure N° 22. SCMIgo des extraits végétaux vis-a-vis des biofilms mono et multi-especes
de24h

EB : Extrait brut, FA : Fraction acétate d’éthyle, SO : Salvia officinalis, GA : Gomme
arabique, SI8 : S. lentus, Ca : C. albicans
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D’aprés la figure N°22, la fraction acétate d'éthyle de S. officinalis présente la plus forte
activité anti-biofilm contre les biofilms mono et multi-espéces avec des SCMlgo variant de 0,5
a 1 mg/mL. En outre, la fraction acétate d'éthyle de la gomme arabique et les deux extraits
bruts hydro-méthanoliques sont egalement efficaces dans l'inhibition de la croissance de ces
biofilms avec des SCMlgo allant de 1 & 128 mg/mL (Figure N° 22).

Les résultats de I’inhibition des biofilms mono et multi-espéces de 48 h formés par S. lentus et
C. albicans par des extraits végétaux sont représentés dans la figure N°23.
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Figure N°23. SCMIgo des extraits végétaux vis-a-vis des biofilms mono et multi-especes
de 48 h

EB : Extrait brut, FA : Fraction acétate d’éthyle, SO : S. officinalis, GA : Gomme arabique,
Sl : S. lentus, Ca : C. albicans

83



Troisieme partie Résultats et discussion

Nous observons que la fraction acétate d'éthyle de S. officinalis présente I'activité anti-biofilm
la plus importante vis-a-vis des biofilms mono et multi-especes avec des SCMIgo variant de
0,25 a 0,5 mg/mL (Figure N° 23). Il a été rapporté que cette espece végétale est capable
d'inhiber la formation des biofilms (Mocan et al., 2020). Selon I'étude de Kerkoub et al.
(2018), une concentration de 1 mg/mL de S. officinalis a réduit 95 % des cellules sessiles de
Candida spp. Stefanovi¢ et al. (2022) ont également mis en évidence les propriétés anti-
biofilm de cette plante avec des SCMI allant de 2,5 & 10 mg/mL vis-a-vis des biofilms
d’Escherichia Coli. De plus, Purgato et al. (2024) ont observé que les terpénoides
multicycliques issus de S. officinalis inhibent 30 % a 82 % des souches de S. aureus en mode

sessile avec des SCMI comprises entre 0,09 et 0,74 mg/mL.

Il a été démontré que les extraits de S. officinalis exercent une action inhibitrice sur I’activité

métabolique des cellules microbiennes sessiles (Stefanovic et al., 2022).

En outre, la fraction acétate d'éthyle de la gomme arabique et les deux extraits bruts hydro-
méthanoliques presentent également une activité anti-biofilm contre les biofilms mono et

multi-espéces avec des SCMlgo allant de 1 a 64 mg/mL (Figure N°23).

Selon les études antérieures, l'activité anti-biofilm de la gomme arabique seule n'a pas été
documentée a ce jour. Mais des recherches ont montré leur efficacité contre le biofilm
lorsqu'elle est associee a d'autres substances. Ansari et al. (2014) ont montré qu’une
concentration de 50 pug /mL de nanoparticules d'argent recouvertes de cette gomme inhibait
95 % du biofilm formé par P. aeruginosa. Une autre étude menée par Raj et al. (2022) a
révélé que les nanotransporteurs dalizarine intégrés a la gomme arabique et au chitosane, a
une concentration de 5 pg/ml, étaient capables d'inhiber la production de biofilm mixte

compose de S. aureus et C. albicans.

L'activité anti-biofilm de la gomme arabique résulte d'une perturbation du QS, notamment le
systeme de signalisation Al-2 (auto-inducteur 2), qui est utilisé par plusieurs microorganismes
pathogenes impliqués dans les maladies bucco-dentaires. Elle renforce également les défenses
immunitaires de I'hdte, et stimule la croissance des microorganismes bénéfiques. Ces
mécanismes entrainent la perturbation de la formation du biofilm pathogene [(Liu et al.,
2017) ; (Al-Jubori et al.,2023)].
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Le potentiel anti-biofilm des extraits végétaux est lié a la composition et a la quantité en
métabolites secondaires, ainsi qu'a l'interaction synergique de ces métabolites (Stefanovié¢ et
al., 2022).

13. Identification des composés phytochimiques présents dans les fractions acétate
d’éthyle de S. officinalis et de la gomme arabique par la méthode de LC-ESI-MS/MS

Gréce a sa sensibilité et a sa sélectivité élevees, la méthode LC-ESI-MS/MS se montre plus
performante que les autres techniques de chromatographie en phase liquide [(Gulcgin et al.,
2010) ; (Yilmaz, 2020)].

Dans cette étude, l'analyse par LC-ESI-MS/MS a été réalisée exclusivement sur les fractions
acetate d'éthyle de S. officinalis et de la gomme arabique, car elles présentent des activités
antibactériennes, antifongiques et antibiobifilms supérieures a celles des extraits bruts des

mémes produits végétaux.

13.1. ldentification des composés phytochimiques présents dans la fraction acétate
d’éthyle de S. officinalis

Le chromatogramme LC-ESI-MS/MS de la fraction acétate d’¢thyle de S. officinalis est

illustré dans la figure N°24.
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Figure N°24. Chromatogramme LC-ESI-MS/MS de la fraction acétate d’éthyle de S.

officinalis
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Comme l'illustre le chromatogramme ci-dessus, divers constituants phytochimiques ont été
détecteés dans la fraction acétate d'éthyle de S. officinalis, chaque constituant est associé a
différents pics entre 3.299 et 6.307 minutes. Le pic abondant, observé a 3.407 minute et
associé a la transition m/z 179.1500>135.0000, correspond a I’acide caféique, qui est I'un des
principaux acides phénoliques identifiés. De nombreuses études ont démontré que 1’acide
caféique et ses dérivés présentent une activité antibactérienne et antifongique contre les
espéces de Staphylococcus et de Candida, respectivement [(Vaquero et al., 2007) ; (dos
Santos etal., 2018) ; (Kepa et al., 2018) ; (Lukac¢ et al., 2024)].

Les résultats relatifs a I’identification quantitative des composés phytochimiques présents
dans la fraction acétate d’éthyle de S. officinalis par LC-ESI-MS/MS sont regroupés dans le
tableau N°14.
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Tableau N° 14. Composés phytochimiques identifiés dans la fraction acétate d’éthyle de S. officinalis par LC-ESI-MS/MS

Nom de composé Formule moléculaire mo::;ziudIZi re ECSF:a(:g}(_e) Transition m/z Ig{:ﬁtig: Hauteur de pic | Aire de pic
Epicatéchine C1sH1O6 290 27 +) 290.8000>139.1500 5.050 47718 11896
Quercétine CusH1O 302.23 +) 303.0500>153.1000 4.727 224210 72695
Resvératol ¢ CreH10s 298,24 +) 229.0500>107.1000 4.337 1521594 397505
Lutéoline CisH1006 286.24 (+) 286.7500>153.0000 4.806 9953279 2916758
Naringénine ° Ci1sH120s 272.95 (+) 273.0500>153.0000 4.802 1944971 381737
Oleuropéine * CaoHas03 540.5 (+) 540.5000>88.9500 6.010 158064 37910
Curcumine ¢ C21H2005 368.4 (+) 368.9000>177.0500 3.377 40758 12086
Rutine ° CorHs0015 6105 +) 611.0000>303.1000 4.355 132666 34807
Beta-caroténe " CaoHss 536.87 +) 537.1000>280.9500 6.307 3760778 369261
Acide 2-méthoxybenzoique ' CgHsO3 152.15 (+) 153.0500>135.0000 4.652 877531 246224
Acide kojique ! CeHeOs 142 11 +) 142.7500>40.9500 3.525 39902 8847
Acide oléanolique ¥ CaoHazOs 456.7 +) 457.3000>411.4000 6.203 524296 107729
Acide sinapique | CitH10s 29421 +) 225.0000>207.1500 4.229 2765189 706408
Acide caféique ' CoHsOs 180 16 ) 179.1500>135.0000 3.407 47736503 6477656
Acide p-Coumarique ' CoHgOs 164.16 ) 163.0500>118.9500 3.874 3223067 844101
Acide vanillique ' CsHsOs 168.15 ) 166.9500>151.9000 3.299 858713 150646

a: flavane-3-ol (flavanol), °: flavonol, ¢ : stilbéne, ¢ : flavone, ¢: flavanone, ': sécoiridoide, 9 : curcuminoide, ": caroténe, ': acide phénolique, !:

pyranone et ses dérivés, ¥ : triterpénoide pentacyclique
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Au total, 16 composés phytochimiques ont été identifiés et quantifiés dans la fraction acétate
d’éthyle de S. officinalis : cing acides phénoliques, deux flavonols, un flavane-3-ol (flavanol),
un flavone, un flavanone, un stilbéne, un sécoiridoide, un curcuminoide, un carotene, un
triterpénoide pentacyclique et un pyranone et ses dérivés. Dans notre étude, ’acide caféique
était le composé le plus abondant (aire de pic=6477656) dans la fraction acétate d’éthyle de S.
officinalis (Tableau N°14).

Jasicka-Misiak et al. (2018), ont identifié¢ 11 acides phénoliques et 6 flavonoides dans les
extraits de S. officinalis. Nos résultats sont en accord avec ceux des études antérieures, qui ont
montré que cette espece végétale contient plusieurs composants phénoliques, dont les acides
phénoliques (acide vanillique, caféique, et p-coumarique) et les flavonoides (quercétine et
lutéoline) [(Lu et Foo, 2002) ; (Roby et al., 2013) ; (Jasicka-Misiak et al., 2018)]. En
revanche, d'autres recherches ont mis en évidence la présence de monoterpénes dans les
extraits de cette plante, notamment le 1,8-cinéeole, I'a- et le B-thuyone, et le campbhre, ainsi que
des diterpénes tels que le carnosol, I'acide carnosique, le manool et le rosmadial. Ils révelent
en outre la présence de triterpénes, tels que I’acide oléanolique [(Glisic et al., 2011) ; (Joki¢
et al., 2018) ; (Sharma et al., 2020)]. Ce dernier a également été identifié dans notre étude

dans la fraction acétate d'éthyle de S. officinalis.

Il est important de noter que les conditions de récolte et la région geographique ont une
influence significative sur la composition phytochimique de I'extrait végétal (Jakovljevi¢ et
al., 2019).

13.2. ldentification des composés phytochimiques présents dans la fraction acétate

d’éthyle de la gomme arabique

Le chromatogramme LC-ESI-MS/MS de la fraction acétate d’éthyle de la gomme arabique est

illustré dans la figure N°25.
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Figure N° 25. Chromatogramme LC-ESI-MS/MS de la fraction acétate d’éthyle de la

gomme arabique

Comme l'illustre le chromatogramme ci-dessus, divers constituants phytochimiques ont été
détectés dans la fraction acétate d'éthyle de la gomme arabique, chaque constituant est associé
a différents pics entre 3.774 et 8.233 minutes. Le pic le plus important, observé a 5.003
minutes et associé a la transition m/z 303.0500>153.1000, correspond a la quercétine, qui est
I'un des principaux flavonoides identifiés. La quercétine présente une activité antimicrobienne
remarquable, elle inhibe la prolifération de nombreuses espéces bactériennes et fongiques par
I’induction de Iésions de la membrane cellulaire microbienne et I’altération de sa
perméabilité. Elle inhibe également la production de protéines et d'acides nucléiques, ainsi

que la formation des biofilms chez les microorganismes (Nguyen et Bhattacharya, 2022).

Les résultats relatifs a 1’identification quantitative des composés phytochimiques présents
dans la fraction acétate d’éthyle de la gomme arabique par LC-ESI-MS/MS sont regroupés
dans le tableau N°15.
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Tableau N° 15. Composes phytochimiques identifiés dans la fraction acétate d’éthyle de la gomme arabique par LC-ESI-MS/MS

Formule Poids Charge ESI - Temps de _
Nom de composé ) ) Transition m/z ) Hauteur de pic| )
moléculaire | moléculaire (+/-) rétention Aire de pic
Epicatéchine 2 C15H1406 290.27 (+) 290.8000>139.1500 4.629 62561 17084
Quercétine ° C15H1007 302.23 +) 303.0500>153.1000 5.003 2038976 604290
Resvératol © C14H1203 228.24 (+) 229.0500>107.1000 4.481 6421 1531
Lutéoline ¢ C15H1006 286.24 (+) 286.7500>153.0000 4.799 445713 109929
Naringénine ® CisH120s 272.25 +) 273.0500>153.0000 4.946 1174348 344612
Oleuropéine f C3oH1803 540.5 (+) 540.5000>88.9500 6.011 189770 44239
Curcumine 9 C21H2006 368.4 +) 368.9000>177.0500 5.118 33721 10499
Rutine ° C27H30016 610.5 (+) 611.0000>303.1000 4.246 8284 2572
Beta-caroténe " CaoHse 536.87 (+) 537.1000>280.9500 8.233 11010 3528
Acide 2-méthoxybenzoique ' CsHsO3 152.15 (+) 153.0500>135.0000 6.040 12313 4650
Acide kojique CeHsO4 142.11 (+) 142.7500>40.9500 4.152 15823 2026
Acide oléanolique C3oH4803 456.7 (+) 457.3000>411.4000 6.191 116434 21919
Acide sinapique ' C11H1205 22421 (+) 225.0000>207.1500 5.244 81999 24720
Acide caféique ' CoHsO4 180.16 () 179.1500>135.0000 4,515 2339 583
Acide p-Coumarique ' CoHsO3 164.16 () 163.0500>118.9500 3.838 11289 2069
Acide vanillique ' CgHsO4 168.15 () 166.9500>151.9000 3.774 39596 8814

a: flavane-3-ol (flavanol), °: flavonol, ¢ : stilbéne, ¢ : flavone, ¢: flavanone, ': sécoiridoide, 9 : curcuminoide, ": caroténe, ': acide phénolique, !:

pyranone et ses dérivés, ¥ : triterpénoide pentacyclique
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Troisieme partie Résultats et discussion

Au total, 16 composés phytochimiques ont été identifiés et quantifiés dans la fraction acétate
d’éthyle de la gomme arabique : cing acides phénoliques, deux flavonols, un flavane-3-ol
(flavanol), un flavone, un flavanone, un stilbéne, un sécoiridoide, un curcuminoide, un
carotene, un triterpénoide pentacyclique et un pyranone et ses dérivés (Tableau N°15). Ces
résultats sont en accord avec ceux d’Abdel-Farid et al. (2014), qui ont rapporté que le genre
Acacia contient plusieurs composés phytochimiques, notamment des flavonoides, de méme
qu'avec ceux d’Elnour et al. (2018), qui ont identifié la présence de resvératrol et de la
quercétine dans la gomme arabique (GA). Dans notre étude, la quercétine était le composé
majoritaire (aire de pic= 604290) dans la fraction acétate d’éthyle de GA (Tableau N°15).

Selon I'étude de Seigler (2003), les especes d’Acacia sont caractérisées par la présence de
tanins condensés et de tanins hydrolysables. Notre analyse a révélé une absence totale de ces
métabolites secondaires dans la fraction acetate d'éthyle de la gomme arabique.

La composition phytochimique de la gomme arabique peut varier en foction de plusieurs
facteurs, notamment 1’origine géographique, I'age des arbres, les conditions climatiques et les

propriétés caractéristiques du sol (Mariod, 2018).
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La cavité buccale est le reflet de I'état de santé général. Elle abrite plusieurs structures
anatomiques, telles que les dents, la gencive et la langue, lesquelles hébergent une diversité de
micro-organismes, incluant bactéries et levures. Cette communauté microbienne, appelée
microbiote, varie selon les sites. La langue, par exemple, présente un microbiote plus
complexe et plus diversifié que celui des autres tissus mous de la bouche. Le microbiote
lingual, qui existe principalement sous forme de biofilm, est dans un état d'équilibre et joue
des rdles fondamentaux pour la santé bucco-dentaire et systémique. Toute perturbation de cet
équilibre peut entrainer diverses affections, telles que les maladies parodontales et les caries,
elles-mémes associées a des pathologies systémiques comme le diabéte et I'hypertension.
Dans ce contexte, le maintien de la santé buccale et générale nécessite une prévention et un

traitement efficaces de ces maladies.

En dentisterie, un éventail de méthodes thérapeutiques est employé pour les traiter.
Cependant, outre leur colt élevé, ces traitements peuvent s'accompagner d'effets indesirables.
Face a ces enjeux, il devient impératif d'explorer des approches alternatives a la fois efficaces,

économiques et dépourvues d'effets secondaires.

Sur la base de ce constat, les objectifs de cette etude étaient les suivants :

Caracteériser le microbiote lingual de patients atteints de pathologies bucco-dentaires et le
comparer a celui de patients sains.

Déterminer la sensibilité aux antibiotiques et antifongiques de souches microbiennes isolées.
Evaluer la cytotoxicité et l'activité antimicrobienne de S. officinalis (Sauge) et de la gomme
arabique.

Mesurer la capacité de souches isolées a former des biofilms in vitro et évaluer l'inhibition de
ces biofilms par des agents antimicrobiens et des produits végétaux (Sauge et gomme
arabique).

Déterminer la composition phytochimique de S. officinalis et de la gomme arabique par

chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).

Les principaux résultats de cette étude sont les suivants :

Les femmes sont plus touchées par la xérostomie, la gingivite et les caries, tandis que les

hommes sont plus sensibles a la parodontite.
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Sur 184 prélevements effectués, 136 se sont révélés positifs. Aucune différence significative
n'a été observée dans la distribution des familles microbiennes entre les faces dorsale et
ventrale de la langue (p = 0,706).

234 souches ont éte isolées et identifiées ; S. aureus et C. albicans sont prédominantes, tant
chez les patients atteints de maladies bucco-dentaires que chez les sujets sains.

Les staphylocoques se sont montrés sensibles a la majorité des antibiotiques testés. En
revanche, 60 % des bactéries a Gram négatif étaient multirésistantes.

Toutes les souches de Candida spp. se sont avérées sensibles a I'amphotéricine B.

Les tests de cytotoxicité ont montré que les extraits de sauge et de gomme arabique
n'induisent qu'une faible hémolyse.

En mode planctonique, les extraits végétaux inhibent la croissance de la majorité des bactéries
et de toutes les levures testées.

Toutes les souches testées forment des biofilms, avec une intensité variable selon les trois
milieux de culture utilisés.

Pour les biofilms mono-espéces de 24 h, le milieu BHIB favorise la formation des biofilms
de Staphylococcus spp., tandis que le milieu RPMI-1640 stimule celle des biofilms
de Candida spp.

Pour les biofilms mono-especes de 48 h, le milieu TSB facilite la production de biofilms
par Staphylococcus spp. et Candida spp. La majorité des bactéries a Gram négatif sont des
formatrices modérées de biofilms apres 24 et 48 heures d'incubation dans les trois milieux.
Concernant les biofilms multi-espéces, 78 % et 67 % d'entre eux produisent une plus grande
biomasse en milieu RPMI-1640 apres, respectivement, 24 et 48 heures d'incubation.
L'inhibition des biofilms nécessite des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) plus
élevées pour les antimicrobiens et les extraits végétaux bruts que celles observées en mode
planctonique. Les fractions d'acétate d'éthyle de la sauge et de la gomme arabique présentent
une puissante activité anti-biofilm.

L'analyse phytochimique de ces fractions a l'acétate d'éthyle a révélé la présence de plusieurs

composeés bioactifs, notamment des flavonoides et des acides phénoliques.
Perspectives de recherche
Cette étude ouvre la voie a plusieurs prolongements :

Elargir I'échantillonnage & différentes régions d'Algérie pour obtenir une vision plus

représentative du microbiote lingual national.
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Visualiser les biofilms linguaux par microscopie €lectronique.

Evaluer la toxicité in vivo de S. officinalis et de la gomme arabique.

Etudier I'effet synergique d'une part entre la sauge et la gomme arabique, et d'autre part entre
ces produits végétaux et les agents antimicrobiens conventionnels (antibiotiques,
antifongiques).

Purifier les composés bioactifs identifiés dans S. officinalis et la gomme arabique, puis tester
leur activité antimicrobienne et anti-biofilm.

Elaborer des formulations pharmaceutiques a base exclusive de sauge ou de gomme arabique
pour la prévention et le traitement des maladies bucco-dentaires.
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Annexe N°1:
Questionnaire

Prélevement N°:

Nom et prénom :

Sexe: [ ] Homme [ 1 Femme

Age :

Motif de la consultation : [ ] Soins [ ] Controle

Fréquence de brossage des dents par jour :

<1 fois[ ] 1 fois [ ] 2fois[ ] 3fois[ ] >3fois []
Brossage de langue : [ Oui 1 Non

Utilisation de bains de bouche :

[_INon
[_1 Oui (détails) :

Consommation de sucres ajoutés: [__] Oui [ 1 Non
Port de protheses dentaires : [ Oui [ ] Non
Tabagisme : [__] Oui [ 1 Non

Maladies bucco-dentaires :
[_1 Oui (détails):

[ 1 Non:

Maladies systémiques :
[_1 Oui (détails) :

[ 1 Non

Pharmacothérapie :

[ ] Non
[ 1 Oui (détails) :

Date:

Irréguliere ]



Annexe N°2:

Liste d’antibiotiques utilisés pour Staphylococcus spp.

Famille Antibiotique M¢écanisme d’action
Aminosides Gentamicine

Kanamycine
Lincosamides Clindamycine

Streptogramines

Quinupristine/dalfopristine

Oxazolidinones

Linézolide

Inhibition de la
protéique

synthese

Cyclines Tetracycline
Fusidanines Acide fusidique
Lipopeptides Daptomycine Dépolarisation de la membrane
Glycopeptides Téicoplanine

Vancomycine Inhibition de la synthése de la
Béta-lactamines Céfoxitine paroi

Oxacilline
Nitrofuranes Nitrofurantoine Blocage de métabolisme
Rifamycines Rifampicine Blocage de la transcription
Antifolates Triméthoprime/sulfaméthoxazole | Inhibition du métabolisme de

I’acide folique

Fluoroquinolones

Lévofloxacine

Inhibition  ADN
topoisomérase 1V

gyrase  +




Annexe N°3:

Liste d’antibiotiques utilisés pour les bactéries a Gram négatif

Famille

Antibiotique

Mécanisme d’action

Béta--lactamines

Ampicilline

Amoxicilline/ acide clavulanique
Pipéracilline/tazobactam
Ticarcilline/acide clavulanique
Pipéracilline

Ticarcilline

Ertapénéme

Imipéneme

Méropénéme

Céfazoline

Céfotaxime

Ceftazidime

Céfépime

Inhibition de la synthése de la
paroi

Aminosides

Amikacine
Gentamicine
Tobramycine

Tétracyclines

Minocycline

Inhibition de la synthese protéique

Fluoroquinolones

Ciprofloxacine

Inhibition  ADN
topoisomerase 1V

gyrase  +

Nitrofuranes

Nitrofurantoine

Blocage du métabolisme

Antifolates Triméthoprime/sulfaméthoxazole | Inhibition du métabolisme de
I’acide folique
Polymyxines Colistine Altération de la membrane

cellulaire




Annexe N°4:

Schéma représentatif des surfaces linguales
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Résumé

La langue abrite une grande diversité de microorganismes qui coexistent dans un état d'équilibre dynamique. La perturbation de cet
équilibre peut entrainer diverses maladies bucco-dentaires et systémiques. Cette étude avait pour objectifs : I'isolement et I'identification des
bactéries et des levures présentes sur les surfaces linguales (dorsale et ventrale) de patients souffrant de maladies bucco-dentaires et de
patients sains au Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Dr. Tidjani Damerdji de Tlemcen, en Algérie ; I'évaluation de la capacité de
certaines souches isolées a former des biofilmsin vitro; et la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des
antibiotiques, des antifongiques et des extraits végétaux (Salvia officinalis et gomme arabique) vis-a-vis de ces souches, aussi bien en phase
planctonique qu'en phase biofilm. Les résultats ont montré une différence de prévalence des maladies bucco-dentaires entre les hommes et
les femmes (p = 0,014). Au total, 74 % des échantillons de langue présentaient une colonisation microbienne. De plus, aucune différence
significative n'a été observée dans la détection microbienne entre les deux surfaces linguales (p = 0,706). L'espéce bactérienne la plus
fréquemment isolée était Staphylococcus aureus (13 % dans les cas de xérostomie, 13 % dans la gingivite, 16 % dans la parodontite, 18 %
dans la carie dentaire et 24 % chez les patients sains). L'espece fongique la plus fréquente était Candida albicans (39 % dans la xérostomie,
36 % dans la gingivite, 18 % dans la parodontite, 25 % dans la carie dentaire et 21 % chez les patients sains).Les tests de formation de
biofilm ont révélé que toutes les souches testées étaient capables de former des biofilms, a des degrés variables, dans les trois milieux de
culture utilisés. Par ailleurs, les tests de CMI en phase planctonique ont montré que les staphylocoques étaient sensibles a la majorité des
antibiotiques testés, tandis que 60 % des bactéries a Gram négatif présentaient une multirésistance. En ce qui concerne les levures, toutes les
souches de Candida spp. étaient sensibles a lI'amphotéricineB. De plus, les extraits végétaux ont montré de faibles taux d’hémolyse et ont
inhibé la majorité des souches bactériennes ainsi que la totalité¢ des souches fongiques. En phase biofilm, les concentrations minimales
inhibitrices des biofilms (SCMIs) des agents antimicrobiens et des extraits végétaux bruts étaient supérieures a celles observées en phase
planctonique. Enfin, les fractions d'acétate d'éthyle de S. officinalis et de la gomme arabique ont présenté une remarquable activité anti-
biofilm, attribuable a leur composition riche en substances bioactives telles que l'acide caféique et la quercétine, comme I'a révélé I'analyse
par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).

Mots clés : Langue, microorganismes, maladies bucco-dentaires, biofilms, Salvia officinalis, gomme arabique.
Abstract

The tongue harbours a wide variety of microorganisms that exist in a dynamic equilibrium. The disruption of this equilibrium can lead to a
number of oral and systemic diseases. This study aimed to achieve the following objectives: to isolate and identify the bacteria and yeasts
present on the dorsal and ventral surfaces of the tongue in patients suffering from oral diseases and in healthy patients at the Dr. Tidjani
Damerdji University Hospital Center in Tlemcen, Algeria; to evaluate the ability of some isolated strains to form biofilms in vitro; and to
determine the minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibiotics, antifungals, and plant extracts (Salvia officinalis and gum arabic)
against these strains in both the planktonic and biofilm phases.The results showed a difference in the prevalence of oral diseases between
men and women (P = 0,014). Microbial alteration was observed in 74 % of the tongue samples. Furthermore, there were no significant
differences in the detection of microorganisms between the two tongue surfaces (P = 0,706). The most frequently isolated bacterial species
was Staphylococcus aureus (13 % in xerostomia, 13 % in gingivitis, 16 % in periodontitis, 18 % in dental caries, and 24 % in healthy
patients). In addition, the most common fungal species was Candida albicans (39% in xerostomia, 36% in gingivitis, 18% in periodontitis,
25 % in dental caries, and 21 % in healthy patients).The biofilm formation assays revealed that all tested strains were capable of producing
biofilms to varying degrees in the three selected culture media. MIC determinations in the planktonic phase revealed that staphylococci were
sensitive to the majority of the tested antibiotics, while 60 % of Gram-negative bacteria were multi-drug resistant. As for yeasts, all Candida
spp. strains were sensitive to amphotericin B. Furthermore, the plant extracts showed low hemolysis rates and were able to inhibit the
majority of bacterial strains as well as all fungal strains.In the biofilm phase, the sessile minimum inhibitory concentrations (SMICs) of the
antimicrobials and crude plant extracts were higher than those observed in the planktonic state. Moreover, the ethyl acetate fractions of S.
officinalis and gum arabic showed remarkable anti-biofilm activity, attributable to their composition rich in bioactive substances such as
caffeic acid and quercetin, as revealed by analysis using liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).

Keywords: Tongue, microorganisms, oral diseases, biofilms, Salvia officinalis, gum arabic.
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