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Résumé

Le port de protheses dentaires amovibles induit des changements environnementaux locaux,
notamment chez les personnes agées qui ne gardent pas leurs protheses suffisamment propres.
Une enquéte aupres des patients édentés porteurs de prothéses est réalisée pour explorer leurs
attitudes en matiére d’hygiéne buccal. La capacité de formation de biofilm par des especes
buccales de Streptococcus et Enterococcus, prélevées de prothéses dentaires amovibles, est
évaluée qualitativement et quantitativement. Les propriétés physicochimiques des surfaces
bactériennes et du biomatériau dentaire a base de resine acrylique sont déterminées et une
approche prédictive théorique de 1’adhésion est réalisée pour mieux comprendre le
phénomeéne, pour arriver a 1’évaluation de la rétention de ces bactéries buccales sur matériau
prothétique aprés traitement aux extraits naturels. Nous rapportons et pour la premiére fois
I’effet antibiofilm de deux batonnets a macher récolés au sud Algérien Salvadora persica et
Juglans regia, sur des biofilms adhérés a la résine acrylique in vitro et visualisés par
microscope électronique a balayage environnemental et a force atomique. Suite a notre audit,
la plupart des participants ne sont pas tres conscients de I'hygiene prothétiques et de ses
diverses complications. Les résultats confirment 1’intérét de détermination des propriétés
physico-chimiques des surfaces dans 1’adhésion bactérienne. L’évaluation de I’activité des
extraits a révélé que toutes les bactéries testées, planctoniques ou en biofilms, étaient plus
sensibles apres traitement, I'extrait de J.regia montrant une activité plus importante que S.
persica. Ainsi, compte tenu de leur activité antibactérienne, ces extraits pourraient étre d'un
grand intérét pour de futures études sur les agents anti-plaques naturels dans les produits de

soins bucco-dentaires quotidiens.

Mots clés. Prothése dentaire. Résine acrylique. Streptococcus. Enterococcus. Biofilm buccal.

Juglans regia. Salvadora persica. Antibactériens.



Abstract

Wearing removable dentures induces local environmental changes, especially in the elderly
who do not keep their dentures sufficiently clean. A survey of edentulous patients with
dentures is conducted to explore their attitudes regarding oral hygiene. Oral Streptococcus
and Enterococcus species isolated from removable dentures are evaluated qualitatively and
quantitatively for their biofilm forming ability. The physico-chemical properties of bacterial
surfaces and acrylic resin biomaterial are assessed and a theoretical predictive approach is
carried out to enhance the understanding of adhesion phenomena. The retention of these oral
bacteria on dentures after treatment with natural extracts is investigated. We report for the
first time the antibiofilm effect of two chewing sticks harvested in southern Algeria Salvadora
persica and Juglans regia, on artificial biofilms adhered to acrylic resin in vitro and
visualized by environmental scanning electron microscopy and atomic force microscopy.
According to our audit, most participants are not very aware of denture hygiene and its
various complications. The findings support the interest in identifying the physico-chemical
properties of surfaces in bacterial adhesion. The evaluation of extracts activity revealed that
all tested bacteria, planktonic or in biofilms, were more sensitive after treatment, the extract of
J. regia showing a greater activity than S. persica. Thus, given their antibacterial activity,
these extracts could be of great interest for future studies on natural anti-plaque agents in

daily oral care products.

Keywords. Dentures. Acrylic resin. Streptococcus. Enterococcus. Oral biofilm. Juglans
regia. Salvadora persica. Antibacterials.
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« Bien que mes dents soient bien entretenues, je trouvais entre elles une petite matiére
blanche, semblable & de la farine humide. Jen prélevais un peu et la diluais dans 'eau de
pluie pour la Voir au microscope. [,e hombre des animalcules qui peuplent |es dents de
’homme est Si important gue je Crois qu’il excede la population du royaume »

Anhtonie van [Leeuwenhoek (168¢)

C’était la premiere description des bactéries buccales, proposée en 1684 par Antonie Van
Leeuwenhoek, illustre précurseur de la microbiologie et de la biologie cellulaire. Si cette
découverte est trés ancienne, ce n’est qu’au milieu du XXeéme siecle que des recherches ont
débuté sur la microflore buccale (Gordon et Klaenhammer, 2011). C’est a Black G.V en
1885, que I’on doit la premiére observation d’un dépdt localisé sur I’intrados d’une prothése
amovible sous la forme d’un enchevétrement de microorganismes filamenteux qu’il identifia
comme étant des bactéries. Dans les années 80, Michel Hirigoyen propose le terme de plaque
subprothétique pour qualifier 1’organisation microbienne associée au port d’une prothése
dentaire (Le Bars et al., 2015).

La prothese dentaire compléte est devenue la premiére option de traitement pour la
réadaptation des patients édentés. Néanmoins les matériaux qui composent ce type de
prothése constituent des niches pour les micro-organismes, qui, par conséquent, peuvent
conduire a la colonisation et la formation de biofilms (Lang et al., 2000). De plus, le port de
protheses amovibles induit des changements environnementaux locaux, notamment chez les
personnes ageées, qui ne gardent pas leurs protheses suffisamment propres, ce qui en résulte
des pathologies buccales et systémiques telles que I'endocardite, I'infection gastro-intestinale
et la maladie pulmonaire obstructive chronique [(Suresan et al., 2016) ; (Doshi et Jones,
2019)]. En général, les facteurs étiologiques comprennent une mauvaise hygiene, le port
continu et nocturne ainsi que la contamination bactérienne et fongique de la surface
prothétique [(Mylonas et al., 2022) ; (Peri¢ et al., 2024)].

A des fins de désinfection, divers agents chimiques, tels que le glutaraldéhyde, I'nypochlorite
de sodium, le dioxyde de chlore, I'iode, I'alcool et la chlorhexidine sont fréquemment utilisés,
surtout chez les patients ayant une dextérité manuelle altérée. Bien qu'ils possedent une action
bactéricide, ces désinfectants ont des effets différents sur les caractéristiques de surface et la
couleur des resines [(Thu et al., 2024) ; (Elhagali et al., 2025)]. Par conséquent, compte tenu
de l'inefficacité croissante de I'éradication conventionnelle des biofilms oraux, la mise en

ceuvre de nouveaux traitements inspirés de la nature a récemment suscité un intérét croissant.
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La sage déclaration d'Hippocrate «La nature elle-méme est le meilleur médecin» a été mise a
jour pour inclure les influences bénéfiques du regne végétal contre les pathologies orales.
Depuis des milliers d'années, l'utilisation des plantes est étroitement associée a I'hygiéne
dentaire et aux pratiques thérapeutiques [(Jang et Mosolygo, 2020) ; (Braga et al., 2022) ;
(Narwal et al., 2024)]. Les batonnets & macher peuvent jouer un role dans la promotion de
I'nygiéne buccale, et une évaluation plus approfondie de leur efficacité est justifiée, comme
indiqué dans le rapport de consensus sur I'nygiene buccale (WHO, 2000). En Algérie, la
brosse a dents traditionnelle (Miswak ou Arak), dérivée de Salvadora persica et du noyer
Juglans regia (Swek) communément appelé batonnets a macher, est utilisée pour nettoyer les
dents et les gencives comme une brosse a dents synthétique. Malgré la large utilisation de
Salvadora persica et de Juglans regia, les deux plantes n‘ont pas recu beaucoup d'attention
pour étre exploitées de maniere rationnelle et appropriée en Algérie. Jusqu'a présent, il n'y a
jamais eu d'étude sur I'activité antibiofilm de I'écotype algérien des deux plantes. De plus, les
informations sur I'effet antimicrobien sur le biofilm des prothéses sont encore rares.

Dans ce contexte, la présente étude vise comme premier axe a explorer les connaissances et
les attitudes des patients édentés porteurs de prothéses dentaires en matiére d’hygiéne buccal.
Le deuxiéme axe s’articule sur I’évaluation de 1’adhérence et la capacité de formation de
biofilm in vitro par les especes buccales de Streptococcus et Enterococcus, pour arriver a
I’évaluation de la rétention de ces bactéries buccales sur matériau prothétique apres traitement
aux extraits naturels. Pour répondre a ce questionnement, le manuscrit s’articule en plusieurs
chapitres couvrant premiérement une revue bibliographique composée de trois parties. A la
lumicre de cette synthese, s’en suit un chapitre détaillant les méthodologies adoptées pour
réaliser cette étude. Une section présentant les résultats y fait suite. Enfin, une conclusion

générale ainsi que les perspectives envisagées sont proposées.
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I. L’écosystéme buccal : une microflore riche et complexe

La cavité orale des étres humains est un écosystéme particulier, ouvert sur I'extérieur, habité
par de nombreuses especes bactériennes, la plupart sont commensales et nécessaires pour
maintenir I'équilibre de cet écosysteme. La composition de la microflore buccale change avec
I'age et est influencée par des facteurs de I'h6te, y compris I'éruption et la perte des dents,
I'insertion de prothéses partielles ou complétes, le niveau d'hygiene bucco-dentaire, la qualité
et la quantité de la salive, les médicaments administrés par voie orale et 1’état général de santé
(age, systeme immunitaire, maladie) (Belibasakis, 2018). Une telle dynamique déséquilibrée
est le résultat de plusieurs facteurs tels que la réponse aux changements de pH, les interactions
entre les bactéries, les mutations genétiques et le transfert horizontal de genes (McLean,
2014). Plus de 774 espéces procaryotes y ont été identifiées. Ces especes appartiennent a 230
genres et 16 phyla, dont environ 58% sont officiellement nommés, 16% sont cultivés mais
sans nom et 26% sont connus uniquement comme des phylotypes non cultivés. Les phlya sont
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae,
Chloroflexi, Spirochaetes, Synergistetes, Saccharibacteria et Gracilibacteria (Figure 1).
Actuellement, plus de 8622 génomes de 568 taxons buccaux sont disponibles sur la base de
données du microbiome buccal humain HOMD (Expanded Human Oral Microbiome
Database, 2025).

1.1. Le genre Streptococcus

1.1.1. Classification

Le genre Streptococcus a été rapporté pour la premiére fois en 1683, comme le montrent les
croquis d’observation microscopique de substances prélevées entre les dents réalisés par
Antonie Van Leeuwenhoek. La premiere description de l'infection streptococcique est
attribuée au chirurgien autrichien Theodor Billroth en 1874, lorsqu'il a décrit I'organisme en
cas dérysipele et d'infections des plaies. Il a décrit ces petits organismes (Kettenkokken)
comme étant isolés ou disposés en paires, parfois en chaines de quatre a vingt maillons ou
plus, du grec « strepto » (torsadé) et « coccus » (sphérique) (Billroth, 1874). De nombreux
chercheurs ont examiné les Iésions carieuses et identifiérent Bacillus acidophilusodontolyticus
(aujourd’hui connus sous le nom de Lactobacillus spp.) comme responsable de la carie
dentaire, mais ¢’est Clarke (1924), qui par une approche judicieuse, démontra que les lésions
carieuses précoces étaient en fait dominées par un autre microorganisme qu’il nomma

Streptococcus mutans.
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Phylum
Actnocbacteriota Campylobacterata gy Fuscbacterota @) Proteobacteria ) Synergsiota
. Bacteroxota & Firmicutes . Patescibactesia ’ Spirochastota . Others

Figure 1. Arbre phylogénétique circulaire des principaux genres du microbiome buccal
(Zhu et al., 2022)

Les streptocoques ont été classifiés au départ sur le type d’hémolyse o, B ou non
hémolytiques. Ce critére n’a aujourd’hui qu’une valeur d’orientation. En clinique, la
classification de Lancefield est encore utilisée, et distingue 20 groupes sérologiques (désignés
par des lettres de A a H et de K a W) définis sur les propriétés antigéniques d'un composé
pariétal le polysaccharide C (Lancefield, 1933). La classification des streptocoques a été
fondée sur I'étude de leurs caracteres phénotypiques, biochimiques et physiologiques,
auxquelles se sont ajoutées par la suite des études phylogénétiques réalisées a partir de la
séquence de I’ARNTr 16S ou l'analyse d'une séquence partielle du gene recN (Glazunova et
al., 2010). Ainsi la classification des streptocoques reste transitoire et sera amenée a subir des
révisions en fonction de I’avancement dans le séquengage des différents génomes (Nicolas et
Lavoie, 2011). Le genre Streptococcus comprend plus de 99 espéces reconnues,
communément regroupées en huits groupes phylogénétiques: mitis, sanguinis, anginosus,
salivarius, downei, mutans, pyogenes et bovis (Abranches et al., 2018) (Figure 2).
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100,

100 100,

S. iniae - humantilapia

S. urinalis - human
S. agalactiae - bovine

- §, agalactiae - human -

991 -S. gallolyticus subsp. pasteurianus (S. pasteurianus) - human
9.9 S, gallolyticus subsp. pasteurianus (S. bovis) - human:---
991 - 8. gallolyticus subsp. macedonicus (S. macedonicus) - cheese

94.2

s S, @QUINUS - human

--------- S. gallolyticus subsp. gallolyticus (S. gallolyticus) - human -

63.3

L. crispatus

- S, infantarius subsp. infantarius - hUMan

Figure 2. Les groupes phylogénétiques du genre Streptococcus (Richards et al., 2014)

Premiers colonisateurs de la bouche, dés deux jours apres la naissance, les streptocoques sont

prépondérants dans la cavité buccale et se regroupent dans tous les groupes phylogénétiques,

a l'exception des groupes bovis et pyogene (Abranches et al., 2018). Entre ces groupes ainsi

gu'entre les especes au sein d'un méme groupe, des différences de virulence et de

pathogénicité peuvent étre observées (Sitkiewicz, 2018). Cette prédominance s’explique tout

d’abord par leur pouvoir d’inhibition sur d’autres microorganismes, grace a la production

d’acides organiques, d’H,O; et de bactériocines. Leur taux de croissance tres compétitif et la

diversité des niches écologiques buccales qu’ils occupent sont également des atouts majeurs.

Outre leur propriété d'acido-résistance et leur pathogénicité sont fortement associées a leurs
propriétés d'adhésion [(Tang et al., 2022) ; (Bloch et al., 2024)].
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1.1.2. Description

Ce genre appartient a la famille des Streptococcaceae, phylum des Firmicutes et regroupe des
bactéries a Gram positif a bas pourcentage en bases GC. Ce sont des cocci ovoides ou
sphériques, immobiles et asporulés, & Gram positif, dont le diametre est compris entre 0,5 et
2um. Groupés en diplocoques ou en chainettes de longueur variable (2 a plus de 50 coques),
ils sont des anaérobies aéro tolérants, dépourvues d’activité catalase, homo-fermentaires
chimio-organotrophes [(Andrew et Mitchell, 1997) ; (Prescott et al., 2003)].

Les streptocoques buccaux sont encore souvent cités comme le groupe des streptocoques
viridans, a cause du verdissement des géloses au sang, référé comme hémolyse partielle de
type a et indique la production de peroxyde d’hydrogene notamment rapportée pour des
souches de S.gordonii, S.mitis, S.mutans, S.oralis, S.parasanguinis et S.sanguinis. Seul le

groupe pyogene est B-hémolytique produisant une hémolyse complete (Coykendall, 1989).

1.2. Le genre Enterococcus

1.2.1. Classification

Initialement décrits par Thiercelin et classés comme des streptocoques fécaux en 1906
(Streptococcus faecalis) et en 1919 (Streptococcus faecium) (Murray, 1990), il a fallu
attendre 1’année 1984 et des expériences d'hybridation ADN-ADN ainsi que l'analyse des
séquences de ’ARNr 16S et de sod A pour montrer que les especes S. faecium et S.faecalis
étaient suffisamment distinctes des autres streptocoques pour justifier la création du genre
Enterococcus (Franz et al., 2011). La phylogénie de ce genre ne cesse d’évoluer du fait de
I’avénement de nouvelles technologies permettant une évolution quasi-constante de la
taxonomie (Figure 3). En effet, initialement composé des deux espéces précédemment citées,
le genre Enterococcus compte plus de 58 especes en 2020 (Zaheer et al., 2020).

Bien que les espéces de Enterococcus soient généralement considérés comme des constituants
transitoires du microbiome oral, on en sait étonnamment peu sur leur prévalence et leur
incidence orale chez des individus de différents groupes d'age, en bonne santé ou malades.
E.faecalis, I'Enterococcus humain prédominant, suivi de E. faecium et E.durans, est le plus
fréguemment isolé étant associé a des maladies bucco-dentaires, telles que les caries, les
infections endodontiques, la parodontite et la péri implantite. Il a été impliqué dans I'échec du
traitement endodontique, en raison de sa haute résistance aux medicaments et de sa capacité a
former des biofilms récalcitrants a la fois dans les canaux radiculaires traités et non traités
[(Sedgley et al., 2005) ; (Komiyama et al., 2016) ; (Najafi et al., 2020)].



Synthese bibliographique

,,_E ® E. italicus DSM 15952
66 E. camelliae FP15-1
® E. sulfureus ATCC 49903
® E. saccharolyticus DSM 20726

E. olivae IGG16.11

{E. columbae DSM 7374

@ E. cecorum DSM 20682

70 E. lemanii PC32
10 — —|

@® E. aquamarinus DSM 17690

3
33

95 E. eurekensis PC4B
L. _97'C E. alcedinis L34
L @ E. gallinarum DSM 24841
6 @ E. casseliflavus DSM 20680

@ E. gilvus DSM 15689
@ E. malodoratus DSM 20681
@ E. avium DSM 20679
@ E. raffinosus DSM 5633
@ E. hermanniensis DSM 17122
@ E. pallens DSM 15690
® E. asini DSM 11492
E. diestrammenae ORL-24
@ E. canintestini DSM 21207
@ E. dispar DSM 6630

E. xiangfangensis 11097
@ E. devriesei DSM 22802
|93 | E. pseudoavium 47-16
E. viikkiensis IE3.2
@ E. faecium ATCC 19434
E. lactis BT159
@ E. ratti DSM 15687
10} @ E. durans CECT 411
@ E. hirae DSM 20160
@ E. canis DSM 17029
@ E. mundtii DSM 4838
@ E. thailandicus DSM 21767
@ E. villorum 88-5474
——— @ E. phoeniculicola DSM 14726

o4 @ E. faecalis JCM 5803
- E. rivorum S299
— @ E. termitis DSM 22803
- E. plantarum CCM 7889
- @ E. haemoperoxidus DSM 15920
@ E. quebecensis DSM 23327
89| @ E. moraviensis DSM 15919
E. ureilyticus CCM4629

E. rotai CCM4630

E. ureasiticus CCRI-16986
@ E. caccae DSM 19114
@ E. silesiacus DSM 22801
L. plantarum WCFS1
100 | L. rhamnosus ATCC 8530

100L— L. casei ATCC 334

100

0.01

Figure 3. Phylogénie du genre Enterococcus reposant sur le séquencage du géne codant pour
I'ARNTr 16S (Zhong et al., 2017)
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1.2.2. Description

Le genre Enterococcus appartient a la famille des Enterococcaceae, phylum des Firmicutes,
et regroupe des bactéries a Gram positif, non sporulées qui se présentent sous forme de
coques isolés ou arrangés en paires ou en chainettes et dont le génome contient un faible
pourcentage en G+C (37.5 a 44 %) (Schloissnig et al., 2013). Ce sont des organismes
anaérobies aérotolérants, oxydase et catalase négatives. Ce sont des bactéries mésophiles qui
pourraient croitre a une tempeérature de 10°C a 45°C, avec une température optimale comprise
entre 30°C et 35°C (Garcia-Solache et al., 2019). En outre, ils sont capables de croitre dans
une vaste gamme de pH de 4.4 et 9.6 et dans des milieux hyper salés avec 6.5% de NaCl. Les
traits qui différencient les entérocoques des streptocoques sont leur capacité a se multiplier
malgré des conditions de croissance hostiles comme survivre aprés 30min de chauffage a
60°C, a croitre en présence de 40% de bile et méme a hydrolyser I'esculine (Foulquie
Moreno et al., 2006). Certaines souches de Enterococcus faecalis sont B-hémolytiques (E.
faecalis var. zymogenes), alors que les autres especes sont généralement a-hémolytiques ou

non hémolytiques (Benagli et al., 2011).

1.3. La prothése dentaire : un vecteur microbien

L’¢équilibre écologique (physique, chimique, biologique) de la cavité buccale est influencé par
I’'usage d’une prothése. Chez les édentés, le port de protheses amovibles et la diminution du
flux salivaire, surtout chez les patients qui gardent leurs prothéses la nuit, s’accompagnent
d’une diminution du pH buccal, ce qui déséquilibre la flore commensale et favorise
I’apparition de candidoses, mais aussi 1’aggravation des maladies parodontales, I’apparition
de caries et de lésions muqueuses (Le bars et al., 2002). La structure et la texture du
matériau, les macroporosités et microporosités auront une incidence sur I’accumulation de la
plaque. De plus, les défauts de surface (rugosité due a un polissage insuffisant, manque
d’étanchéité, matériaux débordant), les rendent iatrogénes car rétentives pour la plaque

dentaire [(Delacroix, 1999) ; (Sarna-Bos et al., 2021)].

1.3.1. Le matériau prothétique

Les matériaux a base de résine acrylique sont les plus répandus pour la confection des
protheses amovibles. lls sont composés de monomeére liquide (méthacrylate de méthyle,
MMA) mélangé a une poudre de polymére (polyméthacrylate de méthyle, PMMA), pour
fournir une pate malléable qui peut ensuite étre moulé selon les spécifications du patient et

durci pendant un processus de durcissement / polymérisation (Blagojevic et Murphy, 1999).

10
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Facilement colonisable par la plaque bactérienne, la résine est un vecteur important des
manifestations inflammatoires, traumatiques et & un moindre degré allergiques des
reconstitutions prothétiques. La topographie rugueuse et, principalement, les surfaces
microporeuses en résine acrylique fournissent une multitude d'environnements potentiels qui
supportent des micro-organismes pathogéenes, qui peuvent menacer la santé d'un patient

physiquement vulnérable [(Coulthwaite et Verran, 2007) ; (Le bars et al., 2015)].

1.3.2. Plagque prothétique : Le biofilm

La plaque dentaire (biofilm dentaire) est un écosystéme complexe qui varie beaucoup d’un
individu a I’autre, et sert de modele parfait pour étudier les biofilms polymicrobiens comme
décrit par Marsh et Bradshaw (1995). Elle differe également chez le méme individu, selon
sa localisation en bouche et selon les conditions environnementales, telles que la présence
d’antibactériens ou de sucres alimentaires (Marsh, 2006).

Comme pour la dentition naturelle, immédiatement apres avoir été placée dans la bouche, la
surface de la prothese commence a étre revétue d'une couche dite «pellicule acquise exogéne
PAE» (Siqueira et al., 2012). La PEA est définie comme une couche acellulaire amorphe,
homogene, d’une épaisseur comprise entre 0,1 et 1um, formée par I’adsorption sélective de
protéines salivaires et des immunoglobulines. Cette couche médiatise les interactions entre la
surface prothétique, les fluides buccaux et les micro-organismes; elle assure la diminution
globale de I’impact des facteurs physico-chimiques et fournit des récepteurs d'adhésion
spécifiques pour les colonisateurs primaires appartenant aux genres Streptococcus et
Actinomyces [(Marsh et Martin, 2009) ; (Ahariz et al., 2010) ; (Kolenbrander, 2011)]
(Figure 4). Le métabolisme bactérien des colonisateurs primaires de la PAE crée un micro-
environnement favorable a la fixation d’autres genres bactériens majoritairement anaérobies
stricts. Ces colonisateurs présentent de nouvelles adhésines et récepteurs spécifiques a la
surface cellulaire sur lesquels viennent se fixer les colonisateurs secondaires (Figure 4).

Ces phénomenes de co-agrégation (entre 2 bactéries libres) et de co-adhésion (d’une bactérie
libre sur une déja fixée) correspond a l'étape de maturation du biofilm. En effet, des
interactions se produisent a plusieurs niveaux et comprennent le contact physique, I'échange
métabolique, et I'échange de matériel génétique [(Palmer et al., 2003) ; (Kolenbrander,
2011)] (Figure 5).
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20. Porphyromonas gingivalis
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Figure 4. Schéma de la colonisation bactérienne orale (Kolenbrander et al., 2010)
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Figure 5. Représentation schématique des étapes distinctes du développement du biofilm
(Bouchard, 2015)

(1) L’attachement initial: faible et réversible (2) L’attachement irréversible: formation de matrice

(3/4) Multiplication et co-adhésion (5) Dispersion des bactéries planctoniques

L'équilibre du biofilm est atteint en 2 a 3 semaines en absence de brossage. A ce stade, il peut
contenir jusqu'a 10° bactéries par mg de matiére. Les substances polyméres extracellulaires,
produites par les bactéries dans un biofilm mature, contiennent de grandes quantités de
polysaccharides, de protéines, d'acides nucléiques et de lipides. Ceux-ci maintiennent

I'intégritée structurelle du biofilm et fournissent une matrice idéale pour la croissance et la
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survie des cellules bactériennes (Sutherland, 2001). Certaines peuvent se détacher du biofilm
et aller coloniser d'autres sites, sous I'effet des variations physico-chimiques environnantes,
ceci constituant la phase de dispersion (Figure 5). Le biofilm, malgré sa diversité, est donc
composé d'une flore commensale relativement stable, en perpétuel renouvellement et en
équilibre avec son environnement. C'est a la faveur de la rupture de cet équilibre que peuvent
survenir les pathologies microbiennes de la cavité buccale [(Chardin et al., 2006) ;
(Bouchard, 2015)].

Il. Adhésion bactérienne : premiére étape de la formation du biofilm

Tout processus de contact entre un biomatériau et un tissu engendre une cascade
d'éveénements, conséquence de l'adsorption de protéines puis de 1’adhésion (ou non) de
diverses cellules a la surface du solide. Ces phénomenes initiaux a [’interface sont
primordiaux car ils conditionnent I'adhésion de bactéries (Van Loosdrecht et al., 1990).

La formation de la plaque dentaire résulte des phénomenes d’adhésion et d’adhérence des
bactéries. En microbiologie les deux termes se distinguent I'un de D’autre par leur
signification. L’adhérence est un état, elle se définit par la capacité de la bactérie a se fixer sur
une surface. C’est I’ensemble des phénomenes qui s’opposent a la séparation de deux corps en
contact. Sans cette propriété, aucune bactérie ne pourrait se multiplier ou étre a 1’origine de
phénomeénes pathologiques (Mouton et Robert, 1994). L’adhésion est une action qui se
caractérise par 1’ensemble des phénoménes physico-chimiques, mécaniques et biologiques
permettant a une bactérie de s’unir a une surface de fagon durable (Quirynen et Bollen,
1995).

De facon a comprendre la bioadhésion, il est nécessaire de prendre en compte les différents
types d’interactions physicochimiques et biologiques. Selon I’approche physico-chimique, le
processus d’adhésion est le résultat des interactions intermoléculaires s’établissant entre les
surfaces du microorganisme et du support; avec de maniére détaillée : interactions de type
électrostatique, les interactions liées aux forces de van der Waals et enfin les interactions

polaires (hydrophiles / hydrophobes) (Burgain et al., 2014) (Figure 6).

I1.1. Interactions physicochimiques

Durant le transport d’un microorganisme d’un fluide a une surface, celui-ci est soumis a des
modifications de forces intervenant lors de son dépot sur la surface et lors de son détachement
(Figure 6).
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Figure 6. Représentation de I'intervention des forces d'interactions physicochimiques dans le

phénomeéne d'adhésion (Guillemot, 2006)

I1.1.1. Interactions électrostatiques
Immergée dans un fluide, une particule, une bactérie ou une surface plane, acquiert une
charge et un potentiel de surface provoqué par 1’adsorption ionique ou I’ionisation des

groupements chargés présents en surface (James, 1991).

— - Couche diffuse

Fland Helmoiltz

Couche de Stern

Figure 7. Représentation de la double couche électrique (Hiemenz et Rajagopalan, 1997)

La concentration d’ions difféere aux interfaces par rapport a I’intérieur de chaque phase
(solide, liquide) engendrant une double couche ionique associée aux surfaces bactériennes et
solides (Vernhet et al., 1992) (Figure 7).

La premiére couche, dite couche de Stern, est constituée d’ions fortement adsorbés sur la
surface. Dans la seconde couche, dite couche diffuse, qui s’étend dans la phase liquide,

I’excés en contre-ions diminue progressivement lorsque 1’on s’¢loigne de la surface chargee,
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jusqu’a ce que 1’équilibre ionique de la phase aqueuse soit retrouvé, ainsi le potentiel de

surface (Wo) décroit exponentiellement avec la distance (Figure 8) (James, 1991).

Potentiel ¥ 4
‘COIIChE o Couche -

v, ‘de stertl: E diffuse 7
i Plan externe
: d’Helmoltz
: Plan de
I— .

v, ! cisaillement

Distance de séparation /

Figure 8. Schéma de la variation du potentiel de surface avec la distance (James, 1991)

Les interactions électrostatiques intervenant entre la surface d’un micro-organisme et la
surface réceptrice sont dues au recouvrement de la double couche ionique associé aux
groupements chargés présents a la surface des deux corps (Rutter et Vincent, 1980). Cette
interaction est répulsive pour deux corps portant des charges de surface de méme signe et
attractive dans le cas contraire. A pH neutre, la plupart des surfaces naturelles acquierent une
charge négative et se repoussent mutuellement. Ainsi, puisque 1’énergie des interactions
électrostatiques AGF- diminue avec 1’augmentation de la force ionique du milieu liquide, elle
devient négligeable pour une force ionique forte. Les interactions électrostatiques peuvent se

ressentir jusqu'a des distances de 8 a 10 nm (Van Loosdrechet et al., 1987).

11.1.2. Interactions non électrostatiques

11.1.2.1.Interactions de Lifshitz-van der Waals (LW)

Ces forces impliquent I’existence d’une interaction d’attraction entre molécules neutres. Elles
résultent de trois effets physiques différents: force de Keesom, force de Debye et force de
London. L’effet cumulatif de ces interactions est groupé sous le terme d’interactions Lifshitz-
van der Waals. Ainsi elles peuvent agir a des distances supérieures a 50 nm et décroissent a
une distance inférieure a 10 nm (Lifshitz, 1955).

Dans le phénomene d’adhésion de cellules microbiennes, trois corps sont généralement en

présence ; il faut alors déterminer 1’énergie d’interaction entre le micro-organisme (1) et le
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support (2) immergés dans un liquide (3). Dans ce cas, 1’énergie libre est définie par
I’équation de Dupré (1869):
AGis™=2 [(15™) " = (11™") ™) (™) ™= (") )]

v, v2"" v : tensions interfaciales des cellules, du support et du liquide respectivement .

Les interactions Lifshitz-van der Waals vont étre répulsives dans le cas d’une énergie libre
AG"13, positive pour : y1™< y3™< 1™ ou 11" > ya" > vt et attractives lorsque 1’énergie
AG"13, est négative. Dans la plupart des cas, la contribution des Lifshitz VVan der Waals

d'interaction est considérée comme extrémement faible (Van Oss, 1996).

11.1.2.2. Interaction Lewis Acide Base (AB)
Ces interactions polaires restent les plus mal comprises d’un point de vue théorique; ce sont
les interactions que 1’on trouve en milieu aqueux, et qui décroissent de fagon exponentielle en
fonction de la distance. Elles concernent principalement 1’interaction entre donneur et
accepteur d’électrons ou entre donneur et accepteur d’hydrogéne. Il existe différents degrés
dans ce caractére, qui se traduit par 1’existence d’interactions hydrophiles et hydrophobes plus
ou moins importantes [(Van Oss, 1996) ; (Hamadi, 2005)].
Dans le cas d’adhésion microbienne, 1’expression de 1’énergie libre d’interaction AG * entre
deux corps (1) et (2) immergés dans un liquide (3) peut étre définie par :

AG*u= 2 [(v3) " [(r) ™ (7)™ () ™1 + (o) [") ™ (") ™ (") "1 - (F'rv2) ™ (v

v2)"

Selon les valeurs de y et v*, AG"®4, peut étre négative (attractive) ou positive (répulsive).
Les interactions acido-basiques présentent des énergies pouvant étre deux fois plus grandes
que les interactions de Van der Waals ou les interactions électrostatiques (Van Oss et al.,
1988). Les interactions hydrophiles et hydrophobes sont toutes les deux dues a une
restructuration des molécules d’eau au voisinage des surfaces respectivement hydrophiles ou
hydrophobes. Quand les deux surfaces hydratées s’approchent I’une de I’autre, la présence de
cette eau liée induit une énergie de répulsion hydrophile, AG*®, positive. Cette répulsion
hydrophile est effective a des distances de 1’ordre de 3 a 5 nm. Les surfaces ayant peu
d’affinité pour I’eau sont dites hydrophobes, autour de ces surfaces, I’eau va s’organiser d’une
facon défavorable d’un point de vue entropique (plus ordonnée que dans la masse de la phase
aqueuse). Elle va donc tendre a se dissocier de ce type de surface, ce qui se traduit par une
énergie d’attraction hydrophobe, AG”®, négative. Cette attraction est effective a des distances
de ’ordre de 10 nm et plus (Vergnault, 2004).

16



Synthése bibliographique

11.2.Modeéles théoriques prédictifs de I’adhésion

11.2.1. Théorie de la thermodynamique

La description de I’adhésion par I’approche thermodynamique indique le role de 1’énergie de
la surface et de I’hydrophobicité et elle tient compte des forces a courte distance mais elle ne
tient pas en considération les interactions électrostatiques (Busscher et al., 1984). L approche
thermodynamique peut étre corrélée avec les résultats expérimentaux [(Asther et al., 1990) ;
(Busscher et al., 1990) ; (Vernhet, 1992) ; (Boulangé-Petermann et al., 1993)]. Mais dans
le cas d’adhésion, il est important de prendre en compte I’intervention de 1’environnement
cellulaire ainsi que les autres interactions qui ont lieu. De plus ce phénoméne est considéré

comme totalement réversible ce qui ne correspond pas au cas réel (Sjollema et al., 1990).

11.2.2. La théorie classique DLVO

C’est la premiére théorie de la stabilité de 1’état colloidal, doit son nom aux auteurs qui I’ont
développé indépendamment: Derjaguin et Landau (1941) et par Verwey et Overbeek
(1948). Elle tient compte des interactions de van der Waals et met en évidence le role des
interactions électrostatiques, mais néglige les interactions polaires. Ces derniéres sont
prédominantes dans les milieux aqueux et jouent un réle tres important dans 1’adhésion

microbienne. L’énergie libre d’interactions totale AG'®"

entre microorganisme et support est
la somme des énergies libres liées aux interactions attractives de van der Waals AG™" et aux
interactions  électrostatiques AG™". Finalement, la théorie DLVO permet de prévoir
qualitativement 1’adhésion des microorganismes mais ne peut pas donner des renseignements

quantitatifs sur le phénomene (Van Oss, 1995).

11.2.3. La DLVO étendue (XDLVO)

Généralement, il apparait que les deux précédentes théories ne peuvent pas expliquer
complétement 1’adhésion microbienne. Van Oss et al., (1986) suggerent le développement de
la théorie DLVO. Dans cette nouvel approche, les trois interactions fondamentales impliquées
dans les phénomenes d’adhésion microbienne aux supports, sont prises en considération :
interactions électrostatiques, interactions de Van der Waals, et interactions acido-basiques.
Selon ce modele, I’énergie libre d’interactions totale AG'™T s>écrit donc :

AGTOT - AGEL +AGLW+ AGAB
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11.3. Facteurs influencant I’adhésion

En plus des forces électrostatiques et de la thermodynamique, 1’adhésion des organismes aux
surfaces dépend d’autres facteurs pouvant interférer sur cette derni¢re. Ces facteurs sont issus
des caractéristiques des micro-organismes, des surfaces et du milieu liquide environnant

(Boulangé-Petermann, 1997).

11.3.1. Les microorganismes

L’affinité entre la surface de la cellule et celle du support est I’un des paramétres essentiels
pour I’adhésion. De nombreuses études ont identifié ce facteur comme ['un des plus
importants pour comprendre I’abondance plus ou moins grande de 1’adhésion microbienne sur
un support donné (Habouzit et al., 2011).Un support ne va pas permettre les mémes
abondances pour toutes les espéces microbiennes et une espece donnée ne va pas adhérer
équitablement sur toutes les surfaces. Il existe des conditions préférentielles d’adhésion, des
affinités propres, notamment régies par I’hydrophobicité et la charge a la fois a la surface du
support et a celle de la cellule. Selon Rubio (2002), chaque famille de micro-organismes
possede des propriétés physicochimiques qui lui sont propres. Les charges surfaciques, que
I’on nomme potentiel Zéta, permet de déterminer si un micro-organisme tend & donner ou a
accepter un électron au niveau de sa charge. En général, les especes microbiennes sont
chargées négativement et plus elles le sont, plus 1’adhésion est compromise (Habimana et al.,
2014). Néanmoins si le support est chargé positivement, alors 1’adhésion est favorisée
(Terada et al., 2005).

La forme de la cellule est un autre paramétre qui va étre déterminant, une cellule allongée
bénéficie d’une surface de contact beaucoup plus importante. Ce faisant le nombre de liaisons
et sa force d’adhésion sont supérieurs a ceux de la cellule sphérique. Certaines especes sont
capables de s’allonger et former des filaments, par exemple lorsque les concentrations en
ressources sont insuffisantes (Kargar et al., 2016).

Une des adaptations des cellules a leur état de biofilm est la sécrétion de polyméres
extracellulaires qui représentent 75 a 90 % du biofilm selon les espéces (Costerton, 1999). Le
terme exopolysaccharides (EPS) ou polysaccharide exocellulaire a été proposé comme
appellation générale pour les polymeres sécrétés a l'extérieur de la cellule (Cerning, 1994).
Les EPS jouent un réle majeur dans l'adhésion aux surfaces et I'agrégation des cellules, la
résistance aux composés antibactériens, aux métaux, la formation de colonies, la dégradation

de composés organiques, la communication entre cellules (Zhang et Fang, 2001).
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La capsule d'EPS semble également augmenter I'hydrophobicité de la surface bactérienne et
favoriser I'adhésion, la cohésion et I'intégrité structurale des cellules (Bergmaier et al., 2001).
Un autre processus réside dans les processus de co-adhésion et de co-agrégation. Comme
rapporté par Bos et al., (1994) dans le contexte des biofilms dentaires, une véritable logistique

29

se met en place avec des espéces qualifiées de ‘‘colonisateurs primaires ’’, souvent des
bactéries a Gram positif, rejointes ensuite grace a la co-adhésion par des bactéries a Gram
négatif.

Enfin, afin de se regrouper sur la surface du support, certaines especes sont capables de se
déplacer sur celle-ci. Cette motilité saccadée (ou twitching) constitue une motilité spécifique a
I’état fixé (Monds et O’Toole, 2009). Elle peut étre guidée par un chimiotactisme qui va
permettre aux microorganismes de se déplacer dans une direction préférentielle (Miller et al.,

2008).

11.3.2. Le substrat

Il est généralement admis que des cellules hydrophobes adherent mieux sur une surface
hydrophobe et, a I’inverse, des cellules hydrophiles sont plus enclines a adhérer sur des
surfaces hydrophiles (Van Loosdrecht et al., 1987). L’importance de ces paramétres ont fait
du conditionnement du support une étape essentielle pour de mieux contréler les phénoménes
d’adhésion.

La rugosité est une autre propriété qui joue également un réle important quant a 1’adhésion
des bactéries sur les surfaces. Il est généralement admis que plus le matériau est rugueux et
présente des aspérités, plus il favorise 1’adhésion. La plaque dentaire adhére non seulement en
plus grande quantité, mais est également plus difficile a enlever quand la surface du matériau
est irreguliére (Quirynen et Bollen 1995). En effet au-dela d’offrir une protection face aux
contraintes des agressions extérieures (nettoyant, desinfectant, cisaillement), une rugosité
importante entraine une augmentation de la surface colonisable. De nombreuses études ont
corrélé la rugosité des matériaux aux processus d’adhésion [(Terada et al., 2005) ; (Myint et
al., 2010)]. Pour d’autres, en revanche, la rugosité permet de réduire la surface de contact
entre le microorganisme et le support, favorisant ainsi son détachement (Boulangé-
Petermann et al., 1997). Mais les espéces étudiees, les supports et les méthodes d’évaluation
de I’adhésion étant variés, il est difficile d’édicter des régles [(Scheuerman et al., 1998) ;
(Pembrey et al.,1999) ; (Jana et al., 2000)]. La capacité des matériaux de restauration a
résister a l'exposition a diverses substances dans la cavité buccale représente un facteur clé

dans leur performance clinique et dans leur longévité (Pereira et al., 2011).
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11.3.3. Le milieu environnant

Il suffit de penser au pH, a la concentration des électrolytes et aux forces ioniques qui peuvent
modifier les composantes électrostatiques de la surface des bactéries. Ces modifications
pourraient moduler 1’adhésion sur les supports solides [(Van der Mei et Bussher, 1997) ;
(Bos et al., 1999)]. Un autre moyen de promouvoir 1’adhésion microbienne est de réduire les
répulsions é€lectrostatiques qui existent au sein de la double couche électrique. L’utilisation
d’un milieu liquide avec une force ionique importante permet de neutraliser plus efficacement
ces charges surfaciques et réduire les répulsions induites par la double couche (Hong et
Brown, 2008).

Certaines études ont montré D’altération de la surface des matériaux restaurateurs par
différents éléments de I’environnement oral. Ainsi, la baisse du pH par le biofilm cariogéne,
la consommation de boissons acides et ’activité enzymatique sont impliquées dans la
détérioration des couches les plus externes des matériaux et dans 1’augmentation de leur
rugosité de surface (Willershausen et al., 1999). Leur analyse par microscopie électronique a
balayage a ainsi montré I’augmentation de la porosité des résines suite a I’accumulation de la

plaque dentaire (Fucio et al., 2008).

I11. Hygiene Orale et Phytothérapie

IIL.1. L’entretien des prothéses dentaires

Pour les personnes ageées, les maladies chroniques associées a 1’dge augmentent et une
détérioration lente et progressive de la santé bucco-dentaire apparait (Chan et al., 2021). En
raison d'une mauvaise hygiene bucco-dentaire, les prothéses dentaires peuvent devenir un
«réservoir» de micro-organismes. Par conséquent, I'élimination quotidienne soigneuse des
biofilms présents dans la cavité buccale et a la surface des protheses complétes est d'une
importance capitale pour minimiser le risque d'infections opportunistes, pour contribuer a une
bonne santé bucco-dentaire et systémique globale (Mylonas et al., 2022).

Un nettoyant idéal doit étre capable de réduire I'accumulation de biofilm sans affecter les
propriétés physiques et méecaniques de la base de la prothese ou des dents prothétiques (Pas de
blanchiment ou d'abrasion). Il doit étre non toxique, a action bréve, facile a utiliser et rentable
[(Coulthwaite et Verran, 2007) ; (Mylonas et al., 2022)]. Cependant, des études ont montré
que les nettoyants pour protheses actuellement utilisés ont des effets dégradants sur les
propriétés physiques des base de résines [(Sharma et al., 2017) ; (Ozyilmaz et Akin, 2019)].
En plus, il y a eu une résistance accrue contre ces agents chimiques par des micro-organismes

pathogénes, donnant ainsi une place centrale aux extraits de plantes en tant que nouveaux
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agents antimicrobiens Ainsi, il est encore nécessaire de mener des évaluations cliniques pour
développer des protocoles naturels simples et efficaces pour le nettoyage des prothéses
(Namala et Hegde, 2019).

111.2. Phytothérapie

Le premier texte connu sur la médecine par les plantes « Phytothérapie » est gravé sur une
tablette d’argile par les Sumériens en caracteéres cunéiformes, en 3000 avant Jésus Christ
(J.C), comprenant douze recettes de préparation de médicaments faisant référence a plus de
250 plantes diverses. Le premier recueil connu, composé de 110 pages, s’intitule le Papyrus
Ebers, un papyrus médical égyptien qui remonte a 1550 avant J.C, et contient environ 700
formules et remedes [(Petrovska, 2012) ; (Rahman et al., 2019)]. De la médecine
traditionnelle chinoise, I'Ayurveda, le Kampo, la médecine traditionnelle coréenne a I'Unani,
la phytothérapie, est donc une médecine qui s’est enrichie au fil du temps a travers le monde,
a été reléguée au second plan avec I’avéenement de la chimie moderne (fin du XI1Xeme siecle).
Mais les effets indésirables néfastes des médicaments de synthese se sont vites révélés et la
médecine par les plantes revient aujourd’hui sur le devant de la scéne en réunissant savoir
traditionnel et acquis de la science [(Attisso, 1979) ; (Yuan et al., 2016)].

Historiqguement, les premiers batonnets & macher ont été utilisés par les Babyloniens entre
7000 et 3500 ans avant J.C, par les Egyptiens vers 3000 ans avant J.C et par les Chinois vers
1600 ans avant J.C (Almas, 2002). Dans I’écriture ancienne, le mot «Sanskrit» (4000-3000
ans avant J.C) confirme qu’on utilisait en Inde des brindilles machées en bois de mangoustier
pour I’hygiéne bucco-dentaire. Avec I’avénement de I’Islam, le Prophéte Mohammed .5t
éleve le nettoyage de la bouche et des dents au rang de rituel sacré en utilisant les baténnets
d’Arak, et ce sont surtout les grands médecins musulmans, tels que Rhazes (865-935),
Albucassis (936-1013) et Avicenne (980-1037) qui ont fait progresser les connaissances dans
I’hygiéne bucco-dentaire entre 500 et 1500 (Lababidi, 2019). L'Organisation mondiale de la
santé a également recommandé et encouragé I'utilisation de ces batons pour I'nygiéne buccale
(WHO, 2000). De nos jours, ils sont utilisés dans de nombreuses parties du monde,
principalement en Afrique et au Moyen-Orient [(Almas, 2002); (Niazi et al., 2016)].

En Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle, outre
les croyances religieuses, certaines habitudes quotidiennes sont pratiquées et transmises
depuis de nombreuses générations, comme 1’utilisation de batonnets frotte-dents originaire

des deux arbres, le noyer (Juglans regia) et I’ Arak (Salvadora persica).
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111.2.1. Juglans regia

Juglans regia, Noyer commun, Noyer royal et également nommé Calottier, Goguier, Noguier,
Gland divin ou encore arbre au sommeil, est un arbre originaire des régions européennes et
balkaniques depuis 2500 a 3000 ans, qui s'est répandu tres loin au cours des derniers siecles,
s'étendant jusqu'aux régions himalayennes, en Chine, en Afrique, en Amérique du Sud, en
Asie de I'Est et en Amérique du Nord [(Darmani et al., 2006) ; (Faden, 2016)]. En Algérie,
on le trouve principalement dans le massif de 1'Aures, les régions d’Annaba, de Sétif, la
grande Kabylie, Tlemcen, Tebessa, Djelfa, Saida, prés de Sougueur au sud de Tiaret (Bonev,
1973). Au cours du siécle dernier, l'utilisation du derum comme matériau de mastication a été
signalée plus fréqguemment dans certaines régions d'Afrique du Nord, d'Arabie saoudite, du
Koweit et du sous-continent indien (Chakraborty et al., 2016). Le noyer blanc ou noyer

commun (J. regia) est classé comme mentionné au tableau 1.

Tableau 1. Classification taxonomique de I'espéce Juglans regia
(Manos et Stone, 2001)

Reégne Plante
Embranchement Tracheobionta
Super Division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Hamamelididae
Ordre Juglandales
Famille Juglandaceae
Genre Juglans
Espéce Juglans regia

Le genre Juglans comprend 21 especes. Elles sont classées en fonction des caractéristiques de
leur bois en trois grands groupes : Noyers cendrés, Noyers noirs et Noyers blancs. Ce dernier
correspond a la section Dioscaryon qui comprend la seule espéce Juglans regia (Figure 9)
(Manchester, 1981). Les extraits organiques ainsi que les extrais aqueux des feuilles,
d'écorces de J. regia de différents pays a montré un large spectre d’activité antibactérienne
contre des bactéries a Gram positif et a Gram négatif [(Deshpande et al., 2011); (Moori
Bakhtiari et al., 2016); (Dolatabadi et al., 2018) ; (Vieira et al., 2019) ; (Khattak et al.,
2022) ; (Ibrahim et al., 2023)].
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Figure 9. Ecorces des racines de Juglans regia
(Photo personnelle)

Les screenings préliminaire effectués sur 1’écorces de Juglans regia ont révélé la présence des
plusieurs constituants phytochimiques avec des concentrations élevés d’alcaloides, de
coumarines, de quinones, de terpanoides, de saponosides, d’acides aminés, de protéines et des
concentrations plus ou moins faible de tanins et d’anthraquinones avec ’absence total des
flavonoides a I’inverse des feuilles [(Upadhyay et al., 2010) ; (Raja et al., 2012)]. Ces
molécules renferment une tres grande diversité de composés qui possedent une tres large
gamme d’activité biologique ce qui explique 1’utilisation des écorces, par rapport aux feuilles
dans la médecine traditionnelle et spécialement dans 1’hygiéne orale [(Zakavi et al., 2013) ;
(Croitoru et al., 2019) ; (Jahanban-Esfahlan et al., 2019)]. Chimiquement, I'écorce de
derum contient de la « Juglone », un alcaloide d'origine végétale, comme constituant principal
et important, et est connue pour posséder des propriétés antivirales, antiparasitaires,
antifongiques, antibactériennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses [(Darmani et al.,
2006) ; (Salimi et al., 2012) ; (Faden, 2016) ; (Ibrahim et al., 2023)].

111.2.2. Salvadora persica

C’est surtout avec 1I’avénement de I’Islam au VIéme siécle que 1’utilisation de ce batonnet a
macher va se répandre I’importance de ce moyen d’hygiene a été¢ soulignée par le Prophete
Mohammed rapportée dans de nombreux Hadiths « Si je ne craignais pas trop de charger ma
communauté, je leur ordonnerais le siwak avant chaque priére » (rapporté par Al Bukhari et
Muslim). « Le siwak purifie la bouche et satisfait le Seigneur » (Hadith 1202 dans Riyadou
Sélihine) (Aumeeruddy et al., 2018).
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Salvadora persica, est un arbuste de la famille des Salvadoracées (Tableau 2) originaire du
Moyen-Orient. Son nom lui a été donné en 1749 en I'honneur d'un apothicaire de Barcelone,
Juan Salvador y Bosca (1598-1681), par le Dr Laurent Garcin, voyageur et collectionneur de
végétaux (Ahmad et Rajagopal, 2013).

L’arbre a Miswak pousse principalement dans les déserts ou 1’air est sec. Il peut supporter un
taux de précipitations annuelles inférieur a 200mm. On peut I’observer dans les zones ou les
eaux souterraines sont facilement accessibles, au niveau des plaines inondables, dans le lit des
rivieres asséchées et prés des cours d’eau. Ce végétal pousse jusqu’a une altitude de 1500m
environ. Ainsi il a pu étre observé a 1350m d’altitude dans les montagnes cotieres de la Nubie

et a 800 metres d’altitude dans le Hoggar, massif montagneux dans le sud de 1’Algérie
(Lababidi, 2019).

Tableau 2. Classification taxonomique de I'espéce Salvadora persica
(Haque et Alsareii, 2015)

Régne Plante

Division Magnoliphyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Brassicales
Famille Salvadoraceae
Genre Salvadora

Espece Persicaoleoides
Nom binomiale Salvadora persica

Figure 10. Batons de Salvadora persica
(Photo personnelle)
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Le baton a macher Miswak (Figure 10) est généralement obtenu a partir de n'importe quelle
partie boisée mince de l'arbre. La plupart du temps, il est récolté sur des branches et des
racines ligneuses également (Nikawa et al., 1998). Beaucoup d’études démontrent de maniére
significative 1’effet antibactérien et anti-plaque du Miswak, et par conséquent son efficacité
contre certaines pathologies buccales infectieuses et inflammatoires. Contrairement aux idées
recues, plusieurs études montrent que le Miswak est aussi efficace que la brosse a dents
classique concernant 1’élimination de la plaque (Ahmad et Rajagopal, 2013). Les propriétés
de ce batonnet sont essentiellement dues a 1’Isothiocyanate de benzyle qu’il contient.

On retrouve une quantité plus importante de ce composé dans la racine que dans les branches
(Sher et al., 2011). En plus de ce composant, des éléments inorganiques tels que le Fluorure,
le Calcium et le Phosphore, vont participer a I’effet bénéfique du Miswak. D’autres
métabolites bioactifs sont identifiés comme contribuant a 1’efficacité de cet outil bucco-
dentaire tels que les alcaloides, les acides, les tannins, les saponins, la vitamine C et bien

d’autres composés [(Aumeeruddy et al., 2018) ; (Sagir et al., 2024)].
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Ce travail de thése a été réalisé au laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’Agroalimentaire au Biomédical et a I’Environnement "LAMAABE", de la facult¢ de

biologie SNV/STU Université Abou Berk Belkaid, Tlemcen.

I. Population étudiée : collecte de données

De Novembre 2012 a Février 2014, les patients venus & la clinique dentaire, (faculté de
médecine- Université de Tlemcen) pour des soins ou pour confection de nouvelles protheses
ont été retenus pour cette étude.

Les participants ont été informés des objectifs de I’étude et ont donné leur consentement avant
de procéder aux prélevements. La population étudiée devait satisfaire aux critéres suivantes
pour l'inclusion dans cet étude: (a) I'absence de maladie buccale active, (b) aucun antécédent
de traitement antimicrobien au cours des huit semaines précédentes, (c) bon état de santé
général, sans maladie systémique. Le sujet volontaire s’engage a répondre a un questionnaire
sur I’hygiéne buccale et sur ses habitudes de port et d’entretien apporté a la prothése dentaire

(Annexe ).

I1. Préléevement sur protheses dentaires et culture bactérienne

Une cyto-brosse stérile imbibée d’une solution saline (NaCl 0.9 % m/v) a été utilisée pour
frotter I’intrados des prothéses amovibles (maxillaires et mandibulaires) des patients déja
recensés. Les brosses ont été ensuite placées individuellement dans des tubes en verre stériles
puis acheminés vers le laboratoire pour une culture bactérienne immédiate. Un enrichissement
a été réalisé sur bouillon cceur cervelle (BHIB, Conda, Espagne) suivi d’un ensemencement et
d’une purification sur milieu gélos¢ Columbia ANC (Liofilchem, Italie) supplémenté avec 5%

(v/v) de sang. La culture est réalisée en aérobiose pendant 48h a 37°C.

I11. Identification des genres bactériens Streptococcus et Enterococcus

Un examen macroscopique a été réalisé en premier, suivi d’un examen microscopique apres
une coloration différentielle de Gram sur des cultures a catalase négative. Des détails de la
forme et mode de regroupement des bactéries ont été mis en évidence.

L’identification par des caracteres biochimiques a été réalisée a I’aide des galeries API®20
Strep (Biomérieux, France). Cette méthode repose sur I’utilisation d’une galerie biochimique
qui comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés pour la mise en évidence
d’activités enzymatiques ou de fermentation des sucres. La lecture des plaques est basée sur

les virages des indicateurs colorés spontanés ou révéles par 1’addition de réactifs (VP1, VP2,
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NIN, ZYM A et ZYM B). L’identification est obtenue a partir du profil numérique gréce au
logiciel API® (Leyral et Joffin, 1998).

L’identification est confirmée par une spectrométrie de masse MALDITOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization - Time Of Flight). Celle-ci était réalisée au niveau du Centre
National de Référence des Streptocoques CNR-Strep, laboratoire de bactériologie, pble de
biologie, hopitaux universitaires Paris centre.

Notons que la spectrométrie de masse MALDI-TOF est adaptée comme technique rapide,
précise et peu colteuse pour la routine des laboratoires de microbiologie. Elle repose sur une
technique d’ionisation, mise au point dans les années 80, et conduisant a I’identification de
biomarqueurs de poids moléculaires élevés (Descy et al., 2010).

En pratique, la bactérie a identifier, recouverte d’une matrice organique, est déposée sur une
cible frappée par un faisceau de laser (Figure 11). Les molécules de la matrice absorbent
I'énergie transmise par le laser, s'excitent et s'ionisent. Les ions ainsi générés sont propulsées
dans le tube de vol afin d’étre séparées selon leur temps de vol (TOF Time-Of-Flight) et de
produire un spectre de masse. Le spectre de masse obtenu est une sorte d’empreinte digitale
spécifique et unique de la composition en protéines de la bactérie analysée. L’appareil fournit
un profil spectral qui est comparé aux spectres de référence d’une base de données. Les
librairies de spectres sont fournies, validées et mises a jour par les firmes commercialisant les
systemes MALDI-TOF [(Clark et al., 2013) ; (Suarez et al., 2015)].

1.00-
détecteur traitement du signal ; |

0.50-

|
. A 3 l| R A
TOF 000 T T T T T T T T T T T T T I Ty T Ty
513 1013 123 mi2
s 2 Spectre de masse

.

Mélange ionisé protéine-matrice
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Figure 11. Principe de la spectrométrie de masse MALDI TOF (Suarez et al., 2015)
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IV. Evaluation de la capacité des souches a former des biofilms
Deux méthodes phénotypiques ont été utilisées pour détecter la production de biofilm de tous
les isolats; une qualitative, par la méthode de la géelose au rouge Congo RCA, et une

quantitative, par la méthode de culture sur microplaque TCP.

IV.1. Evaluation qualitative

Les souches ont été criblées pour leur capacité a produire du Slime sur gélose au rouge Congo
selon la méthode de Freeman et al., (1989). Le milieu RCA a été préparé avec 37g/L de
BHIB, 50 g/L de saccharose, 10 g/L d'agar et 0,8 g/L de rouge Congo. Le colorant rouge
Congo a été préparé sous forme de solution aqueuse et autoclavé a 121°C pendant 15min
séparément des autres constituants du milieu. Celui-ci a été ajouté a la préparation refroidie a
55°C. Les géloses ont été inoculées et incubées a 37°C pendant 24h a 48h. Pour I'évaluation
de la couleur des colonies, une échelle de référence a quatre couleurs a été utilisée selon
Satorres et Alcaraz (2007): le noir et le bordeaux presque noir ont été classés comme
producteurs de biofilm, tandis que le bordeaux et le rouge comme souches non productrices

de biofilm.

IVV.2. Evaluation quantitative

L’¢tude de la formation de biofilm a été réalisée par coloration au cristal violet. Cette
technique permet une évaluation quantitative de la formation de biofilm puisque la coloration
adsorbée est directement corrélée a la densité du biofilm formé (Musk et al., 2005). La
formation du biofilm a été réalisée dans des microplaques de 96 puits a fond rond, selon le
protocole de Stepanovic et al., (2007). Les cultures ont été utilisées pour préparer une
suspension bactérienne standardisée, dans un bouillon BHIB (Conda, Espagne), ajustée a 0,5
McFarland. Un volume de 200uL de suspension bactérienne a été mis dans les puits de
microplaque, les puits contenant du BHIB seul et non inoculé ont été utilises comme témoins
négatifs (t). Apres une incubation de 48h a 37°C, le contenu de chaque puits a été aspiré, puis
lavé quatre fois avec de I'eau distillée stérile. Les bactéries adhérées dans chaque puits ont été
fixées avec 200 uL de méthanol. Aprés 20 min, la microplagque a été vidée et laissée a l'air
ambiant. La couche de biofilm adhérente ainsi formée dans chaque puits a été colorée avec
150mL de cristal violet (1%) pendant 15 min a température ambiante. Aprées coloration, les
microplaques ont été rincées, séchées et le colorant de chaque puits a été re-solubilisé avec
150 mL d'éthanol a 95%. La densité optique (DO) a été mesurée a 490 nm avec un lecteur de
microplaque (ELx800 Biotek, USA). L’expérience a été réalisée trois fois pour chaque souche

et les isolats ont été classés selon la classification établie par Stepanovic et al., (2007) :
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DO < DOy : non productrice de biofilm,
DO<DO < 2xDOx faiblement productrice,
2xDO<DO < 4xDO; modérément productrice,
4xD0O<OD fortement productrice.

V. Détermination de ’hydrophobicité des surfaces cellulaires
La mesure de 1’adhésion des cellules bactériennes a des solvants, permet de déterminer les
propriétés des surfaces bactériennes intervenant dans les phénomeénes d’adhérence.
L’hydrophobicité des surfaces bactériennes a été déterminée selon une adaptation de la
méthode MATS (Microbial Adhesion to Solvents) décrite par Bellon-Fontaine et al., (1996)
en utilisant I’hexadécane comme solvant.
Les souches bactériennes ont été mises en culture & 37°C durant 24 h dans le bouillon BHIB a
partir d’une culture jeune. Les cellules bactériennes ont été récupérées par centrifugation
10min a 5000 tours/min, a froid, avec 2 lavages en solution tampon, est remise en suspension
dans le méme tampon pour obtenir une DO comprise entre 0.8 et 1 (Ag). La suspension est
répartie dans des tubes en verre a raison de 3mL par tube auxquels sont rajoutés 400uL de
solvant. Les tubes ont été vortexés durant une minute, apres un repos permettant la séparation
des phases, la DO de la phase aqueuse (A;) est lue, permettant ainsi d’extraire le pourcentage
de bactéries adhérées au solvant par la formule suivante :

A =[(Ac-A1) / Ag] x 100
L’expérience est réalisée trois fois pour chaque souche. Les isolats avec un pourcentage A
supérieur a 50% ont été arbitrairement classés comme hydrophobes. Isolats avec pourcentage
entre 20 et 50% classés comme modérés et ceux avec un pourcentage inférieur a 20% classés
comme faiblement hydrophobes ou hydrophiles [(Gibbons et Etherden, 1983) ; (Lee et Yii,
1996)].

VI. Approche prédictive de I’adhésion bactérienne

L’énergie libre de surface d’un liquide, qui correspond a sa tension de vapeur superficielle est
facilement mesurable. La goutte en état d’équilibre avec sa vapeur saturante sur une surface
lisse, va prendre spontanément la forme d’une calotte sphérique et formera un angle 6 avec ce
substrat. Des méthodes de mesure d’angle de contact (8) formé par une goutte de liquide (L)
de tension superficielle connue, déposée sur une surface solide (S) ou un tapis de
microorganismes, permettent d’approcher 1’adhésion théoriquement (Bellon-Fontaine et
Vernhet, 1999) (Figure 12).
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YL
Gaz
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Figure 12. Profil d'une goutte déposée sur un substrat selon Young (1805)

Ysv- La tension superficielle du solide en présence de la vapeur du liquide, peut étre réduite a I’énergie de surface
du solide ys dans le vide (ou I’air) suite a ’adsorption de vapeur du liquide selon van Oss.

vsL- Energie libre interfaciale entre le solide et le liquide

vLv- Tension superficielle du liquide en présence de sa vapeur, elle peut étre réduite &y,

6. L’angle de contact

Les propriétés physico-chimiques de la surface bactérienne et de la surface solide (résine
acrylique) (hydrophobicité, le caractére donneur /accepteur d’électrons) ont été déterminées
par des mesures de 1’angle de contact par la méthode de la goutte posée, a I’aide d’un
goniomeétre DIGIDROP (GBX, France) (Figure 13). Cette technique a été réalisée, en
décembre 2015, au laboratoire de Bioprocédés et Biointerfaces, Faculté de Sciences et

Techniques, Université Sultane Moulay Slimane, Béni Mellal, Maroc.

Figure 13. Goniomeétre DIGIDROP(GBX, France) (Photo personnelle)
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VI1.1. Préparations des suspensions bactériennes

Les souches bactériennes ont été cultivees sur gélose au sang a 37 °C pendant 48h. Apres
incubation, les cellules sont récoltées par centrifugation a 8400g pendant 15 min, lavées avec
une solution de KNO3 a 0.1M par une succession de deux centrifugations puis remises en
suspension dans du KNO3a 0.1M, ajustée a 0,5 McFarland (Busscher et al., 1984).

V1.2. Surface solide

Pour cette étude la résine acrylique est utilisée comme support solide de 1’adhésion. Des
pastilles mesurant (10x10x1) mm?® ont ét¢ fabriqués par un seul prothésiste a I’aide d’une
résine de base polymérisable a chaud en polyméthacrylate de méthyle (PMMA)
conformément aux instructions du fabricant. Les surfaces ont été finies a l'aide d'une
polisseuse afin d’obtenir des spécimens avec surfaces planes et lisses. Une fois préts, les
échantillons sont mis dans des flacons et stérilisés avant chaque expérience par autoclavage a
120°C pendant 20 min.

V1.3. Propriétés physico chimiques des surfaces

Une suspension bactérienne de 10mL a été déposée sur un filtre d'acétate de cellulose de
0.45um puis filtré au moyen de la pression négative jusqu'a 1’obtention de couche mince de
cellules bactériennes. Les filtres humides ont été placés soigneusement sur un support de
verre et laissés sécher a température ambiante pendant 30 min. L'eau, le formamide (Sigma) et

le diiodométhane (Sigma) ont été utilisés comme solvants de référence (Tableau 3).

Tableau 3.Composants Van der waals(yLW), accepteur d’électron (y") et donneur d’électron

(v") de I’énergie libre de surface des trois liquides utilisés dans la mesure des angles de

contact.
Liquides - (mJ/m?) v" (mJ/m?) v (MJ/m2)
Eau distillée 21,8 25,5 25,5
Diiodométhane 48 5 0 0
Formamide 39 2,3 39,6

Une goutte se forme au bout d'une seringue pour étre deposee sur la surface de I'échantillon.
Une séquence d'images numériques a été immédiatement acquise a l'aide d'une caméra placée
sur le goniomeétre (GBX Instruments, France). Trois a dix mesures ont été effectuées pour

chaque échantillon et pour chaque solvant (Busscher et al., 1984).
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L -
Les composantes de Lifshitz—Van der Waals (y W), donneur d’électrons (y) et accepteur

N
d’électrons (y ) de la surface bactérienne et de la surface des supports ont été déterminées a
partir de 1’équation de Van Oss et al., (1988). Dans cette approche, les angles de contact (0)

peuvent étre exprimés comme dans I'équation :
Lw Lw_1/2 + - 1/2 - + 1/2
Cosb=-1+2(yv; v, ) Nl *20gv,) Nh+t20v, ) v,

Les indices S et L désignent respectivement la surface et le liquide.
Et I'nydrophobicité quantitative peut étre estimée en utilisant I'équation :

a6 =2 [(0s™) " = ) Y+ 2 (0 v 5+ () v ) g 1) - () 1) )]

Si AGjyi <0, la surface est considérée comme ayant des propriétés hydrophobes. En revanche,

si AGjyi > 0 la surface présente des propriétés hydrophiles.

V1.4. Adhésion des souches bactériennes sur les supports de résine acrylique

Les essais d’adhésion ont été réalisés en conditions statiques sur pastilles de résine préparees
comme cité auparavant. Les cellules bactériennes ont été mises en suspension dans une
solution de KNO3 a 0.1M. Un volume de 10 mL de la suspension bactérienne, ajusté a 0,5
McFarland, a été mis en contact avec les pastilles de résines pendant 4h a température
ambiante. Les cellules non adhérées ont été éliminées en ringant manuellement et
délicatement trois fois avec de I'eau distillée stérile.

Pour étudier I’'influence du pH sur I’hydrophobicité et 1’adhésion bactérienne, la méme
technique a été réalisée; le pH de la suspension bactérienne a été ajustée dans la gamme 4-9
avant d’étre mis en contact avec les pastilles de résine [(Braindet et al., 1999) ; (Hamadi et
al., 2009)].

L’énergie libre d’interaction (AGpLs

) entre une bactérie (B) et un support (S) dans un
liquide (L) est considérée comme la somme de la composante de Van der Waals (AGg.s™"),
de la composante acide—base (AGBLSAB) et de la composante électrostatique ((AGBLSE")

AGBLSTOtaIZ AGBLSLW+ AGBLSAB + AGBLSEL avec .

AGais™'= [0 (15 1= [ (1 (s (T

AGeis™ =2 [(7)* [(ve) ™ (vs) ™ (v)] + (1)) [ ™)™+ (vs7) ™ (v.9) 1 -
(YU ysY) = (7 ys) ]
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AGgLs - est négligeable car les tests d’adhésion sont réalisés une force ionique élevée. Selon
la composante de 1’énergie totale considérée, le principe de la thermodynamique prévoit que
I’adhésion sera favorisée dans le cas ou elle est négative (AGrqa < 0) et defavorisée dans le

cas contraire (Figure 14) (Gallardo-Moreno et al., 2004).

wlaG >0 wAG <]

Liquide

@ ML Liquide
mﬂ
4 Vv V.

| S:lb;trat | | T Su;)smt:at |

Figure 14. Approche thermodynamique de I'adhésion (Guillemot, 2006)
a) Adhésion défavorable b) Adhésion favorable

VII. Activité antibactérienne des extraits de Juglans regia et de Salvadora persica

VII1.1. Préparation des extraits

Les batons a macher issus des deux plantes Juglans regia et Salvadora persica ont été
récoltées au printemps de 1’année 2015 dans différentes zones du sud Algérien (Tableau 4),

et conservées au sec pendant deux semaines a 30°C avant la préparation de I'extrait.

Tableau 4. Parties et périodes de récolte des plantes étudiées

Nom local Latin binomial Partie utilisée Lieu/Période de récolte
Miswek, Siwek, Arak Salvadora persica Branches Tamanrasset Mars 2015
Swek Juglans regia Racines Bayadh Avril 2015

Parmi les différentes étapes que constituent 1’analyse et 1’identification des molécules
bioactives, I’étape d’extraction, qui a pour but la désorption des molécules d’intérét des sites
actifs de la matrice végétale, est primordiale puisqu’elle détermine la nature et la quantité des
molécules extraites et par conséquent le succeés des étapes suivantes (Sasidharan et al.,2011).
Selon la méthode de Zirihi et al., (2005) pour la préparation de I’extrait méthanolique 80%,
une quantité de 10g de batons a macher, broyés en poudre fine, est mis en suspension
dans100mL d’un mélange méthanol/eau (80/20: v/v). L’extraction a ¢été réalisée par une
maceration ou le melange préparé a éte laissé pendant trois jours sous agitation a température

ambiante puis filtré en utilisant du papier filtre Whatman N°4 (Whatman Ltd., Angleterre).
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Le filtrat obtenu a été concentré, pesé et conservé a 4°C jusqu'a son utilisation. Le rendement
(R %) de chaque extrait a été calculé par la formule : R % = (mq / m) x100

R : rendement d’extrait sec exprimé en pourcentage

M, : masse de 1’extrait aprés évaporation en grammes

m : masse de la matiére végétale du départ en gramme

VI1.2. Activité antibactérienne

L’¢tude de I’activité antibactérienne a ¢été réalisée  avec des souches bactériennes
d’Enterococcus et de Streptococcus cultivees sur BHIB dans des conditions d’aérobie. Quant
aux extraits végétaux, les différentes concentrations ont été préparées avec du
diméthylsulfoxyde (DMSQO) (Sigma-Aldrich, France) ou il représentait moins de 2% de la

solution d'essai finale.

VI1.2.1. Méthode de diffusion en milieu solide

L’activité des extraits a été¢ évaluée par la technique de diffusion en gélose (Gulluce et al.,
2007). Une suspension bactérienne de densité équivalente au standard 0,5 de Mac Farland a
été préparée puis ensemencée par écouvillonnage sur gélose Miiller-Hinton (Sigma Aldrich,
France). A la surface de chaque boite ensemenceée, des disques de papier filtre (Whatman n°4)
stérile de 6mm de diamétre ont été déposés et imprégnés avec 10 puL de I’extrait naturel étudié
(concentration de 10mgmL™ pour la solution mére). Un disque contenant 10 pL de DMSO
(2%) a été utilise comme témoin négatif sur la méme boite. Les boites ont été laissées une
heure a température ambiante avant d’étre incubées a 37°C pendant 24 h. Aprés incubation, le
diamétre de la zone d’inhibition, représentée par une auréole claire formée autour de chaque
disque, a été mesuré en millimetres, disque inclus, en prenant la moyenne des trois essais. Les
résultats sont exprimés selon Ponce et al., (2003):

Diamétre < 8 mm : Non sensible ou résistant.

Diamétre compris entre 9 a 14 mm : Sensible.

Diamétre compris entre 15 et 19 mm : Tres sensible.

Diameétre > 20 mm : Extrémement sensible.

VI11.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
Les CMI des extraits des plantes étudiées ont été determinées par la méthode de dilution en
milieu liquide dans des microplaques a 96 puits & fond rond. une microdilution des extraits a

tester est produite dans des plaques 96 puits, de maniere a générer une gamme de dilution de
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base de 2 a partir d’une concentration de 51.2mgmL™. L’inoculum bactérien de densité 0.5
McFarland a été ajouté dans chaque puits d’une méme ligne contenant des dilutions
décroissantes de I’extrait. Tous les tests ont été effectués en triple. Apres 24h d’incubation a
37°C, les valeurs de DOy4go ONnt €té mesurées a l'aide d'un lecteur de microplaques (ELx800
Biotek, USA) et utilisées pour calculer le pourcentage d'inhibition. Pour tenir compte de
I'effet de la couleur d'extrait sur la lecture DO, une formule pour calculer le pourcentage
d'inhibition a été utilisée. Le pourcentage moyen d'inhibition des tests répétés a été utilisé
pour déterminer les valeurs finales des CMI (Quave et al., 2008).

% d'inhibition = [ 1 - ((DOg24-DOkgg) / (DO124-DOyp)) ] x 100
DOg24 Densité optique du puits d'essai 24h aprés l'incubation.
DOgo Densité optique du puits d'essai avant incubation.
DOx4 Densité optique du puits témoin de croissance 24h apres l'incubation.

DOy Densité optique du puits témoin de croissance avant incubation.

VI11.2.3. Activité Anti-Biofilm
Une technique de microdilution a été réalisée pour tester I'effet d'extraits de S.persica et de
J.regia sur la formation du biofilm. Pour chaque souche testée, des biofilms ont été établis
dans une plagque a 96 puits, les témoins négatifs (BHIB inoculé) et les témoins controle (BHIB
stérile + Extrait) ont été inclus. A partir d’un inoculum de 18h, un volume de 200 pL, de
chaque culture, a été transféré dans chaque puits de la microplaque et incubés 48 h a 37°C.
Apreés incubation, les suspensions bactériennes ont été aspirés et du BHIB stérile a été ajouté
avec la concentration appropriée de I’extrait testé. Aprés une incubation de 24h a 37°C, le
contenu de chaque puits a été aspiré, puis lavé avec de I'eau distillée stérile. Les bactéries
adhérées dans chaque puits ont été fixées avec 200 pL de méthanol. Apres 20 min, la
microplaque a été videe et laissée a I'air ambiant. Le biofilm ainsi formé dans chaque puits a
été colore avec 150mL de cristal violet (1%) pendant 15 min a température ambiante. Apres
coloration, les microplagues ont été rincées, séchées et le colorant de chaque puits a été re-
solubilisé avec 150 mL d'éthanol a 95%. Les valeurs de densité optique DOggo ONt été utilisées
pour déterminer le pourcentage d'inhibition :

% Inhibition= [(DOgt-DOtc) / DOg ] x 100
DOgt Densité optique du puits d'essai du biofilm traité (Biofilm+Extrait)
DO+¢ Densité optique du puits témoin contrle (BHIB+Extrait)

DOgDensité optique du puits témoin negatif (Biofilm)
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La concentration a laquelle I'extrait a appauvri la biomasse du biofilm d'au moins 50% a été
mentionnée comme ICso (Quave et al., 2008).

VII1I. Effet des extraits sur I’adhérence des souches sur la résine acrylique

Pour évaluer les effets des extraits de J.regia et de S.persica sur le biofilm bactérien, des
pastilles de résine acrylique de taille uniforme (10mmx10mmx1lmm) ont été préparées,
stérilisées et immergées dans SmL d’une suspension bactérienne d’une densité équivalente a
0.5Mc Farland. Apres incubation de 48h a 37°C, chaque pastille a été rincée deux fois dans
une solution saline stérile, puis mise en contact avec chacun des deux extraits a une
concentration égale a la CMI déja déterminée auparavant. Apres huit heures de contact (durée
minimale du trempage nocturne estimée) chaque pastille a subi une sonication dans 10mL de
solution saline stérile 9%, dont un volume de 100uL a été étalé sur gélose Muller-Hinton.
Aprés 48h d’incubation a 37°C, le dénombrement des cellules bactérienne été effectué. Tous
les résultats ont été exprimés en pourcentage de survivant bactérien, et comparés au témoin

incubé seul avec une solution saline (Mishra et al., 2014).

IX. Analyse microscopique des biofilms

IX.1. Microscopie a force atomique (AFM)

Depuis son invention a la fin des années 1980, le microscope a force atomique (AFM) est
devenu un incontournable de la nanotechnologie. La ou I'étude des matériaux a l'échelle
nanomeétrique était généralement fastidieuse, I'AFM a fourni un moyen pour que ces mesures
soient effectuées de maniere reproductible. 1l présente 1’avantage de pouvoir travailler en
milieu liquide, dans des conditions trés proches de 1’état physiologique des bactéries et permet
de connaitre non seulement la structure de la surface de I’échantillon étudié¢ (topographie),
mais aussi d’en savoir plus sur ses propriétés physiques locales (élasticité, charges de surface)
[(Dhahri, 2013) ; (Bishop, 2020)]. Le principe de fonctionnement de I'AFM repose sur la
capacité d’une sonde a pointe trés fine a enregistrer de petites forces interatomiques. Cette
sonde doit étre insensible aux perturbations extérieures de l'environnement, comme les
vibrations du batiment. Dans un systeme AFM typique, un faisceau laser est réfléchi depuis
son point d'origine sur le cantilever et vers un photodétecteur a quatre quadrants qui permet de
détecter les forces interatomiques dans les directions latérales et verticales. La position et
I'intensité du faisceau réfléchi sont enregistrées sur le détecteur peuvent étre utilisées

différemment selon le mode de fonctionnement de I'AFM (Maver et al., 2016) (Figure 15).

37



Miroirs

Diode photoélectrique
segmentée

Cantilever
//

Détecteur et feedback
électronique
(asservissement de position)

Matériel et méthodes

Diode Laser

Pointe

@ ® @@ cchantillon

—

Image topographique

Balayage piézo-électrique
(balayage X Y 2)

Figure 15. Principe de fonctionnement du microscope a force atomique (Dhahri, 2013)

Des pastilles de résine acrylique stériles ont été immergées dans une suspension bactérienne

puis incubées pendant 24h & 37°C. Les imageries AFM ont été effectuées, sans aucun

traitement préalable des pastilles, a I'aide d'un microscope (Nanosurf®, Suisse) au laboratoire

des matériaux de la faculté des sciences et techniques, Béni Mellal- Maroc, pour but de

visualiser et d’acquérir des données topographiques des biofilms de Streptococcus adhérés sur

résine acrylique (Figure 16).

=

Figure 16. Photographie du microscope a force atomique
(Photo personnelle)
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IX.2. Microscopie électronique a balayage environnementale (MEBE)

La microscopie électronique a balayage environnementale (MEBE) est fondée sur les
interactions électrons-matiére et permet 1’obtention d’images de hautes résolutions de la
surface de 1’échantillon. Un faisceau d’électrons balaie la surface de 1’échantillon et un
détecteur récupere de maniere synchrone un signal pour en former une image, une
cartographie de l'intensité de ce signal (Zimmermann et al., 2007). Contrairement au
microscope électronique a balayage MEB, qui nécessite d'appliquer plusieurs étapes de
traitement rigoureuses pour deshydrater I'échantillon et I'empécher de se charger, une des
principales caractéristiques du MEBE offre la possibilité de travailler sur des échantillons
biologiques sans manipulations complexes et génératrices d'artefacts, ainsi leurs
caractéristiques d'origine peuvent étre conservées pour d'autres tests ou manipulations
(Muscariello et al., 2005). La recherche sur les biomatériaux et I'ingénierie tissulaire est
probablement le domaine dans lequel le MEBE a trouveé son application la plus complete, car
elle permet d'étudier a la fois la morphologie de surface des cellules et des matériaux dans des
conditions hydratées (Motta et al., 2004).

Figure 17. Photographie du microscope électronique a balayage (Phillips XL30)
(Photo: Laboratoire physique et chimie. Université de Tizi Ouzou)

Des pastilles de résine acrylique stériles ont été immergées dans une suspension bactérienne
puis incubées pendant 24h a 37°C. Aprés incubation, la plaque a été rincée, puis traitée avec
les deux extraits naturels. Aprés 4h de contact avec les deux extraits, les imageries ont été
effectuées a l'aide d'un microscope électronique a balayage (ESEM, Phillips XL30) (Figure
17), sans aucun traitement préalable, au niveau du laboratoire de physique et chimie des

matériaux de ’université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou.
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I. Résultats du questionnaire adressé aux patients porteurs de prothéses dentaires

Sur une période allant de Novembre 2012 a Février 2014, un total de 100 personnes porteuses
de protheses amovibles complétes, soit 70 femmes et 30 hommes avec des tranches d'age
allant de 40 a 84 ans étaient admises a la clinique dentaire de la faculté de médecine pour
divers soins. Un questionnaire, se rapportant aux facteurs prothétiques ayant trait a I’hygiéne
buccale, dont le nombre d’année du port de la protheése, la fréquence et la méthode d’entretien
de celle-ci ainsi que son port nocturne, a été adresse a tous ces patients (Annexe 1).

Selon les réponses des patients, nous avons constaté que leurs prothéses dentaires étaient
portées sur des périodes allant & un mois pour certains jusqu'a un maximum de 32 ans
(Figure 18).
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Figure 18. Durée moyenne du port des protheses dentaires chez les patients participants

La durée de vie d’une prothése amovible compléte n’est pas clairement déterminée. Selon
Hue et Berteretche (2004), 50% des prothéses amovibles completes devraient étre
remplacées aprés 5 ans. L’étude comparative de Taylor et al., (2020), selon les résultats
regroupes de 27 études représentant un total de 3023 prothéses, a révélé une durée de survie
moyenne des prothéses completes de 10,06 ans. En dépit de ces constatations, les patients
continuent de porter des prothéses qui deviennent inadaptées, contaminées, entrainant a long
terme des complications techniques et biologiques. En plus du traumatisme et des irritations
chroniques des tissus buccaux, des protheses trop anciennes peuvent prédisposer les patients a
la stomatite prothétique, car leurs surfaces contiennent des porosités qui rendent difficile un
nettoyage correct (Marchini et al., 2006). 56% des sujets interrogés, dont la majorité est
représentée par des femmes (65.71%) portaient leurs prothéses sur une durée de moins de 5

ans. Les autres patients (44%) dont 34.29% des femmes et 66.67% des hommes ont déclaré
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porter leurs appareils de 6 jusqu’a 32ans (Figure 18). Nos résultats se rapprochent de ceux
rapportés en Turquie par Tosun et Uysal (2025), ou 37.28% des participants portaient des
prothéses dentaires pendant plus de 5 ans. En Inde Shankar et al., (2017) ont rapporté que sur
un total de 195 patients 39.5% d’hommes et 38.5% de femmes portaient les mémes protheses
plus de 5ans. A la méme année et dans ce méme pays, I’étude de Kosuru et al., (2017)
rapporte que 78% de la population indienne étudiée portaient des protheses sur des durées
moins de 5ans. En Pologne, Szalewski et al., (2017) rapporte que la durée du port de prothése
ne dépasse pas les 6 ans chez 50% des sujets polonais. Néanmoins, on constate que, des
annees auparavant, les taux étaient moindre telles les études de De Castelluci Barbosa et al.,
(2008) en Brésil, et en Turquie par Baran et Nalcaci (2009) et Cakan et al., (2015), ou
seulement 22%, 25.2% et 35.2% des sujets respectivement, portaient leurs protheses depuis
5ans au maximum. 12 des 100 patients interrogés, 10 femmes et deux hommes, déclarent
porter leurs prothéses dentaires depuis plus de 20 ans, cela est due probablement au niveau de
connaissance des patients, a leur niveau socio-économique et a lI'accés aux soins dentaires.
Notre résultat est moins alarmant que celui de Coelho et al., (2004) qui déclare dans son
étude que plus de 50% de la population brésilienne étudiée utilisait les prothéses dentaire
depuis plus de 20ans.

Selon Grant et al., (1994) les prothéses ne devraient pas étre portées pendant la nuit, ou
devraient étre retirées pendant un certain nombre d'heures par jour pour permettre aux tissus
de soutien de se remettre du traumatisme du contact physique. En ce qui concerne les
habitudes des participants a notre étude, 84% d’entre eux déclaraient porter leurs prothéses
pendant la nuit (Tableau 5), pourcentage tres éleve si on le compare aux études de De
Castelluci Barbosa et al., (2008) (64%), Gueye et al., (2015) (25%), linuma et al., (2015)
(55.2%), Shankar et al., (2017) (13.2%), Cinquanta et al., (2021) (49,7) et Philbert et al.,
(2024) (36%).

Tableau 5. Les mesures d'hygiene nocturne adaptées par les patients participants

Port nocturne des appareils N (%)
Conservation de I’appareil la nuit 84 (84%)
Retrait de I’appareil la nuit 16 (16%)
Retrait de I’appareil la nuit N (%)
Laissé a I’air libre 02 (12.5%)
Trempé dans de 1’eau seulement 04 (25%)

Trempé dans de I’eau avec Eau de Javel 10 (62.5%)

42



Résultats et discussion

L’enquéte (TOOTH) sur la santé totale des personnes agées de Tokyo réalisée par linuma et
al., (2015) avait fourni des preuves empiriques, que le port de prothéses dentaires pendant le
sommeil était associé non seulement a une charge microbienne buccale inflammatoire, mais
également a une pneumonie incidente, une maladie potentiellement mortelle chez les
personnes trés agées. Ces résultats suggerent que de simples habitudes d'entretien des
prothéses dentaires pourraient réduire le risque d’infection dans la communauteé.

Dans notre étude, parmi les 16% des patients qui retiraient leurs protheses pendant la nuit, 10
d’entre eux (62.5%), conservaient et trempaient leurs appareils dentaires dans une solution
additionnée d’eau de Javel (A raison de deux a trois gouttes dans un verre d’eau d’une
capacité de 200mL, selon les réponses des sujets concernés), 25% soit 4 patients optaient pour
un trempage de leurs appareils dans de 1’eau du robinet seulement. Alors que 12.5% des sujets
gardaient leurs prothéses la nuit dans un endroit sec (Une boite spéciale ou dans un mouchoir)
(Tableau 6). En ltalie, les participants a I'étude de Cinquanta et al., (2021) ont déclaré
utiliser les méthodes suivantes pour préserver la prothese: immersion dans un nettoyant pour
prothése dentaire amovible avec comprimé effervescent (12.4 %), ou dans l'eau seulement
(19.9 %) ; maintenir la prothése au sec (28 %). Pour 1’étude menée en Tanzanie par Philbert
et al., (2024), plus que les deux tiers des patients (69 %) conservent leurs prothéeses dentaires
dans de l'eau seulement pendant la nuit. L’analyse des données relatives aux habitudes
d’hygiéne, réalisée par Tosun et Uysal (2025) aupres des patients turques, a révélé que 56.8%
des participants retiraient leurs prothéses dentaires la nuit, une part importante (73.72 %)
conservaient leurs prothéses dentaires dans 1’eau tandis que 26.26% préféraient les garder au
sec. A ce propos, 1’étude de Turgut Cankaya et al., (2020) a montré que les sujets portant
leurs protheses amovibles pendant la nuit avaient un mauvais niveau de nettoyage des
protheses dentaires. Plusieurs études démontrent que les patients qui retirent leurs appareils la
nuit ne développent pas des infections sévéeres [(Gendreau et Loewy, 2011) ; (linuma et al.,
2015)]. La stomatite prothétique est plus fréquente chez les patients qui gardent leur appareil
pendant le sommeil du fait de 1’acidose prothétique associée a une diminution du flux
salivaire. Le port nocturne favorise la stagnation de la salive, et peut contribuer a
I'inflammation de la membrane muqueuse due a l'accumulation de la plaque bactérienne
(Kossioni, 2011). Le retrait de prothése permet une circulation sanguine optimale au niveau
de la muqueuse buccale, ainsi il aide a aménager une période de repos aux surfaces d’appui et
favoriser leur détersion par la salive [(Le bars et al., 2002) ; (Pompignoli et al., 2011)].

Pour ce qui est de la conservation nocturne des prothéses, et contrairement aux anciennes

recommandations liées a la représentation mythique de la prothese dentaire plongée dans un
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verre d’eau la nuit, Verhaeghe et al., (2020) estiment ne pas conserver la prothése dans un
environnement sec mais dans un récipient contenant du liquide favoriserait la croissance de
micro-organismes sur la surface prothétique. Bien que les prothéses complétes puissent se
déshydrater lorsqu'elles sont placées sur une surface seche, entrainant éventuellement des
altérations dimensionnelles, cela ne serait pas suffisant pour provoquer un effet cliniquement
significatif sur I'adaptation de la prothése (Shukor et al., 2006).

Concernant la frequence du nettoyage adoptée chez les patients etudiés indépendamment de la
technique utilisée, 80/100 participants déclaraient nettoyer quotidiennement leurs prothéses
dentaires (Figure 19). Ce résultat, supérieur a ceux rapportés par Dikbas et al., (2006) 79.1%,
Cinquanta et al., (2021) 40.4% et Tosun et Uysal (2025) 70.3%, difféere des rapports de
Peracini et al., (2010) 99.06%, Aoun et Gerges (2017) 93% et Aljubran et al., (2024)
(82.7%). La majorité des participants (38%) nettoyaient leurs appareils une seule fois par jour
(Figure 19). Selon une enquéte réalisée au Liban en 2017 par Aoun et Gerges, la majorité
soit 29.5% des patients déclaraient nettoyer leurs prothéses une seule fois par jour. Pour les
études de Gueye et al., (2015), Kosuru et al., (2017) et Kumar, (2024), la fréquence de

nettoyage quotidien unique était de 57.1%, 80% et 60% respectivement.

Femmes
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Nombre des patients (%o)
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Figure 19. Fréquence d'entretien des prothéses amovibles chez les patients participants

Idéalement, comme signalé par Casamajor et Decroix (2009), les individus devraient
nettoyer leurs appareils apres chaque repas, alors que seuls 28% des patients interrogés de
cette etude le faisait (Figure 19). Ce résultat semble cohérent avec celui de Dikbas et al.,
(2006) (25%) mais s’avere inférieur a celui rapporté par Almeida Junior et al.,(2006) (77%),
De Castelluci Barbosa et al.,(2008) (62.6%), Peracini et al.,(2010) (73.58%), Aoun et
Gerges (2017) (36.3%) et Philbert et al.,(2024) (27%). A ce propos, une analyse quantitative

de différents schémas de traitements des biofilms prothétiques multi-especes in vitro, a
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indiqué qu'un nettoyage quotidien regulier fourni un avantage significativement plus grand
que le nettoyage intermittent (Ramage et al., 2019).

20 sur 100 patients négligeaient le nettoyage quotidien (une a trois fois par semaine ou pas),
confirmant stirement leur faible niveau de connaissance sur I’entretien des prothéses. Tout de
méme, ce résultat reste important comparé a celui rapporté au Sénégal (3.6%) (Gueye et al.,
2015), au Liban (6.8%) (Aoun et Gerges, 2017) et en Inde (13%) (Kumar, 2024).

La fréquence de nettoyage des protheses s'est avérée presque similaire pour les différentes
tranches d’age des patients porteurs (Tableau 6). La plupart des patients agés de 40 a 60 ans
maintiennent I'hygiéne de leur prothese une fois par jour. 9% des sujets de la tranche d'age de

61 & 70 ans déclaraient ne jamais nettoyer leurs appareils.

Tableau 6. Fréquence d'entretien des prothéses dentaires selon le sexe, I’age des patients et la

durée du port des prothéses completes amovibles

Parameétres Fréquences

n 1fois/J 2 fois/J 3fois/J  Rarement Nul

% % % % %

Age de prothese
<5 ans 56 42.86  17.86 28.57 10.71 0.00
6-10 ans 16 1250  25.00 25.00 25.00 12.50
11- 20 ans 16 50.00 0.00 25.00 12.50 12.50
>20 ans 12 33.33 0.00 33.33 33.33 0.00
Age des porteurs
40-50 ans 18 55.56 11.11 11.11 22.22 0.00
51-60 ans 28 35.71 14.29 28.57 21.43 0.00
61- 70 ans 44 27.27 13.64 36.36 13.64 9.09
>70 ans 10 60.00 20.00 20.00 0.00 0.00
Sexe des porteurs
Hommes 30 46.67 13.33 6.67 20.00 13.33
Femmes 70 34.29 14.29 37.14 14.29 0.00

Les patients agés plus de 70 ans, soit 10/100 nettoyaient leurs protheses quotidiennement, 6
d’entre eux ont signalé un seul nettoyage par jour. Ce résultat semble cohérent avec celui de
Kosuru et al., (2017), ou la fréquence du nettoyage quotidien était de plus de 73% pour les
sujets agés de plus de 75 ans. Ces résultats différent de ceux d’Apratim et al., (2013), ou plus
de la moitié des participants, soit 55.6% du groupe le plus 4gé (> 65 ans) nettoyaient
occasionnellement leurs prothéses. De méme pour Saha et al., (2014), les patients qui
nettoyaient le plus leurs prothéses étaient ceux du groupe d'age entre 55 et 64 ans, suivi de 45

a 54 ans et > 65 ans, respectivement. Selon le méme tableau, plus de 33% des prothéses
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utilisées depuis plus de 20 ans n’étaient nettoyées que rarement (une a trois fois par semaine)
par rapport a celles portées depuis moins de 5 ans (10%). 42/100 patients ayant porté des
prothéses depuis 5 ans confirment le nettoyage au moins une fois par jour. Ces résultats
étaient similaires a ceux de Saha et al., (2014) ou plus de 52% des porteurs de prothéses
neuves (< 5 ans) assuraient le nettoyage au moins une fois par jour. Selon Apratim et al.,
(2013), 75.21% des porteurs de prothéses neuves la nettoyaient une fois par jour, et la plupart,
soit 67.6% de ceux qui les portaient depuis plus de 5 ans maintenaient rarement 1’hygiéne
quotidienne. Dans ’enquéte de Dikbas et al., (2006), des protheses plus anciennes étaient
moins propre que les nouvelles et associées a une incidence plus élevée de stomatite
prothétique. La relation entre I'age de la prothése et I'incidence de la stomatite peut étre liée a
l'augmentation de la plaque microbienne et a l'accumulation de tartre causée par la
dégenérescence du matériau de la prothése.

Contrairement aux femmes, les hommes apparaissent plus négligeant concernant le nettoyage
quotidien de leurs protheses avec un pourcentage de 33.33% (protheses rarement ou jamais
nettoyées) contre 14.29 % pour les femmes (Tableau 6). Sur les 67% des patients qui disent
s’intéresser a I’entretien quotidien de leurs prothéses, plus de la moitié déclaraient nettoyer
leurs appareils une seule fois par jour. Toutefois, sur les 70 patientes interrogées, 85.71 %
assuraient un nettoyage quotidien, 37% d’entre elles le faisait avec une fréquence de 3 fois par
jour. Contrairement a 1’étude de Kosuru et al., (2017) 87.6% des hommes semblent nettoyer
au quotidien leurs prothéses par rapport aux femmes (82.5%). Aoun et Gerges (2017)
confirmaient cela ou des fréquences plus élevées ont été rapportées, soit 91.56% des femmes
entretenaient quotidiennement leurs prothéses, dont la majorité (30.99%) ’assurait une seule
fois par jour, par rapport aux 95.08% des hommes dont 31.15% qui reéalisaient un nettoyage 3
fois par jour.

Quant aux méthodes de nettoyage des protheses adoptées par les patients (Tableau 7), on
constate que seuls deux patients appliquaient un simple ringage a 1’eau. A ce propos, au
Brésil, Peracini et al., (2010) rapporte que 38.71% des patients effectuaient un nettoyage par
immersion dans 1’eau seule. Selon le méme tableau, 96% des personnes auditées optaient pour
un brossage (méthode mécanique) pour nettoyer leurs prothéses dentaires. Cette méthode
mécanique est trouvée dans la plupart des études telle 1’étude de Marchini et al., (2004)
(79.7%), Coelho et al., (2004) (80.1%), Ogunrinde et Opeodu et al., (2015) (90.9%),
Cakan et al., (2015) (93.6%), et Kumar (2024) (67%), cela est due slrement au fait que les
gens continuent généralement a utiliser la méme technique d'hygiéne buccale qu'ils utilisaient

avant de perdre leurs dents. A ce propos, Nishi et al., (2012) estiment qu’un nettoyage
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mécanique de prothese avec une brosse était associée a de plus faibles quantités de plaque

prothétique et que l'utilisation quotidienne était meilleure qu'une utilisation mensuelle.

Tableau 7. Méthodes et produits d’entretien des protheses dentaires chez les patients
participants

Méthodes et produits d’entretien N %
Ringage a 1’eau sans brossage 02 (2%)
Brossage avec I’eau courante 24 (24%)
Brossage avec eau et pate dentifrice 62 (62%)
Brossage avec eau additionnée d’eau de Javel 08 (8%)
Brossage avec eau et Savon Marseille 02 (2%)
Trempage avec comprimé effervescent 02 (2%)
Usage de bain de bouche 03 (3%)

Les méthodes mécaniques, telles que les brosses a dents sont recommandées pour le nettoyage
de routine. Néanmoins elles peuvent conduire a une abrasion de surface, ce qui n'est pas
souhaitable pour des raisons esthétiques et biologiques. Les prothéses a base d'acrylique sont
les plus prescrites et peuvent étre facilement rayées si les poils sont trop rigides ou fabriqués a
partir d'un matériau plus dur que I'acrylique. Une profondeur supérieure ou égale a 0.20 um
est suffisante pour I'adhérence microbienne et la formation de biofilm (Felipucci et al., 2011).
C’est pourquoi Katsikogianni et Missirlis déja en 2004 recommandaient I’utilisation de
brosses spéciales congues pour le nettoyage des prothéses amovibles, fabriquées a partir de
nylon dont la rigidité varie de douce a moyenne; ceux-ci ne rayeront généralement pas
l'acrylique.

Les données recueillies suite a notre questionnaire montrent que la majorité des patients, soit
62%, utilisaient une pate dentifrice pour nettoyer leurs protheses (Tableau 7), ce qui s'est
avéré étre un phénomeéne courant pour nettoyer mécaniquement les protheses vu sa
familiarité, son colt relativement abordable, sa facilité d'utilisation ainsi que le manque de
protocoles valables sur les agents de nettoyage appropriés [(Kulak-Ozkan et al., 2002) ;
(Marchini et al., 2004) ; (Cakan et al., 2015) ; (Shankar et al., 2017) ; (Cinguanta et al.,
2021)]. Peracini et al., (2017) annongaient que l'utilisation de dentifrice et de brosse a dents

induisait des pigmentations et des abrasions, entrainant des défauts physiques sur l'acrylique

47



Résultats et discussion

de la prothése avec une modification de la topographie de la surface pouvant conduire a une
adhérence microbienne plus importante.

Environ le quart des participants a cette étude (24%) utilisaient un nettoyage mécanique sous
I’eau courante (Tableau 7). Selon plusieurs auteurs tels Ozcan et al., (2004), De Castellucci
Barbosa et al., (2008), Kosuru et al., (2017) et Aljubran et al., (2024), 17.1%, 8%, 61% et
60.7% des personnes interrogées respectivement adoptaient cette méme technique. Cruz et
al., (2011) ont démontré que le brossage des prothéses amovibles avec I'eau seule présentait
un veéritable inconvénient car favoriserait I'accumulation du biofilm et adhérence de bactéries,
donc inutile pour le nettoyage.

Tout comme le dentifrice, les travaux de De Sousa Porta et al., (2015) et Qiu et al., (2023)
ont montré que le brossage avec de 1’eau de Javel entralnait une augmentation de la rugosité
de la surface acrylique favorisant I'adhésion de la plaque bactérienne. L’utilisation de I’cau de
Javel ceci a été observé chez 8 patients interroges dans cette étude (Tableau 7). Les
nettoyants a base d'eau de Javel constituée principalement d’hypochlorite de sodium (CIONa)
peuvent altérer de facon permanente la couleur et les propriétés physiques de I'acrylique en
accentuant ainsi les porosités de la résine, et par conséquent une colonisation et une adhésion
bactérienne importante, s'ils sont utilisés a une température trop élevée (> 37°C), une
concentration trop élevée (> 2 % p/v ) et pour des périodes d'immersion prolongées (jours et
mois) [(Porwal et al., 2017) ; (Papadiochou et al., 2018)].

Seuls deux patients sur les cents (2%) interrogés utilisaient du savon de Marseille pour le
brossage de leur appareil dentaire (Tableau 7). Gueye et al., (2015) rapportent que chez
58.9% des patients sénégalais, le savon était 1’adjuvant du brossage le plus utilisé. En
Romanie, 17.3% des participants a 1’étude de Bacali et al., (2021) préféraient 1’utilisation du
savon pour brosser leur prothéses dentaires. Par contre pour les italiens, le brossage
mécanique avec un dentifrice était le plus courant (29%), suivi du brossage du savon a pH
neutre ou du liquide vaisselle (20.5 %) (Cinquanta et al., 2021). Les études d’Esclassan et
al., (2000) et Dupuis (2005) confirment que le savon de Marseille est moins abrasif par
rapport au dentifrice prothétique et au dentifrice dentaire.

Nos résultats sont en désaccord avec ce qui a été rapporté par Patel et al., (2012) ou la
majorité (58.29%) se brossait a I'eau uniquement, 25.13% au savon et 16.58% au dentifrice.
Cependant, pour les patients libanais interrogeés par Aoun et Gerges (2017), le ringage a l'eau
du robinet uniquement était la technique de nettoyage de jour la plus courante (34.1%), suivi
du brossage au dentifrice (31.8%), puis du brossage a l'eau (10.6%). Seulement 3% des

patients ont déclaré avoir brossé leur prothese avec du savon. Selon Tosun et Uysal (2025),
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les agents nettoyants pour prothéses dentaires utilisés par les patients turques variaient entre
(28.65%) des participants qui utilisaient du dentifrice, (21.35%) du savon, (11.9%) de 1’cau de
Javel, (10%) de I’eau courante seulement, (9.89%) du bain de bouche et (3.12%) du
bicarbonate de soude.

Le faible taux d'utilisation des bains de bouche et des comprimés nettoyants commerciaux
dans cette étude (Tableau 7) peut étre attribué a un coQt relativement plus élevé, au manque
de sensibilisation des consommateurs et d’informations concernant ces produits. Ce constat a
été également rapporté au Sénegal par Gueye et al., (2015) ou 3.6% des patients édentés
déclaraient utiliser des bains de bouches. Contrairement aux travaux de Szalewski et al.,
(2017) ou 41% des participants interrogés de la province de Lublin (Pologne) ont déclaré
utiliser des soins dentaires commerciaux. Les comprimés effervescents sont efficaces dans la
réduction de la croissance des micro-organismes; puisque ces comprimés en plus de leur effet
antibactérien, ils fonctionnent aussi par mécanisme de libération d’oxygéne ce qui détache les
débris alimentaires (Yadav et al., 2013). 2% des patients inclus dans cette étude utilisaient
des comprimés nettoyants contrairement aux valeurs rapportées dans les études de De
Castellucci Barbosa et al., (2008) (8%), de Bacali et al., (2021) (22.2%), de Aljubran et al.,
(2024) (19.3%) et de Tosun et Uysal (2025) (11.45%). La méconnaissance de cette procédure
de nettoyage ne peut étre attribuée a une information manquante mais aussi a un statut
socioéconomique faible. Les résultats des études de Kiesow et al., (2016) et Ramage et al.,
(2019) ont démontré que l'utilisation d'un nettoyant chimique entrainait une réduction
significative de la charge microbienne par rapport au brossage a I'eau, et méme par rapport a
un bain de bouche (Srinivasan et Gulabani, 2010). Cependant, en paralléle, plusieurs
travaux ont affirmé une augmentation significative de la rugosité de surface des résines de
base des prothéses apres désinfection répétée par immersion dans différentes solutions
chimiques contenant du perborate de sodium, du bicarbonate de sodium et des peroxydes
alcalins [(Peracini et al., 2010) ; (Durkan et al., 2013) ; (Ozyilmaz et Akin, 2019)].
Récemment, Axe et al., (2019) ont proposé une nouvelle méthode de nettoyage des protheses
dentaires consistant en une lingette imprégnée d'une solution de nettoyage antibactérienne. lls
sont congus pour un nettoyage discret des protheses dentaires dans des situations ou les
méthodes de nettoyage mécaniques et chimiques habituelles sont peu pratiques ou impossibles
et leur utilisation est donc complémentaire aux autres méthodes de nettoyage
conventionnelles. Il n'y a pas encore d'études qui ont évalué l'efficacité antimicrobienne de
ces lingettes par rapport aux méthodes chimiques standards, telles que les solutions a base
d'eau de Javel ou de type effervescent.
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Suite a notre audit, la plupart des participants ne sont pas tres conscients de I'hygiene
prothétique et de ses diverses complications concluant un manque de connaissances et de
sensibilisation des porteurs de prothéses qui les motivent & appliquer de bons régimes de soins
de leurs appareils dentaires. Les protheses dentaires doivent étre maintenues en bon état en les
nettoyant tres souvent afin d'enlever la plaque adhérente pouvant étre une source de
désagréments, comme des colorations et la mauvaise haleine, et de pathologies buccales et
systémiques telles que la pneumonie par aspiration, I'endocardite, I'infection gastro-intestinale
et la maladie pulmonaire obstructive chronique [(Le bars et al., 2002) ; (linuma et al.,
2015)]. Les patients doivent étre formés aux bonnes pratiques d'hygiéne et de nettoyage des
prothéses dentaires car il existe une relation statistiquement significative entre le niveau de
connaissance des patients en matiére d'entretien des prothéses dentaires et la qualité de
I'nygiene [(Cankaya et al., 2020) ; (Mylonas et al., 2022)].

I1. Isolement et identification des souches de Streptococcus et Enterococcus

91% des prélévements effectués sur I’intrados des prothéses dentaires étudiées, ont donné une
culture positive sur milieu BHIB (Tableau 8). En se basant sur la culture et 1’aspect
macroscopique des colonies sur gélose Columbia ANC au sang (milieu sélectif des bactéries a

Gram positifs), la moitié des cultures (51%) étaient positives, donnant sur gélose au sang de

petites colonies grises, rondes, développant une hémolyse de type a et B (Figure 20).

N -

Figure 20. Aspect de culture sur gélose au sang a) a-hémolytique b) p -hémolytique

(Photos personnelles)
47.5% des cultures positives ont donné des colonies avec un seul aspect morphologique sur

gélose au sang montrant une colonisation avec une seule bactérie et seul 4% ont donné

plusieurs aspects (Tableau 8).
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Tableau 8. Taux de contamination des protheses dentaires chez les patients participants

Prothéses étudiées Culture positive Contamination avec des
sur BHIB bactéries a Gram+

Maxillaire 93/93 (100 %) 57/93 (61%)

Mandibulaire 71/87 (81%) 27171 (38%)

Total 164/180 (91%) 84/164 (51%)

Les prélévements faits a partir de 1’intrados de prothéses maxillaires étaient tous positifs sur
milieu BHIB, comparés aux ceux réalises sur des protheses mandibulaires (81%). Le taux de
colonisation avec des bactéries a Gram positif sur gélose au sang était plus important sur
prothéses maxillaires (61%) que sur les mandibulaires (38%) (Tableau 8). Contrairement a
I’étude de Mushtaha (2019) réalisée a Gaza, ou les cultures positives a partir des prothéses
mandibulaires et maxillaires présentaient 92% et 85% respectivement. La plaque prothétique
la plus problématique se produit sur la surface d'ajustement maxillaire (le palais). La stomatite
prothétique est couramment observée sur la muqueuse palatine de la méchoire supérieure.
Cependant, en plus de la dimension réduite de la surface d’appui a la mandibule comparée a la
surface palatine, la muqueuse sous les prothéses mandibulaires est protégée par le flux
salivaire, elle est donc moins affectée [(Dar Odeh et al., 2012) ; (Sartawi et al., 2021)]. La
microflore de la plaque dentaire et prothétique differe en termes de composition et
d’emplacement, elle varie d'une personne a l'autre et d'un site a 1'autre dans la bouche et sur la
prothése. Contrairement aux surfaces polies externes, 1’intrados est une zone relativement
stagnante de la surface prothétique qui s'adapte aux muqueuses ou 1’acidité, les faibles débits
salivaires, 1’accumulation de débris alimentaires et des cellules desquamées avec une
topographie rugueuse favorisent la prolifération microbienne et la formation de la plaque sous
prothétique (Verran ,1999).

La coloration de Gram des colonies bactériennes a permis 1’observation de petites cocci a
Gram positif regroupés par deux ou bien en courtes chainettes. Le test enzymatique effectué a
révélé une réaction négative de 1’enzyme catalase chez 64 espéces isolées (catalase -) (Figure
21). Ce test est important pour une premicre orientation dans 1’identification des souches

étudiées.
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45% 39%
Catalase -

Catalase +

16% Cultures -

Figure 21. Résultat des cultures bactériennes et des réactions a la catalase

L’identification a été confirmée par 1'indice de profil analytique du systeme API® 20Strep et
les résultats MALDITOF. L’identification biochimique par galerie API® 20Strep nous a
permis de mettre en évidence la présence de plusieurs genres Streptococcus, Enterococcus,
Aerocococcus et Gemella (Figure 22).

Dans le genre Streptococcus, 1’espéce Streptococcus mitis avec 47% était la plus freqguemment
isolée des protheses, suivies par S.sanguinis (19%) et S.oralis (13%). Quant au genre
Enterococcus 1’espece E.durans était dominante avec 50% par rapport & E.faecalis, E.avium
et E.faecium (Figure 22).

Autres
Gemella 7%

7%
Aerococcus
12%

E faecium S.pyogenes - _S.acidomonimus
3% 3% 3

3%

S.pneumoniae.
6%

S.constellatus
9%

Figure 22. Répartition des espéces identifiées par API® 20Strep

52



Résultats et discussion

La taxonomie complexe des streptocoques a conduit a des difficultés dans la définition d'une
technique « de référence » qui fournirait une identification précise au niveau de I'espece. Les
limitations du systtme API® sont liées & la subjectivité inhérente & l'interprétation des
réactions colorimétriques, qui peut interférer avec l'identification obtenue (Teles et al., 2011).
Selon Lopez Roa et al., (2013) la techniqgue MALDITOF reste trés efficace vu que celle-ci a
pu identifier 94 % des isolats au niveau du groupe, tandis que le systtme API® 20Strep n'a pu
en identifier que 70 % des souches. Rosa et al., (2019) rapportent qu’en comparaison avec la
PCR-RFLP et l'analyse de séquence, API® 20Strep a montré une concordance de 82.6 %
contre 85.1 % avec MALDITOF, favorisant cette derniére en termes de rapidité, de fiabilité et
de faible co(t. Suite a cela, nous avons considéré les résultats des analyses par MALDITOF
comme identification définitive vu que les souches du genre Streptococcus identifiées par
API® 20Strep ont été identifiées comme étant d’autres espéces par MALDITOF (Figure 23).

L’espéce la plus fréquente du genre Enterococcus identifiée est E.durans (57%). Cette
derniére était la plus fréquemment retrouvée par Komiyama et al., (2016) chez les patients
ages, suivis des adultes et les enfants et n'a été isolée ni chez les adolescents ni chez les jeunes

adultes. E.faecalis était la deuxieme espéce isolée, représentant 7% des isolats.

L. durans

u E faecalis

1 § parasanguinis
u S. gordonii

u L.salivarus

Figure 23. Répartition des espéces identifiées par spectrométrie de masse MALDITOF

L'origine du genre Enterococcus dans la cavité buccale n'est pas encore claire. Certains
soutiennent que la plupart pénétrent dans la cavité buccale en tant que contaminants dérivés
de la flore intestinale normale, tandis que la translocation ou le transfert de personne a
personne par l'eau ou des aliments contaminés ont été suggérés par d'autres [(Araya et al.,
2005) ; (André et al., 2005)]. Cependant, Vidana et al., (2016) n'ont trouvé aucune preuve
de transmission alimentaire des Enterococcus. Il existe peu de rapport antérieur sur le portage
oral chez des individus de différents groupes d'age, en bonne santé ou malades, et des travaux

supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ou réfuter les données actuelles. Les données
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présentées sur le portage des espéces d’Enterococcus orales, au Brésil, par Komiyama et al.,
(2016) soulignent et confirment d’avantage que les populations orales commensales ont les
attributs de virulence requis, y compris la résistance a la tétracycline des isolats cliniques,
pour en faire des organismes candidats idéaux pouvant provoquer une maladie orale ou
systémique et constituer une menace de propagation de l'infection nosocomiale, en particulier
chez les patients des unités de soins intensifs, et ceux sur les ventilateurs mécaniques.

Les espéces du genre Streptococcus identifiées sont représentées par S.gordonii (18%) et
S.parasanguinis (14%) (Figure 23). Ces deux espéces font partie du groupe o-hémolytique
(viridans) et appartiennent au groupe Mitis, especes pionnieres dans la bouche des nouveau-
nés (Colonisateur primaire) qui permettent lI'assemblage d'un microbiote complexe et qui
prédominent la formation précoce des plaques dentaires (Abranches et al., 2018). S.gordonii,
colonisateur initial de la surface de la dent, est le principal agent étiologique des caries
dentaires, provoquant la dissolution de I'émail dentaire (Cvitkovitch et al., 2003). Il est
également connu comme un agent pathogéne opportuniste qui se fixe facilement aux tissus de
I'nbte, y compris les surfaces dentaires et les valves cardiaques, formant des biofilms qui
peuvent provoquer des maladies locales ou systémiques, telles que la parodontite apicale et
I'endocardite infectieuse (Park et al., 2020).

Streptococcus parasanguinis a son tour est un colonisateur précoce de la plaque dentaire
(Garnett et al.,, 2012) et inhibe de maniere significative la croissance des parodonto-
pathogenes en produisant du peroxyde d'hydrogene (Herrero et al., 2016). C'est une bactérie
répandue dans la cavité buccale des adultes et des nourrissons (Dzidic et al., 2018).
L'abondance de S. parasanguinis par voie orale est associée aux allergies infantiles (Dzidic et
al., 2018) et aux caries (Becker et al., 2002). S.parasanguinis peut passer dans la circulation

sanguine et entrainer une endocardite infectieuse (Chen et al., 2020).

I11. Détection de la capacité de la formation de biofilm
La surface d’adhésion des organismes sessiles peut étre abiotique (les matériaux inertes) ou
biotique (les tissus ou les cellules vivantes) (Dunne, 2002). Toute surface, naturelle ou
artificielle, peut étre le siege d’une colonisation bactérienne avec formation d’un biofilm.
Suite & tous ces colonisations et aux conditions non conformes sur I’hygiéne des prothéses, il
est fort possible que toutes ces bactéries ont des capacités a former des biofilms. De plus de
nos préléevements réalisés par grattage, des méthodes classiques de la détection de la
production de biofilm in vitro ont été établies, telles que la méthode de rouge Congo et la
méthode de la microplaque 96puits (Tissu Culture Plate TCP) [(Freeman et al., 1989) ;
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(Mathur et al., 2006)]. La méthode du Rouge Congo Agar (RCA) considérée comme

qualitative, révele que 15/27 isolats sont producteurs d’un slime en formant des colonies

noires (Figure 24) (Tableau 9).

/

|

Figure 24. La production du slime chez les souches isolées des prothéses dentaires
a. Non formatrice de slime b. Formatrice de slime (Photos personnelles)

Le slime est définie comme une substance polymérique extracellulaire produite par les
bactéries, également connu sous le nom d’exo-polysaccharides (EPS). Le colorant rouge
Congo interagit avec ces EPS et forment des complexes donnant des colonies de couleur
foncée ce qui indique la formation de biofilm (Jain et Agarwal, 2009). Cette technique peut
étre utilisée comme alternative de dépistage initial mais ne peut pas étre utilisée comme
examen microbiologique standardisé en tant que déterminant de la formation de biofilm
(Normanita et al., 2020).

La technique TCP reste tres largement utilisée et considérée comme un test standard pour la
détection de la formation de biofilm. Cette technique pourra faire une distinction précise entre
les fortes productrices, moyennement et les faible productrices, avec une capacité d'examiner
un grand nombre d'isolats simultanément (Mathur et al., 2006).

La technique de microplaque 96 puits a révélé que sur les 27 souches isolées des protheses
dentaires 6/27 étaient de bonnes formatrices de biofilm,7/27 étaient modérées, 14/27 souches

étaient de faibles formatrices (Tableau 9) (Figure 25).
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Tableau 9. Tableau récapitulatif des caractéristiques des souches bactériennes isolées et des

protheses dentaires étudiees

Souches
identifiées

1. S.gordonii

2. E.durans

3. E.durans

4. S.parasanguinis

5. E.durans

6. S.gordonii

7. E.durans

8. E.durans

9. E.durans

10. E.faecalis

11. S.gordonii

Slime

Positif

Positif

Négatif

Négatif

Positif

Positif

Négatif

Négatif

Positif

Négatif

Négatif

Biofilm

Fort

Fort

Fort

Fort

Fort

Fort

Moyen

Moyen

Moyen

Moyen

Moyen

Prélevement
Patient  Prothése Nettoyage
Femme Maxillaire Brossage avec eau seule
45ans 24 ans 1 fois par jour
Femme Maxillaire Brossage avec dentifrice
64ans 20 ans 2 fois par jour
Port nocturne
Femme Maxillaire Brossage avec dentifrice
70 ans 4 ans 1 fois par jour
Port nocturne
Homme Maxillaire Rarement nettoyée avec
6lans 1l0ans de I’eau + eau de Javel
Port nocturne
Femme Maxillaire Brossage avec dentifrice
48 ans  2ans 2 fois par jour
Port nocturne
Homme Maxillaire Brossage avec I’eau seule
5lans  7ans Une fois par semaine
Port nocturne
Homme Maxillaire Brossage avec eau seule
50ans 10ans ou avec eau de javel
1 fois par jour
Femme Maxillaire Brossage avec dentifrice
49ans 3ans 1 fois par jour.
Femme Maxillaire Brossage avec dentifrice
65ans lan 2 fois par jour
Port nocturne
Femme Maxillaire Brossage a I’eau + eau de
56ans 13 ans Javel/ une fois par jour
Port nocturne
Homme Maxillaire Brossage avec dentifrice
64 ans  +20 ans 1 fois par jour
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Tableau 9. Tableau récapitulatif des caractéristiques des souches bactériennes isolées et des

prothéses dentaires étudiées (Suite)

Souches
identifiées

12

13

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

. S.gordonii

. E. faecalis

E.durans

E.durans

E.durans

E.durans

S.gordonii

E.durans

S.parasanguinis

S.parasanguinis

Slime

Négatif

Négatif

Positif

Négatif

Négatif

Positif

Négatif

Positif

Négatif

Positif

Biofilm

Moyen

Moyen

Faible

Faible

Faible

Faible

Faible

Faible

Faible

Faible

Prélevement

Patient  Prothése Nettoyage
Homme Maxillaire Rarement nettoyée
6lans  10ans Port nocturne
Femme Maxillaire Brossage avec dentifrice
65ans 30 ans 3 fois par jour
Homme Maxillaire Jamais
65ans  20ans Port nocturne
Homme Maxillaire Jamais
6lans  10ans
Femme Mandibule Brossage a I’ecau
48 ans 2 ans Une fois par jour

Port nocturne
Femme Maxillaire Brossage a I’eau avec sel
64ans lan Une fois par jour

Port nocturne
Femme Maxillaire Brossage a I’eau
48ans 2 ans Une fois par jour

Port nocturne
Femme Maxillaire Brossage a I’eau
6lans 10ans Une fois par jour

Port nocturne
Femme Maxillaire Rarement nettoyée avec
45ans  24ans de I’eau seule

Ringage au thym

Port nocturne
Femme Maxillaire Brossage avec dentifrice
54ans  + 3ans 3 fois par jour

Port nocturne
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Tableau 9. Tableau récapitulatif des caractéristiques des souches bactériennes isolées et des

prothéses dentaires étudiées (Suite)

Souches
identifiées
22. E.durans

23. E.durans

24. E.durans

25. E. durans

26. E.durans

Slime

Positif

Positif

Positif

Positif

Positif

27.S.parasanguinis Positif

Biofilm

Faible

Faible

Faible

Faible

Faible

Faible

Prélévement
Patient  Prothese Nettoyage
Homme Maxillaire Brossage a I’eau
66ans 28ans Une fois par jour
Femme Mandibule Brossage avec dentifrice
64 ans +20ans  3fois par jour
Port nocturne

Femme Mandibule Brossage avec dentifrice
40 ans 6mois 3fois par jour
Homme Maxillaire Brossage a I’eau

54 ans 10 ans Une fois par jour
Femme Maxillaire Brossage a I’eau

52 ans 2 ans Une fois par jour
Homme Maxillaire Brossage a I’eau

66 ans 28 ans  Une fois par jour

Fortement productrices
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Figure 25. Quantification de la formation de biofilm par la technique TCP chez les souches

isolées des prothéses dentaires
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Selon la figure 25, nous constatons que les espéces Enterococcus dont E.durans sont plus
formatrices de biofilm que les streptocoques, elles semblent adhérer plus aux protheses en
résine. Parmi les souches fortement formatrices, S.gordonii, S.parasanguinis et E.durans se
distinguent avec des DO 6 a 9 fois supérieures a la DO témoin.

Selon le tableau 9 les souches bonnes formatrices proviennent de prothéses de patients agés
entre 45 et 70 ans qui ne les nettoyaient pas apres chaque repas et/ou la méthode de nettoyage
différait entre un brossage avec dentifrice, avec de 1’eau seule ou additionnée d’eau de Javel.
Cette bonne capacité d’adhésion est due probablement a 1’age de la prothése, qui a dans la
majorité des cas dépassé les 10 ans, ou la surface prothétique devient assez rugueuse avec des
irrégularités favorisant la formation de biofilm. Le port nocturne de celles-ci par les patients,
le mauvais nettoyage et le manque de brossage ne peut qu’accélérer 1’adhésion bactérienne.
Selon la figure 25 et tableau 9 les souches modérément formatrices étaient également des
streptocoques avec des DO largement élevées par rapport a la DO témoin. Cela est dd
probablement a la durée du port des prothéses, des nettoyages trés limités et un port nocturne.
La majorité des souches faiblement formatrices de biofilm était également isolées de
protheses trés souvent non retirées la nuit.

Pour la suite de I’étude seules les souches S.parasanguinis, S.gordonii, E.faecalis et E.durans

citées dans le tableau 10 ont été sélectionnées pour leur grande capacité a former un biofilm.

Tableau 10. Caractéristiques des souches bactériennes sélectionnées pour I'étude

Souches Slime Biofilm Preléevement
identifiées Patient  Prothése Nettoyage
S.parasanguinis Négatif  Forte Homme 10ans Rarement nettoyée
61 ans avec de I’ecau + eau de
Javel
Port nocturne
S.gordonii Positif ~ Forte Femme  24ans Brossage avec I’eau
45ans de robinet
Une seule fois par
semaine
Port nocturne
E. faecalis Négatif Modérée Femme  13ans  Brossage a I’eau + eau
56ans de Javel/une fois par
jour
Port nocturne
E.durans Positif  Forte Femme  20ans  Brossage avec
64 ans dentifrice deux fois
par jour

Port nocturne
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IV. Caractérisations physicochimiques des surfaces

L’adhésion de micro-organismes aux surfaces buccales dures, comme la surface de la dent, les
matériaux de restauration, les matériaux prothétiques et les composants de I'implant, est une
condition préalable a la formation de la plaque dentaire qui peut entrainer le développement
de caries dentaires, de maladies parodontales et de péri-implantites (Van Loosdrecht et al.,
1990). L'adhérence des micro-organismes a une surface peut étre décrite comme des
interactions non spécifiques initiales (interactions éelectrostatiques, forces de van der Waals et
interactions acide-base) et des interactions spécifiques (liaison récepteur-ligand). Les
propriétés physicochimiques des substrats, ainsi que les caractéristiques de surface des
bactéries adhérentes, peuvent contribuer au taux de colonisation microbienne et de maturation
de la plaque (Quirynen et Bollen, 1995).

Dans le but d'évaluer I'adhésion bactérienne, premiére étape de la formation du biofilm
prothétique, et comme les propriétés physicochimiques des surfaces sont connues pour étre un
facteur décisif dans l'adhérence, I’étape clé du phénomene d’adhésion, il nous a paru
intéressant d'étudier l'influence du support prothétique et ses contributions polaires et non
polaires, ainsi que les caractéristiques de surface bactérienne, sur 1’adhérence.
L’hydrophobicité des surfaces bactériennes a été étudiée par la méthode MATS en utilisant
I’héxadécane comme solvant. Des mesures d'angle de contact avec différents liquides ont été

effectuées pour déterminer le I’énergie libre de la surface bactérienne et de la résine acrylique.

IV.1. Détermination de I’hydrophobicité des surfaces bactériennes

Microbial Adhesion To Solvant (MATS), technique décrite par Bellon-Fontaine et al.,
(1996), permet la détermination des propriétés de surface des cellules bactériennes, vu que
I’hydrophobicité de celle-ci est connue pour étre associée a la pathogénicité, a 1’adhésion et a
la capacité a former le biofilm chez les bactéries (Zheng et al., 2021).

Le pourcentage d’adhésion d'E. faecalis et E.durans a I’hexadécane estimé par la méthode
MATS est de 63% et 90% respectivement, donc jugées hydrophobes. De méme pour les deux
especes de S.parasanguinis, S.gordonii estimées comme moyennement hydrophobes avec un
taux d’adhésion de 55% (Tableau 11).

L’hydrophobicité d’une surface est importante dans 1’adhésion des micro-organismes a cette
derniére. Moins les matériaux sont polarises, plus les liaisons hydrophobes deviennent
importantes. La majorité des bactéries sont chargées négativement et présentent a leur surface

des zones hydrophobes (Donlan et Costerton, 2002).
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Tableau 11. Pourcentage d'affinité des souches a I'héxadécane

Especes DO initiale DO finale % Hydrophobicité
S.parasanguinis 0.09 0.04 55 Hydrophobe
S.gordonii 0.09 0.04 55 Hydrophobe
E.faecalis 0.11 0.04 63 Hydrophobe
E.durans 0.1 0.01 90 Hydrophobe

Le faible caractere hydrophile des bactéries a Gram positif pourrait étre relié aux acides
lipotechoiques, macromolécules hydrophobes ancrées dans leur paroi (Handley, 1991).
Vacheethasanee et al., (1998) montrérent que 1’adhésion de souches a Gram + de
Staphylococcus epidermidis a du polyéthyléne était plus importante quand les souches étaient
hydrophobes. Gaouar (2022) a également remarqué que toutes les souches a Gram + isolées
de dispositifs médicaux étaient hydrophobes.

Plusieurs travaux antérieurs ont montré que [’adhésion des bactéries hydrophobes est
généralement supérieure a celle des bactéries hydrophiles, car une bactérie hydrophobe aura
plus de facilité pour enlever le film d’eau la séparant de la surface a coloniser et qu’elle est
plus facilement en contact avec cette surface, qu’une bactérie hydrophile [(Gallardo-Moreno
et al., 2002) ; (Bayoudh et al., 2006)]. Ce qui expliquerait sirement nos résultats antérieurs
et la grande persistance et adhésion bactérienne sur les prothéses dentaires. Frank (2001)
explique que la plupart des bactéries a Gram négatif ont de longues chaines de
polysaccharides dans leur lipopolysaccharides exposé, ayant pour résultat une surface
hydrophile tandis que les bactéries a Gram positif ont la partie de lipide d'acide
lipotéichoiques se prolonger a I'extérieur de la cellule, ayant pour résultat une surface
hydrophobe. L’hydrophobicité de la surface cellulaire est importante dans 1’adhésion, car les
interactions hydrophobes ont tendance a s’amplifier avec I’augmentation de la nature non

polaire de I’un ou des deux surfaces impliquées (Donlan, 2002).

IVV.2. Caracterisation des propriétés physicochimiques des surfaces

Dans le but de confirmer 1’hydrophobicité des surfaces bactériennes et de la résine qui est le
produit de base d’une prothése dentaire, la mesure de I’angle de contact est donc nécessaire
pour mieux comprendre I’adhésion bactérie/support.

L’angle de contact vis-a-vis de 1’eau (8y,) peut étre utilisé comme une méthode qualitative
pour estimer 1’hydrophobicité de la surface (Oliveira et al., 2001). D’aprés Vogler (1988) la
surface est considérée hydrophobe si 6,y > 65° et hydrophile si 6,, < 65°. Il est possible aussi
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de déterminer quantitativement le degré d’hydrophobicité selon I’approche de Van Oss en se
basant sur 1’énergie libre de surface Agijwi -

L’angle de contact de 1’eau avec la surface de la résine est supérieur a 65° (0,=99.8°),
indiquant une hydrophobicité tres élevée et montre un caractére donneur/accepteur d’électrons
trés faible (valeur faible de y* et de y) (Tableau 12). Ce grand angle de contact s'explique par
de fortes forces de répulsion entre le matériau et les molécules d'eau. L’énergie libre de
surface négative (Agwi = -78.06 mj.m'z) confirme I’hydrophobicité accrue de la résine
acrylique. Les travaux antérieurs de Latrache et al., (2002) et Hamadi et al., (2008), réalisés
sur la relation entre les propriétés physico-chimiques et la composition chimique, rapportent
que chaque propriété est engendrée par des éléments chimiques particuliers. La topographie
(rugosité) des surfaces peut aussi influencer considérablement ces propriétés
physicochimiques (Bengoram et al., 2008).

Tableau 12. Détermination de I'angle de contact par rapport a I’eau (6), au formamide (0g) et

au diidométhane (6p) pour les souches bactériennes étudiées et la résine acrylique

Angles de contact (°) Composante d’energie de surface (mJ/m°?)

Echantillon 5 ™ ™ Vel v 7 Vi -
S.parasanguinis 73.2 0 3.3 21.05 8.69 52.66 42.80 18.53
S.gordonii 787 22 135 1812 842 5508 43.07 20.04
E.faecalis 679 458 5.9 2400 065 8249 14.74  68.26
E.durans 53.7 136 642 3212 877 477 1295 -25.90
Résine 63.7 774 998 2639 009 091 0.58 -78.06

Selon les résultats du tableau 12, les surfaces de E.faecalis, S.parasanguinis et de S.gordonii
sont relativement hydrophiles et fortement donneur d’électrons (valeur élevée de 7).
L’approche quantitative confirme ce résultat, constatant que I’énergie libre des surfaces des
trois autres souches est positive (Agiwi > 0). Ce résultat est en contradiction avec les résultats
trouvés par la technique MATS. Pour cette derniére méthode, ces souches sont relativement
hydrophobes. La différence entre le caractére déterminé par 1’angle de contact d’une part et
par MATS d’autre part est liée a la différence des éléments qui interviennent dans chaque
méthode. La méthode de 1’angle de contact représente 1’énergie extérieure pure

(’hydrophobicité) alors que MATS ne mesure pas uniquement le caractere hydrophobe de la
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surface cellulaire sachant que 1’adhésion a I’hexadécane est traduite par 1’intervention des
interactions électrostatiques et les interactions de Van der Waals (Hamadi et al., 2009).

La souche E.durans présente un caractére qualitativement hydrophile et quantitativement
hydrophobe (Agjwi= -25.90 mJ.m'z) avec un caractere donneur/accepteur d’électrons tres faible
(valeur faible de y" et de y) (Tableau 13). Van Oss (1995) a rapporté qu’une surface
hydrophobe a un caractére donneur d’électrons (V) et accepteur d’électrons faibles (y") et
qu’une surface hydrophile a un caractere donneur d’électrons important. Nos résultats
vérifient cette hypothése. Des études ont montré que les propriétés de surface des cellules
microbiennes varient en fonction des conditions environnementales dans lesquelles elles se
trouvent [(VanOss et al., 1986) ; (Hamadi et al., 2005) ; (Bayoudh et al., 2006)]. Selon ces
auteurs, plus I’hydrophobicité des cellules bactériennes augmentent, plus 1’adhésion sera
importante. Quant aux interactions électrostatiques, les charges négatives (genéralement
mieux exprimées a basse force ionique) provoquent une diminution de I’adhésion (Jana et al.,
2000). Rappelons qu’il est chimiquement accepté que les cellules hydrophobes ont tendance a
adhérer sur un substrat hydrophobe et les cellules hydrophiles ont tendance a adhérer sur un
substrat hydrophile [(Costa et al., 2006); (Hamadi et al., 2009)]. Cette approche peut
expliquer la capacité d’E.durans & adhérer sur la résine acrylique hydrophobe. Cependant, les
résultats concernant 1’adhésion des trois autres souches ne refléte pas cette hypothése puisque
nous avons montré que les souches hydrophiles possedent un pouvoir d’adhésion sur les
surfaces hydrophobes.

Des travaux précédents ont rapporté que I1’hydrophobicité ne peut pas expliquer
systématiquement les résultats de 1’adhésion microbienne sur un support et que les
interactions acides—bases jouent un rdle trés important dans le phénoméne d’adhésion
[(Henriques et al., 2004) ; (Hamadi et al., 2008)]. En se basant sur I’approche de Van Oss
(1993), nous pouvons déduire que 1’adhésion a la résine peut étre due, au moins en partie, aux
interactions acide-bases entre la surface bactérienne qui posséde un caractére donneur
d’¢électrons bien exprimé et le support résine qui est faiblement accepteur d’électrons. En
considérant que les interactions électrostatiques sont négligeables, 1’adhésion de E.faecalis,
S.parasanguinis et S.gordonii semble étre gouvernée uniquement par les interactions acido-
basiques. Pour E.durans, c’est la combinaison des interactions acido-basiques et des

interactions hydrophobe-hydrophobe qui serait a I’origine de 1’adhésion.
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IV.3. Approche thermodynamique de I’adhésion

L’adhésion microbienne aux supports peut étre prévue théoriquement par I’approche
thermodynamique. La prévision de cette adhésion permet de nous informer sur le
potentiel de contamination sur une surface inerte. Certains travaux sont bases sur la prévision
théorique pour proposer des solutions aux problemes de biocontamination (Teixeira et al.,
2005). Dans cette partie nous avons essayé d’appliquer cette approche pour comparer
I’adhésion expérimentale et 1’adhésion théorique. Le calcul de I’énergie libre d’adhésion
d’une bactérie sur un support permet de nous informer sur la prévision théorique. Les résultats
du calcul de cette énergie sont présentés dans le tableau 13.
Dans notre étude, I'énergie libre d'interaction apolaire (AG™") de E. faecalis et E. durans était
négative (Tableau 13), ce qui indique que la force de Lifshitz van der Waals était
principalement attractive. En revanche, I'énergie polaire libre d'interaction AG"® semble étre
positive (AG"®= 3.59 mJ/m?), indiquant une force répulsive pour E. faecalis mais négative
(AG™®= -44.25mJ/m?), donc attractive pour E.durans. Pour les deux espéces de Streptococcus

les énergies libres polaires et apolaires étaient positives présentent des forces répulsives.

Tableau 13. Les énergies libres de Van der Waals (AG™"), acide —base (AG"P) et totale

Total - . L .
(AG™") de ’adhésion de souches bactériennes sur résine acrylique

Espéce AGY (mJI/m?) AG*® (mJ/m?) AG ™% (mJ/m?)
S. parasanguinis 0.075 3.75 3.83

S. gordonii 0.38 4.93 5.32

E. faecalis -0.21 3.59 3.38
E.durans -0.93 -44.25 -45.19

Bernardes et al., (2010) ont montré que seules les surfaces considérées comme hydrophiles
avaient des valeurs AG"®>0, démontrant que I'hydrophobicité est principalement déterminée
par les forces polaires d'attraction. La composante AG”® représente I'hydratation de surfaces,
ce qui signifie que des valeurs élevées de AG™® sont corrélée & une faible hydrophobicité de
surface. Selon la théorie thermodynamique de l'adhésion, si les forces attractives sont plus
fortes que les forces répulsives, les interactions a courte portée jouent un role important dans
I'adhésion bactérienne aux surfaces. L'adhésion bactérienne est favorable si les interactions

conduisent a une diminution de I'énergie libre d'adhésion (AG™?'< 0) (Chen et al., 2011).
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Selon le tableau 13, I’énergie libre AG™® était positive pour les souches E.faecalis
S.gordonii et S.parasanguinis, indiquant une adhésion thermodynamiquement deéfavorable,
contrairement aux résultats obtenus expérimentalement (Test de formation de biofilm TCP).
Ce résultat était similaire a ceux de Teixeira et al., (2005) et de Bernardes et al., (2010) qui
ont observé que I'énergie libre d'adhésion des souches formatrices des biofilms était positive,
ce qui montre que ’approche théorique n’a pas pu totalement expliquer le phénoméne
d’adhésion car il semblerait qu’il y a d’autres interactions qui ne sont pas prises en compte
dans I’approche théorique et qui pourraient intervenir dans ce processus. Par contre 1’énergie
libre d'adhésion entre la surface de résine acrylique et la souche E.durans (AG™?) est
négative donc I’adhésion serait théoriquement possible,ce qui a été prouvé expérimentalement
comme étant une souche extrémement hydrophobe et fortement formatrice de biofilm et de
slime. La valeur négative élevée de AG™® par rapport & AG-", signifierait que d'un point de
vue théorique, I'adhérence de E.durans devrait étre régie essentiellement par des interactions
de force a courte portée (acide- base). Dans leur étude in vivo sur I'adhérence bactérienne a
quatre matériaux de restauration dentaire avec différentes énergies libres, Quirynen et al.,
(1989) ont constaté que sur les surfaces a faible énergie libre, une accumulation de plaque
significativement moindre était observée. La formation de biofilm était alors plus prononcée
sur les matériaux aux énergies libres élevées, méme en présence de salive. 1l a également été
constaté qu'une AG”® élevée crée une forte adhérence bactérienne [(Knorr et al., 2005) ;
(Lee et al., 2009)]. En outre, le succes des colonisateurs bactériens associés aux maladies
dentaires devrait étre exploré d’avantage en ce qui concerne leur relation avec divers
matériaux de restauration.

Par ailleurs, I’influence du pH du milieu sur I’hydrophobicité de la résine et sur I’énergie de
I’adhésion a été examinée. Les reésultats de I'énergie libre d'interaction calculée sous différents

pH sont présentés dans le tableau 14.

Tableau 14. Variation de I’hydrophibicité de la résine Agiwi et I’énergie libre d'adhésion
AG™® en fontion du pH

Energie libre (mJ/m?) Ph4 Ph5 Ph6 Ph7 Ph9

Résine Agiwi -56.49  -83.60 -41.06 -8.86 -44.55
S.parasanguinis AG ol 3.70 -0.11 3.68 11.97 12.19
S.gordonii AG o 2.62 -0.99 2.20 11.25 10.42
E. faecalis AGT® 1.81 -5.55 0.89 20.32 16.60
E.durans AG @ -37.92  -4467 -33.24 -20.29 -37.63
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L’hydrophobicité de la résine montre le méme profil quel que soit le pH du milieu, avec une
énergie libre négative (Agjwi < 0) indiquant I’hydrophobicité accrue de la résine acrylique. Des
résines composites hautement hydrophobes pourraient étre plus résistantes a l'eau et aux
especes hydrophiles [(Weinmann et al., 2005) ; (Eick et al., 2007) ; (Buergers et al.,2009)].
Des forces d'adhérence peuvent survenir pour des surfaces plus hydrophobes, car I'eau est plus
facilement éliminée de la zone entre la surface cellulaire et un matériau hydrophobe que de la
zone entre la surface cellulaire et un matériau hydrophile, permettant des forces d'adhésion
plus fortes (Mei et al., 2009). Ainsi, la présence de la plaque bactérienne sur des matériaux
dentaires, produit des métabolites, dont des acides organiques et inorganiques, qui affectent le
pH de surface, modifient la composition du milieu a proximité et créent un milieu
chimiquement favorable & une corrosion des matériaux dentaires (Li et Liu, 2004).

Il est bien connu que lorsqu'une énergie libre d'interaction plus faible est obtenue, une
adhérence plus élevée est attendue. De maniére plus précise, seules des valeurs négatives de
AG™® prédisent une adhésion favorable. A partir du tableau 14, nous observons qu'a pH 4,
6, 7 et 9, a I’exception de la souche E.durans qui s’avére avoir la possibilité de s’adhérer quel

que soit le pH du milieu avec une énergie de surface négative, I’énergie AG™?

est positive
pour les souches E.faecalis, S.gordonii et S.parasanguinis, ce qui signifie qu’elles ne
pouvaient pas ou faiblement adhérer a la résine acrylique a ces niveaux.

Pour un pH 5, I’énergie libre des surfaces de toutes les souches AG™® est négative indiquant
une adhérence favorable d'un point de vue thermodynamique. Cela peut étre attribué a une
réduction de la répulsion entre les cellules bactérienne puisque la charge négative de la
surface cellulaire est faible & des pH acides. Ce résultat indique qu’a la baisse du pH
I’adhésion et la formation de biofilm sont favorisées, d’ou I’intérét de stabiliser le pH buccal
pour préserver 1’équilibre de 1’écosysteme buccal. Le pH buccal normal varie selon le flux
salivaire de 5.2 (faible flux) a 7.8 (pic de flux). Plus le flux de sécrétion salivaire stimulée est
¢levé, plus le pH s’éléve et plus le pouvoir tampon de la salive s’amplifie (Szustakiewicz et
al., 2009). Le port de prothéses amovibles et la diminution du flux salivaire, s’accompagnent
d’une diminution du pH buccal, d’une acidification de la bouche, ce qui déséquilibre la flore
commensale et favorise la multiplication des bactéries et des levures, mais aussi I’aggravation
des maladies parodontales, I’apparition de caries et de 1ésions muqueuses (Lacoste-Ferré et
al., 2013).

La formation de biofilm prothétique est trées complexe et comprend non seulement les
bactéries et les caractéristiques du matériau, mais également la salive et ses composants

protéiques (Ruttermann et al., 2014). Par conséquent, les futures études in vitro ou in vivo
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sur l'adhérence bactérienne aux matériaux dentaires devraient évaluer la composition d'une
pellicule salivaire absorbée et son énergie libre d’interaction. Les forces présentes dans
I'adhésion bactérienne pionniere a la pellicule acquise salivaire sont des liaisons hydrogene,
des interactions hydrophobes, des ponts calciques, Van der Waals, les interactions acide-base
et les interactions électrostatiques, mais plus tard, les forces chimiques deviennent
prédominantes (Hannig et Hannig, 2009). Dés que les bactéries pionniéres se fixent a la
pellicule, elles commencent & excréter de I'EPS, ce qui aide les bactéries a se fixer et se lier.
Ces premiéres especes occupent de l'espace et tirent avantage de la compétition ultérieure
avec d'autres especes (Kreth et al., 2005).

Il est important de noter que les structures cellulaires, telles que les flagelles, les fimbriae et
les pili, jouent un réle important dans le processus d'adhésion, tout comme les EPS. De plus,
les conditions environnementales, telles que les forces ioniques, la température, la durée
d'exposition et la densité des micro-organismes affectent fortement le processus d'adhésion
(Van oss et al., 1995). Quirynen et Bollen (1995) indiquent que dans I'environnement
buccal, la rugosité de surface semble étre un facteur déterminant sur l'influence de I'énergie
libre de surface déterminant la quantité d'accumulation de plaque sur les matériaux dentaires.
De méme, l'adhésion est également médiée par le type du matériau dentaire, I'influence des
sécrétions des glandes salivaires, la compétition entre différentes especes microbiennes
(Tanner et al., 2005).

D’autre part, I'expression de ces interactions physico-chimiques in vitro dépend des propriétés
de surface des cellules bactériennes, qui dépendent de leur culture et des conditions
expérimentales mais aussi des méthodes utilisées pour les déterminer (Gallardo-Moreno et
al., 2002). Les caractéristiques physico-chimiques de surface des cellules planctoniques sont
indépendantes de la source d'échantillonnage, tout en étant différentes des propriétées
attribuées aux cellules organisées en biofilm. En effet, les micro-organismes peuvent basculer
entre les phénotypes hydrophobes et hydrophiles en réponse a leur mode de développement en
biofilm (Tremblay et al., 2014).

V. Activité antibactérienne des extraits de Salvadora persica et Juglans regia sur les
espéces buccales de Enterococcus et Streptococcus

Compte tenu du processus de formation du biofilm, toute substance agissant sur la prévention
de Il'adhésion initiale ou toute autre étape de developpement, serait utile pour contréler la
croissance du biofilm a la surface de la prothése, essentiellement chez des personnes agees.

Diverses méthodes domestiques sont disponibles pour le nettoyage, telles que les solutions de
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chlorure de sodium, les comprimés effervescents, les solutions de bains de bouche (Mylonas
et al., 2022), ainsi que la désinfection avec des plantes médicinales tel le thé vert (Antunes et
al., 2015). C’est dans cet objectif que deux espéces vegétales de la médecine traditionnelle
algérienne ont été sélectionnées sur la base de leur utilisation populaire a savoir le SWEK

Juglans regia et ARAK Salvadora persica.

V.1. Le rendement en extrait

Les composes biologiquement actifs sont généralement présents a faibles concentrations
dans les plantes. La technique d'extraction a pour but de capter les produits élaborés par le
végétal tout en veillant a éviter d’en altérer la qualité (Quispe Candori et al., 2008). Les
extraits bruts hydro-méthanoliques des deux parties végétales étudiées sont obtenus par
macération et ont présentés des rendements différents, celui de Juglans regia étant plus
important que Salvadora persica (Tableau 15).

Toutefois, il est difficile de comparer strictement nos résultats avec ceux de la bibliographie,
car le rendement n’est que relatif et dépend de plusieurs facteurs tels que 1’origine
géographique, les conditions climatique, la saison de récolte, la nature chimique du matériel

végétal, la partie utilisée, le solvant et la technique d’extraction (Su et al., 2006).

Tableau 15. Caractéristiques et rendement des extraits des plantes étudiées

Espéce Partie végétale  Aspect Couleur Rendement (%)
Juglans regia Racines sec Marron foncé 55.73%
Salvadora persica Branches sec Jaune foncé 18.42%

En médecine traditionnelle ’extraction est principalement réalisée avec de I’eau, mais
I’utilisation des solvants organiques donne une activité plus significative (Das et al., 2010).
La méthode d’extraction adoptée dans ce travail est utilisées dans un large éventail de
recherches car, en raison de sa polarit¢ ¢€levé, le méthanol aqueux permet d’extraire
efficacement les composants actifs et donne des activités plus forte que celle obtenue par
d’autres systémes de solvants (Al Fatimi et al., 2010). Ce comportement peut-étre expliqué
par le fait que la présence de I’eau déstabilise les parois cellulaires et, par conséquence, en
pénétrant plus profondément dans la matrice végétale, le solvant peut entrer en contact avec

une quantité plus grande de solutés, favorisant ainsi I’extraction (Penchev et al., 2010).
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V.2. Résultat de P’activité antibactérienne sur milieu solide

Les tests antibactériens des extraits des plantes étudiées ont été réalisés par la technique de
diffusion en milieu gélosé, qui est une technique qualitative basée sur la mesure des diametres
des zones d’inhibition qui apparaissent autour des disques contenant les extraits a tester. Les
diametres des zones d’inhibition des bactéries buccales testées en présence des extraits sont
consignés dans le tableau 16. Il ressort des résultats obtenus que les deux extraits aient un
effet inhibiteur sur les souches bactériennes testées. L’extrait de J.regia présente une bonne
activité inhibitrice par rapport a 1’extrait de S.persica, les espéces d’Enterococcus étaient

moins sensibles aux deux extraits.

Tableau 16. Moyenne des zones d'inhibition des extraits de S.persica et J.regia vis-a-vis des

souches de Streptococcus et Enterococcus testées

Souches Zones d’inhibition (mm)
Salvadora persica Juglans rejia

S. parasanguinis 11+ 1 14+2

S. gordonii 13+1 153+15

E. faecalis 10+ 0.5 14+ 1

E.durans 116+15 12+1

Selon Moori Bakhtiari et Khalafi (2015), l'activité antibactérienne de 1’extrait hydro-
alcoolique de J.regia est relativement plus élevée chez les bactéries a Gram positif que chez
les bactéries & Gram négatif et la concentration de 1000 mgmL™ s’est avérée efficace pour
I’inhibition de la croissance d’une souche de Streptococcus spp avec une zone d’inhibition de
12mm. Zakavi et al., (2013) ont indiqué que l'extrait éthanolique présente des zones
d'inhibition de 11mm contre Streptococcus sanguis et de 6.5mm pour Streptococcus
salivarius pour une concentration de 250 mgmL™ tandis que I'extrait aqueux est actif avec des
zones d'inhibition plus petites. L'activité antimicrobienne observée au cours de la présente
étude est en accord avec les résultats d'enquétes antérieures ou Salvadora persica présentait
une activité antimicrobienne significative contre les streptocoques. Chelli-Chentouf et al.,
(2012) affirment que le miswak du Hoggar Algérien a eu un effet inhibiteur sur la croissance
de S.mutans avec un diamétre d’inhibition de 7.5mm pour une concentration de 400mgml™en
extrait méthanolique. Les travaux de Balto et al., (2017) ont constaté que I'extrait éthanolique
présentait un effet inhibiteur accru contre les especes de Streptococcus ou I'extrait a
100mgmL™ était associé & une large zone d'inhibition de 20 mm contre S. sanguis et ainsi
comparable au chlorexidine 0.2 %. Pour son effet sur E. faecalis, une étude menée par Gupta

et al., (2020) a montré qu'un extrait de S. persica a 12.5% avait un effet antibactérien
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acceptable lorsqu'il était testé par des méthodes de diffusion en puits (entre 10 et 14mm). Plus
récemment, les résultats des expériences in vivo et ex vivo de Abdeltawab et al., (2022) ont
indiqué que la concentration d'extrait méthanolique de S. persica a une activité
antimicrobienne efficace et la plus grande zone d'inhibition a été observée aprés 3 jours (15

mm de diameétre) pour les deux especes de E.faecalis et S.mutans.

Dans I'ensemble, les données de cette expérience ont clairement indiqué que les extraits de
Juglans regia et de Salvadora persica inhibent la croissance des bactéries testées. Toutefois,
la différence d’activité entre les extraits des plantes étudiées est probablement tributaire a la
nature des molécules contenues dans chacune d’elles ou a la capacité de ces molécules de
diffuser uniformément dans 1'agar. En effet, I’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre
due a un constituant actif majoritaire, mais plutot a 1’action combinée (synergie) de différents

composeés (Gertsch, 2011).

V.3. Effet sur la croissance planctonique : Détermination des CMI

Le potentiel antimicrobien in vitro des deux extraits de batons a méacher testés contre les
bactéries buccales est illustré sur les figures 26 et 27.

Selon Fankam et al., (2011) les extraits ayant des valeurs de CMI inferieures & 8000 pgmL™
pourraient €tre considérés avoir une activité antimicrobienne. Sous ces critéres 1’activité
enregistrée avec nos extraits pourrait étre considérée comme trés bonne activité
antimicrobienne. Les extraits ont démontré une activité inhibitrice avec une CMI comprise
entre 0.8 et 6.4 mgmL™. La sensibilité des souches de Streptococcus et Enterococcus aux
extraits était différente. Enterococcus faecalis et E.durans ont montré une plus grande
sensibilité a I'extrait de S.persica que les souches de Streptococcus, avec une CMI > 6.4
mgmL™ (Figure 26). L'activité de I'extrait de J.regia était plus affirmée contre S. gordonii et
E. faecalis avec une CMI > 0.8 mgmL™ (Figure 27).

Les données présentées dans les figures 26 et 27ont révélé une gamme fluctuante de valeurs
de CMI variant selon I’espéce bactérienne, montrant que E.durans et E.faecalis étaient les
souches les plus sensibles & S. persica avec une CMI de 6.4 mgmL™. Les valeurs des CMI de
S. persica étaient inférieures a celles obtenues dans une étude récente réalisée par Chelli
Chentouf et al., (2012). Ils ont montré que les valeurs CMI de I'extrait méthanolique
variaient selon la souche testée de 100mgmL™ pour Escherichia coli & 400mgmL™ pour
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus epidermidis,

Streptococcus mutans, Lactobacillus sp, Candida albicans, et Penicillium sp.
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Figure 26. Pourcentage d'inhibition de la croissance planctonique des souches testées par

I'extrait de Salvadora persica
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Figure 27. Pourcentage d'inhibition de la croissance planctonique des souches testées par

I'extrait de Juglans regia

Toutefois I'étude d'Al Sohaibani et Murugan (2012) en Arabie Saoudite a montré qu’une
CMI de 2.6 mgmL™ de I'extrait méthanolique de S.persica inhibait S.mutans. Cette différence
dans les activités antimicrobiennes peut étre attribuée a des différences dans le temps et le lieu
de la collecte des plantes, les méthodes d'extraction, la variabilité des espéces bactériennes
testées et les techniques d'évaluation. De nombreux efforts ont été deployés pour confirmer
I'activité antimicrobienne de S.persica par rapport a un large éventail de micro-organismes
oraux et cariogenes [(Almas et al., 2005) ; (Darmani et al., 2006) ; (Al Bayati et Sulaiman,
2008) ; (Shingare et Chaugule, 2011) ; (Noumi et al., 2017)]. Récemment, I'extrait de son

fruit a montré une activité antimicrobienne selective pour les isolats de S.mutans avec des
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valeurs de CMI de 3.12 mgmL™ (Al Bratty et al., 2020). Plus récemment, dans une étude
menée au Pakistan par Sarwar et al., (2023), l'activité antibactérienne maximale s'est
produite avec 1’extrait aqueux de Salvadora persica, par rapport aux autres batons a méacher
testés, avec une valeur de CMI de 8.33 mgml™ contre Streptococcus mutans. En outre, les
huiles essentielles de racines séchées et fraiches de S. persica ont montré des valeurs 1Csg
comparables a celles du digluconate de chlorhexidine (Khan et al., 2020). De nombreux
chercheurs indiquent la présence de plus de dix composés chimiques naturels différents et de
minéraux, comme les fluorures, la silice, l'acide tannique, les résines, les alcaloides
(salvadorine), les huiles volatiles (simgrins), le soufre, la vitamine C, le bicarbonate de
sodium, les chlorures, calcium, benzylisothiocyanate, acides salicyliques, sterols,
trimethylamine, saponines et flavonoides, ayant des activités antibactériennes et des
propriétés anti-plaque considérés tous comme essentiels pour une bonne hygiene bucco-
dentaire (Sagir et al., 2024).

En 2006, Darmani et al. ont révélé que les extraits aqueux de miswak et du Derum
(différents types de batonnets a macher obtenus a partir de Juglans regia) étaient tous les deux
capables d'inhiber de maniére significative la croissance des bactéries cariogénes I'extrait de
Derum montrant une activité supérieure au miswak. Ce résultat est comparable a celui de
notre étude, ou l'extrait de Juglans regia algérien présentait un potentiel significatif et une
forte activité contre la croissance planctonique de souches buccales avec une CMI de 0.8
mgmL™, pour S.gordonii et E.faecalis. Pour ’étude de Zakavi et al., (2013) I'extrait aqueux
de J.regia n'a eu aucun effet inhibiteur sur S.mutans en termes d'activité antimicrobienne,
cependant, pour I'extrait & I'éthanol la CMI était de 5 mgmL™, une valeur de 1.25 mgmL™
pour S.sanguis et de 2.5 mgmL™ pour S.salivarius. Selon 1’étude menée au Portugal par
Vieira et al., (2019) la valeur de CMI la plus basse pour 1’extrait hydroéthanolique de J.regia
a été observée chez E.faecalis (2.5mgmL™). De nombreuses études déja menées sur différents
extraits de feuilles, d'écorces, de fruits et méme des fleurs de J.regia de différents pays, ont
révélé une activité antibactérienne a large spectre contre les bactéries gram-positives et gram-
négatives soutenant ainsi son application comme remede préventif contre diverses maladies
microbiennes de la cavité buccale [(Deshpande et al., 2011) ; (Jabli et al., 2017); (Muzaffer
et Paul, 2018) ; (Eswayah et al., 2019) ; (Bennacer et al., 2022)]. L’¢tude de Francis et al.,
(2024) estime que cette activité antimicrobienne est due principalement a la composition
chimique, dont les principaux phytoconstituants sont I'iode, le phénol, le tanin, les

flavonoides, la saponine, les glycosides, les alcaloides, les terpénoides et les stéroides.
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V.4. Effet antibiofilm des extraits de S.persica et J.regia

Vu que nos souches ont été isolées de protheses dentaires, donc toutes bien adhérées, nous
avons jugé utile et important d’étudier la capacité antimicrobienne naturelle d'éliminer les
bactéries adhérentes in vitro. Deux meéthodes ont été utilisees pour évaluer l'activité
antibiofilm de S. persica et J.regia sur les bactéries orales bonnes formatrices de biofilm.

Le test d'adhésion sur microplaques 96 puits avec le cristal violet colorant toutes les cellules
attachées et le test d'adhésion sur un support de résine acrylique (de méme composition que la
prothese). Les deux méthodes ont montré une bonne activité antibiofilm présentée par les
deux plantes. Ces observations sont spéculées par le fait que les extraits pénétrent
efficacement dans la matrice des substances polymeres extracellulaires (EPS) et tuent ou
éliminent les cellules intégrées au biofilm (Roy et al., 2018).

V.4.1. Effet des extraits sur biofilms formés sur microplaques 96 puits

Les figures 28 et 29 démontrent I'effet inhibiteur des deux extraits sur la fixation et la
formation de biofilm des souches buccales sur les microplaques. Les extraits de J. regia et
S.persica présentaient une CMI biofilm > 51.2 mgmL™ pour l'inhibition du biofilm. Dans les
résultats obtenus, il y avait une variation considérable pour les isolats oraux cultivés en
populations sessiles (Figures 26, 27) et planctoniques (Figures 28, 29). Les extraits ont été
efficaces pour inhiber la croissance bactérienne planctonique a de faibles concentrations, mais
les bactéries du biofilm sont apparues 8 a 60 fois plus résistantes aux extraits de S. persica et
J.regia respectivement.

Les résultats de Dolatabadi et al., (2018) ont montré les effets inhibiteurs des extraits
méthanoliques de feuilles de J. regia iranien sur la formation de biofilm par P.aeruginosa en
réduisant la formation de biofilm de 60 % avec une moyenne de 16 mgmL™. En revanche, la
valeur moyenne de CMI pour les cellules planctoniques était de 8mgmL™. Nos résultats ont
montré que les deux extraits présentent une activité antibiofilm contre les souches
d’Enterococcus et Streptococcus avec plus de 50% d'inhibition, tandis que l'enquéte
antérieure de Al-Sohaibani et Murugan (2012) a révélé une inhibition significative des
cellules sessiles et formation de biofilm de 87.92%, et que S.persica contient des agents anti-
biofilm bioactifs avec deux fonctionnalités d'inhibition de la croissance et l'interaction du

régulateur de détection de quorum sensing.
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Figure 28. Pourcentage d'inhibition des biofilms formés sur microplaque 96 puits par I'extrait

de S.persica
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Figure 29. Pourcentage d'inhibition des biofilms formés sur microplaque 96 puits par I'extrait

de J.regia

Selon Balhaddad et al., (2021) la concentration de 10 mgmL™ de I'extrait méthanolique de
S.persica a été déterminée comme concentration minimale inhibitrice du biofilm. L’étude
d’Abdulbaqi et al., (2016) a démontré que le mélange de batonnet de racine de S.persica et
de thé vert (Feuilles de Camellia sinensis L.) présentait des effets synergiques contre les
colonisateurs primaires de la plague dentaire et une activité antiplaque in vitro. Cela peut
potentiellement produire de nouvelles formulations poly-herbales efficaces pour les soins

bucco-dentaires.
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La «bataille» contre les biofilms oraux est une tache trés difficile, principalement en raison de
leur tendance & persister malgré le traitement. Cette tendance a été attribuée a de nombreuses
voies de communication cellule-cellule telles que la détection du quorum sensing, le transfert
horizontal de genes et la transaction métabolique intrabiofilm (Kolenbrander et al., 2010).
Par conséquent, les microorganismes du biofilm peuvent étre jusqu'a 1000 fois plus résistants
que les bactéries planctoniques aux thérapies antimicrobiennes conventionnelles avec des
agents antibactériens tels que les antibiotiques ou la chlorhexidine [(Costerton, 1999) ;
(Karygianni et al., 2016)].

V.4.2. Effet des extraits sur biofilms formés sur supports en résine acrylique

Des biofilms bactériens uni-espéces ont été reproduits in vitro sur des pastilles de résine
(10x10x1) mm?® et les activités d'extraits de plantes ont été déterminées en utilisant la CMI
obtenue pour Il'inhibition des cellules sessiles. Aprés huit heures de contact avec les extraits
(Durée minimale estimée pour le trempage nocturne des prothéses dentaire) une réduction de

la charge bactérienne a été observée (Figure 30).
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Figure 30. Activité antibiofilm des extraits de Juglans regia et Salvadora persica sur les

biofilms adhérés a la résine acrylique

L'activité des extraits de plantes sur le biofilm bactérien a été estimée en comparant la
population bactérienne collectée a partir du biofilm placé dans une solution saline stérile et
celles traitées par chaque extrait. Traités a l'extrait de S.persica, les especes buccales de
Enterococcus ont été sensibles avec une réduction de 97% suivies de S.gordonii (99%), plus
S.parasanguinis qui a montré une sensibilité compléte aux deux extraits. L’espéce E. durans

reste tout de méme plus persistante et résistante d’ou on constate une inhibition et une
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diminution de plus de 50%. Dans I'ensemble, I'extrait de J.regia s'est révélé étre le plus
efficace contre les biofilms, réduisant la charge microbienne d'environ 99%.

L’¢tude de Jamal et Balaky (2023) a révélé que I'extrait de S. persica pourrait diminuer la
croissance de S. mutans et dégrader ses biofilms matures, avec une diminution significative de
certains genes de virulence. Récemment, plusieurs études ont été menées sur les
nanoparticules d’argent, de Nickel, de chitosane et d'oxyde de zinc, synthétisées a partir de
I'extrait de racine de Salvadora persica, incorporées dans une formulation de bain de bouche,
pour leurs effets antimicrobiens contre les agents pathogenes buccaux [(Arshad et al., 2021) ;
(Balto et al., 2023) ; (Balto et al., 2024) ; (Bozer et al., 2024)]. De méme, des rapports
antérieurs ont confirmé l'influence de J. regia ainsi que 1’efficacité du synergie de ses extraits
avec les nanoparticules pour I’inhibition de la formation des biofilms microbiens [(Thakur et
al., 2017) ; (Movahhed et al., 2022) ; (Ghavabesh et al., 2023)].

Les expériences réalisées ont porté essentiellement sur ’effet curatif, en ajoutant des extraits
sur un biofilm déja formé et ¢a a montré I’effet inhibiteur des deux extraits testés. Cependant
leur utilisation se confronte a la complexité du milieu oral. Par ailleurs, ce travail n’envisage
gue quatre especes du genre Streptococcus et Enterococcus sans tenir compte de la diversité

de la microflore formant in vivo des biofilms buccaux et prothétiques.

V1. Analyses microscopiques des biofilms formés sur résine acrylique

Les images de la microscopie électronique a force atomique AFM ont permis d’acquérir des
données topographiques des biofilms de S.gordonii sur résine (Figure 31, 32). 1l faut noter
que la taille et la forme des bactéries étudiées incluses dans un biofilm, peut étre faussée par
leurs surfaces souples qui peuvent se déformer, sous la pression imposée par la pointe, ou
encore par la topographie environnante.

La figure 33 montre des biofilms de Streptococcus gordonii formés sur de la résine avant et
apres le traitement antimicrobien visualisés par le microscope électronique a balayage MEBE.
L'attachement bactérien et I'agregation sur la résine avaient considérablement diminué apres
seulement 4 heures de traitement par les deux extraits.

L'examen microscopique a révélé la présence de cellules allongées avec des chaines
interrompues aprés un traitement par 1’extrait de S.persica (Figure 33b). Les images des
cellules de S.gordonii incubées avec I'extrait de J.regia ont révélé de nombreux changements
structurels dans la morphologie des cellules. Celles-ci ont été endommagées et déchiquetées
aux contours déformés ce qui a conduit a une fuite subséquente du contenu cellulaire (Figure
33c).
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Figure 32. Topographie de résine acrylique avant et apres formation du biofilm de S.gordonii

Au méme moment, il convient de noter que les cellules témoins non traitées présentaient
I'aspect streptococcique typique sous forme de cocci (Figure 33a), et le biofilm est apparu
comme une structure compacte avec des bactéries proches les unes des autres, tandis que dans
le biofilm traité, plusieurs lacunes ont été observées. L’imagerie électronique a montré des
effets antibiofilm inhibiteurs et bactéricides clairs des deux extraits confirmant ainsi les
résultats expérimentaux obtenus précédemment. L'apparence du biofilm suggére que l'extrait
de J.regia agit plus efficacement en endommageant les membranes bactériennes, par
conséquent les cellules rétrécissent et subissent une lyse. Tandis que I'extrait de S.persica peut
agir sur la croissance de S.gordonii et conduire a inhiber la fixation et I'agrégation des cellules
bactériennes. Des rapports antérieurs ont confirmé I'influence de J. regia sur l'inhibition de la
formation de biofilm [(Bourais et al., 2023) ; (Wang et al., 2023)]. En fait, les extraits de J.
regia inhibent I'adhésion bactérienne uniquement par inhibition de la synthese du glucane
(Chaieb et al., 2013).Outre les composés phénoliques, Meng et al., (2017) ont souligné que
les polysaccharides pouvaient également présenter une activité antibactérienne en perturbant
la perméabilité de la paroi cellulaire et de la membrane bactérienne, et en inhibant leur

croissance.
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Figure 33. L’effet des extraits de S.persica et de J.regia sur le biofilm de S.gordonii formé
sur la résine acrylique visualisé par MEBE.
(Barres d'échelle = 10 um). (a) Biofilm de S. gordonii formé sur la résine avant traitement

antimicrobien. (b) Effet d'extrait de S.persica (c) Effet d'extrait de J.regia
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Il a également été suggéré que ’extrait de S.persica produit des composés phytochimiques
tels que le B-sitostérol, qui peuvent aider a prévenir la formation de composés bactériens
génotoxiques. De plus, les composés anioniques dissous peuvent endommager les parois
cellulaires bactériennes, inhiber I'absorption d'oxygene et provoquer un stress oxydatif sévere,
entrainant une toxicité. 1l a également été demontré que les huiles essentielles et volatiles et
les produits chimiques non polaires tamponnent le pH de la salive, diminuent l'activité
bactérienne et décomposent la plaque dentaire [(Abhary et Al-Hazmi, 2016); (Mosaddad et
al., 2023)].

La relation réciproque entre I'n6te et son microbiome prothétique est a la fois fragile et
constamment dynamique. Plusieurs paramétres contribuant a cet équilibre peuvent étre
specifiques a I'ndte (hérédité et pathologies générales) mais aussi dépendants de son niveau
d'’hygiene bucco-dentaire et de son hygiéne de vie, ce qui rend difficile la prise en charge des
infections microbienne. Malgré les progrés récents, nous manguons encore d'une
compréhension globale de nombreuses caractéristiques des biofilms prothétiques. Leur
tolérance aux agents antimicrobiens existants, leur capacité a échapper aux composants du
systeme immunitaire, leur résistance aux forces mécaniques et leur capacité a semer de
nouvelles infections en font les cibles centrales d'un plan stratégique plus efficace dans la lutte

contre les infections buccales persistantes (Le bars et al., 2022).
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Conclusion

Les habitudes régulieres d'hygiene buccale et prothétique jouent un réle important dans le
maintien de la santé bucco-dentaire et l'utilisation & long terme des prothéses amovibles.
L’enseignement de I’hygiéne dispensé aupreés des patients édentés porteurs de protheses
amovibles dans cette étude est inexistant. Ce constat est confirmé par le manque d’entretien et
de nettoyage des prothéeses observé par la présente enquéte et étude, situation qui incite a la
réflexion vu que la majorité des patients n’était pas consciente du risque infectieux du port
nocturne et de la pathologie provoquée par la pullulation microbienne a la surface d’une
prothese qui n’est pas ou mal nettoyée. La sensibilisation sur I’hygiéne des prothéses
dentaires doit étre effectuée régulierement pour aider les patients & maintenir une bonne santé
bucco-dentaire.

D’autre part, notre étude prouve que la surface des matériaux qui composent ce type de
prothese constitue des niches pour les micro-organismes, en conséquence, peut conduire a la
colonisation et a la formation de biofilms bactériens. Les espéces de Streptococcus et
Enterococcus étant prépondérants dans la cavité buccale, sont connues comme agents
pathogénes opportunistes formant des biofilms qui peuvent provoquer des maladies locales ou
systémiques. Les différents tests d’évaluation de 1’adhésion et la capacité de formation de
biofilm des souches de Streptococcus et Enterococcus, isolées de protheses amovibles
complétes, confirment le potentiel fort des bactéries buccales a s’adhérer aux dispositifs
dentaires. La surface bactérienne d’E.durans est jugée hydrophobe tandis que les surfaces de
E.faecalis, S.parasanguinis et de S.gordonii sont relativement hydrophiles. La surface de la
résine utilisée est également de nature hydrophobe, avec un caractere basique donneur
d’électrons. Nos résultats confirment D’intérét de la détermination des interactions
physicochimiques dans la compréhension des phénomeénes d’adhésion bactérienne sur les
biomatériaux. Cette organisation bactérienne leur permet d’exprimer pleinement leur potentiel
pathogene, mais aussi d’acquérir une résistance accrue vis-a-vis de 1’hote et des différents
moyens chimiques que 1’on pourrait employer dans nos thérapeutiques.

Un traitement aux extraits naturels de plantes avant et aprés la formation de biofilm sur
prothese dentaire a base de résine acrylique nous a permis de constater une variation
considérable pour les isolats buccaux cultivés en populations sessiles et planctoniques. Les
extraits hydro-méthanoliques de Salvadora persica et Juglans regia étaient efficaces pour
inhiber la croissance bactérienne planctonique a de faibles concentrations, mais les bactéries
du biofilm sont apparues 8 a 60 fois plus résistantes aux extraits S.persica et J.regia

respectivement. Les expériences ont montré que les deux extraits présentent une bonne
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activité antibiofilm avec 50% d'inhibition des bactéries buccales. L'analyse des images
obtenues en microscopie électronique met en evidence I'effet inhibiteur et bactéricide qui était
bien marqué a la surface du biofilm pour les deux extraits. Les expériences realisées ont porté
essentiellement sur I’effet curatif, en ajoutant des extraits sur un biofilm déja formé. Dans
I’ensemble, les propriétés antibiofilm des deux extraits semblent adaptées aux stratégies de
nettoyage des prothéeses dentaires.

Les composants naturels ont été incorporés dans les produits d’hygiéne buccale sur la base de
test in vitro. Or in vivo leurs effets antimicrobiens ne se confirment pas toujours, et cela méne
a penser qu’il y a plusieurs parameétres qui peuvent interférer dans un milieu complexe qu’est
la cavité buccale. Pour ces raisons, une étude clinique permettant de disposer d’une solution
de décontamination ex vivo représente une premiére étape utile et prometteuse.

Enfin, les données de la littérature et les résultats de cette étude, focalisés sur ces deux
espéces végétales, tendent a renforcer I'utilisation de ces extraits comme agent antimicrobien,
et a promouvoir l'intérét pour la recherche d'agents antiplaques naturels avec une efficacité
slre et une activité puissante pour réduire l'utilisation d'agents antimicrobiens synthétiques
dans les produits de soins bucco-dentaires quotidiens.

Au-dela des résultats obtenues, ce travail fournit une base pour :

- Orienter la politique de prise en charge de la santé bucco-dentaire et de sa promotion aupres
des citoyens.

- Impulser la réflexion sur la mise en ceuvre et I’application généralisée des standards en
matiére d’hygieéne buccale et surtout d’entretien prothétique.

- L’investigation d’avantage d’un large éventail de souches cliniques, bactériennes et
fongiques, pour confirmer les données acquises.

- D’autres études sur le fractionnement des extraits, I’isolement et la détermination de la
structure chimique des composés actifs, leur mode d’action, leur stabilité et leur efficacité sur
des souches buccodentaires.

- La formulation d’une solution désinfectante aux concentrations adéquates des cOmposés
actifs, pour éliminer et méme prévenir le biofilm sur prothéses amovibles en résine ex-vivo.

- De nouvelles études sur l'activité anti-biofilm des composants in vivo, des tests
supplémentaires, y compris des modeles expérimentaux et I'applicabilité pharmacologique,
sont necessaires avant de considerer ces extraits de plantes comme de vrais composés

alternatifs prometteurs.
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Annexe I. Questionnaire d’évaluation

Date :
Prélevement n° :
Age:
Sexe :

Type de prothése :

Questionnaire Hyagiéne :

1. Depuis combien d'années portez-vous une ou des prothéses?
2. Enlevez-vous votre ou vos protheses la nuit pour dormir?
- Si oui, dans quoi gardez-vous votre ou vos prothéses?

O A l'air libre au sec
O Dans un contenant rempli d'eau seulement
O Dans un contenant rempli d'eau avec un agent nettoyant

3. Comment nettoyez-vous votre ou vos protheses?

O Ringage a I'eau du robinet sans brossage
O Ringage a I'eau du robinet avec brossage
O Brossage avec eau et pate dentifrice

O Autres

4. A quelle fréquence nettoyez-vous votre ou vos prothéses?

O Apres chaqgue repas

O Matin et soir

O Une fois / jour

O Trois fois et moins par semaine
O Une seule fois par semaine

O Autres frequences
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Résumé
Le port de prothéses dentaires amovibles induit des changements environnementaux locaux, notamment chez les
personnes agées qui ne gardent pas leurs prothéses suffisamment propres. Une enquéte aupres des patients
édentés porteurs de prothéses est réalisée pour explorer leurs attitudes en matiére d’hygiéne buccal. La capacité
de formation de biofilm par des especes buccales de Streptococcus et Enterococcus, prélevees de prothéses
dentaires amovibles, est évaluée qualitativement et quantitativement. Les propriétés physicochimiques des
surfaces bactériennes et du biomatériau dentaire a base de résine acrylique sont déterminées et une approche
prédictive théorique de 1’adhésion est réalisée pour mieux comprendre le phénomene. Pour arriver a I’évaluation
de la rétention de ces bactéries buccales sur matériau prothétique aprés traitement aux extraits naturels. Nous
rapportons et pour la premicre fois I’effet antibiofilm de deux batonnets a macher récolés au sud Algérien
Salvadora persica et Juglans regia, sur des biofilms adhérés a la résine acrylique in vitro et visualisés par
microscope électronique & balayage environnemental et & force atomique. Suite & notre audit, la plupart des
participants ne sont pas trés conscients de I'hygiene prothétiques et de ses diverses complications. Les résultats
confirment I’intérét de détermination des propriétés physico-chimiques des surfaces dans 1’adhésion bactérienne.
L’évaluation de I’activité des extraits a révélé que toutes les bactéries testées, planctoniques ou en biofilms,
étaient plus sensibles apreés traitement, I'extrait de J.regia montrant une activité plus importante que S. persica.
Ainsi, compte tenu de leur activité antibactérienne, ces extraits pourraient étre d'un grand intérét pour de futures
études sur les agents anti-plaques naturels dans les produits de soins bucco-dentaires quotidiens.
Mots clés. Prothése dentaire. Résine acrylique. Streptococcus. Enterococcus. Biofilm buccal. Juglans regia.
Salvadora persica. Antibactériens.

Abstract

Wearing removable dentures induces local environmental changes, especially in the elderly who do not keep
their dentures sufficiently clean. A survey of edentulous patients with dentures is conducted to explore their
attitudes regarding oral hygiene. Oral Streptococcus and Enterococcus species isolated from removable dentures
are evaluated qualitatively and quantitatively for their biofilm forming ability. The physico-chemical properties
of bacterial surfaces and acrylic resin biomaterial are assessed and a theoretical predictive approach is carried out
to enhance the understanding of adhesion phenomena. The retention of these oral bacteria on dentures after
treatment with natural extracts is investigated. We report for the first time the antibiofilm effect of two chewing
sticks harvested in southern Algeria Salvadora persica and Juglans regia, on artificial biofilms adhered to
acrylic resin in vitro and visualized by environmental scanning electron microscopy and atomic force
microscopy. According to our audit, most participants are not very aware of denture hygiene and its various
complications. The findings support the interest in identifying the physico-chemical properties of surfaces in
bacterial adhesion. The evaluation of extracts activity revealed that all tested bacteria, planktonic or in biofilms,
were more sensitive after treatment, the extract of J. regia showing a greater activity than S. persica. Thus, given
their antibacterial activity, these extracts could be of great interest for future studies on natural anti-plaque agents
in daily oral care products.

Keywords. Dentures. Acrylic resin. Streptococcus. Enterococcus. Oral biofilm. Juglans regia. Salvadora
persica. Antibacterials.
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