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Introduction

Les maladies bucco-dentaires sont probablement les maladies bactériennes les plus
fréquentes survenant chez 'homme. Elles sont provoquées par un développement excessif de
bactéries pathogénes au sein du biofilm dentaire. Il existe plusieurs méthodes permettant
d’¢liminer ce biofilm adhérent aux surfaces dentaires, qu’elles soient mécaniques (brosse a
dents, soie dentaire) et/ ou chimiques (chlorhexidine, fluor ...). Cependant, un bain de bouche
ayant une activité inhibitrice sur la plaque dentaire sans détruire les bactéries orales indigenes
pourrait étre une alternative a des molécules antiseptiques agressives pour léquilibre de
lécosysteme buccal. Ainsi, de nouveaux principes actifs sont constamment testés.

La vanilline constitue I'un des composants multiples de lardme naturel de la vanille. Cette
molécule est caractéristique et émet un parfum agréable, d’ou son utilisation trés répandue
dans I’industrie agro-alimentaire. Mais elle présente aussi diverses propriétés qui, a ce jour,
n’ont ét¢ que partiellement étudiées. Des recherches antérieures ont toutefois montré son
activité anticancéreuse et son pouvoir cicatrisant (1,2). Son activite antibactérienne a déja éte
prouvée dans le domaine agro-alimentaire sur Escherichia coli et Salmonella typhimurium.
(3,4). En 2009 au sein de notre laboratoire, des travaux ont été effectués sur l'activité de la
vanilline sur quatre bactéries buccales : Streptococcus mutans, Lactobacillus rhamnosus,
Porphyromonas gingivalis et Fusobacterium nucleatum ainsi que sur un biofilm pluri-espéces
statique (Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus rhamnosus,
Actinomyces viscosus, Porphyromonas gingivalis et Fusobacterium nucleatum). Cette étude a
montré le potentiel inhibiteur cette molécule sur des souches de collection.

L'objectif de ce travail est de tester lefficacit¢ de la vanilline a différentes
concentrations sur les bactéries potentiellement pathogénes pour la cavité buccale (isolats
cliniques des especes précédemment testées et nouvelles especes). Nous testerons aussi son
efficacité sur un modele de biofilm dentaire.

Dans une premicre partiec nous ferons un point sur 1’état des connaissances sur la
maladie carieuse, la maladie parodontale, la vanilline et le biofilm dentaire ainsi qu’un rappel
sur les quatre bactéries que nous allons étudier, Tannerella forsythia, Lactobacillus
rhamnosus, Actinomyces viscosus et Streptococcus mutans.

Puis nous expliquerons nos méthodes et nos résultats obtenus en laboratoire pour réaliser nos
expériences.
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Partie 1 : état des connaissances

90 % de la population mondiale souffrira, au cours de sa vie, de maladies bucco dentaires
allant de caries et maladies parodontales jusqu’aux cancers de la cavité buccale. Bien qu’il
existe plus d’un million de dentistes qualifiés dans le monde, seulement 60% de la population
mondiale bénéficie d’un acces aux soins buccodentaires. Ce dernier chiffre peut s’expliquer
par la répartition inégale de ces dentistes sur le territoire mondial. En effet, il n’y a que
300 000 dentistes qui occupent les régions les plus pauvres. (5,6)

I. La maladie carieuse

1. Epidémiologie

La carie dentaire est une maladie infectieuse multifactorielle, qui méme si on observe une
diminution de sa prévalence dans les pays industrialisés (7) reste un probleme de santé
publique majeur, car en 2014 elle concernait 60 %-90 % des enfants d’age scolaire dans le
monde (5). Elle touche également la grande majorité des adultes. (8,9)

L’indice CAOD (dents cariées, absentes et obturées) a ét¢ mis au point par Klein et Palmer en
1940. C’est un indice de sévérité de I'atteinte carieuse qui permet de mesurer les antécédents
carieux de la dentition permanente. (10, 11)

AFED AMEO EMED EUROQ SEAED WPERD TOTAL

Figure 1: Caries dentaires (indice CAOD) chez les enfants dgés de 12 ans selon les bureaux régionaux
OMS (Source: Banque de données de I’OMS surla santé bucco-dentaire et Programme OMS sur les
profils de santé bucco-dentaire par pays/région, 2000).
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Grace a de nombreuses études épidémiologiques qui ont été réalisées précédemment, il est

prévu pour les années a venir une augmentation de I'indice CAOD dans des pays en
développement et une baisse dans de nombreux pays industrialisés (10).

Los utibados sur s donreas
" iy -lmmmm.m
Les Ignes en pointilés représantent les ur oguelies un

nimplquent. de la pant de I Organmation mondale de ks Santé.
20ne. 0u de see MUICrids. i QUANt Bu track de 1es frontéves.
B000nd complet peut encore ne Pas exiler. WHO 03 1 7%

Figure 2 : La carie dentaire (CAOD) dans le monde chez les enfants de 12 ans en 2003. (10)

WHO 03477

Figure 3 : La carie dentaire (CAOD) dans le monde chez les adultes de 35-44 ans en 2003. (10)
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2. Etiopathogénie

La carie dentaire est une maladie infectieuse qui se manifeste par une déminéralisation acide

d’origine bactérienne. Trois genres bactériens ont démontré des propriétés cariogénes chez
I’homme : Streptococcus, Lactobacillus et Actinomyces. (17)

» Meécanisme de la carie (8, 11)

Une carie est la conséquence de la production locale d’acides organiques par les bactéries
cariogenes (Streptococcus mutans, Lactobacillus et Actinomyces) contenues dans la plaque
dentaire qui se nourrissent d'hydrates de carbone présents dans les sucres fermentescibles (ex :
saccharose) Cette acidité est alors responsable de la baisse du pH et par conséquent des
phénomenes de déminéralisation des surfaces dentaires. (12)

Dans des conditions physiologiques, il y a une alternance de phases de déminéralisation et de
reminéralisation de I’émail des dents. Cette reminéralisation est possible grace a la présence
de calcium, de phosphate et de fluor dans la salive ; et au pouvoir tampon de la salive. Pour
qu'une carie se développe il faut qu’il se produise un déséquilibre durable en faveur de la
démineéralisation, c'est-a-dire un temps de contact prolongeé et/ou répété entre les bacteéries, les
sucres et 'émail de la dent et/ou une diminution du pouvoir tampon de la salive.

Le schéma de Keyes modifié résume bien I'étiologie de la carie dentaire. 11 existe 3 facteurs
de risque principaux qui interagissent pour créer une carie dentaire :

- Le facteur bactérien (une flore riche en bactéries cariogénes (S. mutans) augmente la
production d’acides.( 13)

- Le facteur alimentaire (une consommation de sucres fermentescibles trop importante
ou trop fréquente (grignotage) augmente le risque carieux.) (13)
La consommation élevée de sucres est le principal facteur de risque de carie dentaire
()

- Et le facteur de la personne / hote (qualité de la salive, qualité de I'émail, anatomie
dentaire, sillons anfractueux)

D’autre part, les facteurs comportementaux (bonnes habitudes de brossage et des contrdles
réguliers), sociaux et environne mentaux (exposition appropriée aux fluorures) sont aussi des
déterminants a prendre en compte dans le développement carieux. (5, 10, 14)

Page 13 sur 62



[sucre

digtétique

désinfection
salive | I
alimentation

Tluor

alimentation nocturne

hygiéne

anatomie
dentaire

s0ins
dentaires]

fréquence

Figure 4 : Schéma de Keyes modifié. (8)

> Les bactéries impliquées dans le processus carieux (7, 15)

Les espéces directement impliquées dans les processus carieux sont : Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Actinomyces naeslundii. (12)

Fosses Su_rt'aces Su rfnc?s Dentine

Sillons lisses radiculaires
Streptococcus mutans +t+ +4++ ++ +
Streptococens sanguis - - + -
Streptococcus salivarius + - + -
Streptococcus mites + - - -
Streptococcus anginosus + - - -
Actinomyces sp. + - + ++
Lactobacillus sp. ++ - ++

Tableau 1: Capacité cariogéne des principales bactéries de la flore buccale

en fonction de leurlocalisation. (12)

e Legroupe Streptococcus mutans : il est impliqué dans les premiers stades du
développement des caries.
e Legroupe Lactobacillus sp : intervient surtout dans la progression et I’évolution de la

carie.

e Le groupe Actinomyces sp : se retrouve essentiellement dans les caries radiculaires et

cémentaires.
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> Le biofilm

Un biofilm est une communauté de microorganismes, adhérents a une surface et englués dans

une matrice de polyméres. Les relations spatiales y sont prédéterminées dans un cycle
coordonné par les molécules de signal.

Dans la cavité buccale, les microorganismes colonisent et adhérent aux surfaces dentaires et

sont englués dans une matrice d’exopolysaccharides formant ainsi le biofilm dentaire
communément appelé plaque dentaire.

L’adhérence est primordiale pour que les bactéries persistent, survivent et puissent par la
suite former un biofilm.

Ce biofilm dentaire peut contenir des espéces de bactéries cariogenes. Les acides produits par
les bactéries (fermentation lactique) sont maintenus au contact de 1’émail. De plus, le pouvoir
tampon de la salive est beaucoup moins efficace car le biofilm dentaire agit comme une
barriere empéchant I’action des systémes tampons.

O streptocoques mutans

dent

lésions carieuses

Figure 5 : biofilm dentaire au contact de la dent.
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La structuration du biofilm dentaire se déroule en plusieurs étapes (6, 15, 16) :

La formation de la pellicule acquise exogéne (PAE)

La PAE est un ¢lément primordial de la constitution du biofilm dentaire puisqu’elle permet la
fixation des bactéries pionnieres.

Il s’agit d’un film protéique d’une épaisseur d’environ 0.1um a 1um, qui est composé de
protéines salivaires (ex : Ig A, 1g G, aloummine) et de sucres ( ex : galactose, mannose...) .
Elle ne posséde aucun élément cellulaire.

Les glycoprotéines jouent le role de récepteurs aux adhésines bactériennes.

La PAE se forme spontanément sur les surfaces bucco-dentaires quelques secondes apres le
brossage des dents !

La colonisation bactérienne

Les bactéries pionnieres sont les premiéres a adhérer a la PAE et peuvent s’y fixer
directement. Le nombre d’espéces bactériennes pionniéres est restreint : On retrouve, entre
autres, Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii, Actinomyces naeslundii. Ces bacteries
possedent a leur surface des adhésines qui reconnaissent spécifiquement des récepteurs de la
PAE.

La colonisation par ces bactéries pionnicres n’assure pas la diversit¢ du biofilm a ce stade
mais est tout de méme indispensable, car elle permettra, dans un deuxieme temps, la fixation
d’autres espéces bactériennes par adhérence interbacté rienne hétérotypique.

La maturation du biofilm dentaire

Aprés quelques heures grace a la multiplication des bactéries pionniéres 1’adhérence des

colonisateurs secondaires, tardifs est possible. On parle de co-adhérence de nouvelles
especes, c'est-a-dire la liaison d’une bactérie libre sur une autre déja fixée.

Ex: Fusobacterium nucleatum et Porphyromonas gingivalis.

Ce phénomeéne concourt ainsi a la diversité du biofilm ainsi qu’a son accroissement en
nombre de bactéries eten volume. (Epaisseur >10 pum)

Plus il y a de couches et plus les conditions environnementales vont changer. Le taux
d’oxygene diminue dans la profondeur du biofilm, permettant le développement des especes
anaérobies. Parmi ces colonisateurs tardifs ou secondaires on retrouve principalement des
especes Gram négatif : Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas, Veillonella,
Prevotella.
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' Adhesin Receptor

Acquired Pellicle

Tooth Surface

Figure 6 : formation du biofilm dentaire (Kolenbrander et London) (17)
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Il. Les maladies parodontales (18, 19 et 26)

1. Définitions

Les maladies parodontales sont des maladies infectieuses polymicrobiennes (a
predominance anaérobie) et a manifestation inflammatoire. Elles atteignent les tissus de
soutien et de revétement de la dent (gencive, cément, desmodonte, os alvéolaire) et entrainent
au fur et @ mesure une destruction progressive de ces tissus de soutien. (21)

2. Généralités (21)

Les symptdmes de la maladie parodontale font suite & I’exposition chronique a une flore
orale pathogéene. (6, 21, 22, 23,82)

Les signes cliniques des gingivites sont une gencive rouge inflammatoire (surtout la papille),
saignant lors d’un contact. Ceux des parodontites sont la présence de poches parodontales et
de récessions, aboutissant, a terme, a la perte de la dent. Les parodontites constituent la
principale cause de perte de dents chez I’adulte. (6, 12, 24, 16 et 21)

Les nombreuses études qui ont été réalisées afin de déterminer les especes microbiennes
impliquées dans les maladies parodontales, ont montré qu’Aggregatibacter
actinomycetemcomitans et Porphyromonas gingivalis sont prédominants parmi les pathogenes
parodontaux (facteurs de virulence, mécanismes pathogénes, forte prévalence partout dans le
monde). Ces études ont également montré que Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia, Eikenella corrodens, Campylobacter rectus, Eubacterium spp, Selenomonas spp,
Tannerella forsythia et Treponema spp étaient des bactéries associées aux maladies
parodontales.

Les souches a Gram négatif possedent un pouvoir parodontolytique supérieur a celui des
bactéries a Gram positif. Les poches parodontales sont des espaces « clos », il n’y a que trés
peu d’oxygene et plus la poche sera profonde, moins il y aura de 'oxygéne. De ce fait les
bactéries qui entrainent et colonisent ces poches parodontales seront surtout des souches
gram négatif anaérobies strictes. Ainsi, lors du passage de I’état sain a la maladie
parodontale, on observe une augmentation importante des bactéries anaérobies strictes, a
Gram négatif, et des organismes motiles. Les spirochetes s’observent dans toutes les
pathologies parodontales. (6, 23, 25, 26, 27,)

3. Classifications

De nombreuses classifications des maladies parodontales existent. Néanmoins, la
classification d’ARMITAGE de 1999 (28) fait consensus. Cette classification sert de
référence pour le diagnostic des maladies parodontales dans les articles scientifiques, dans les
communications entre praticiens.
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» Flore des parodontites chroniques

La parodontite chronique est le type de maladie parodontale le plus commun. Une gingivite
précede toujours une parodontite chronique mais 1’inverse n’est pas vrai. (15,27, 30)

Elle se caractérise par une inflammation gingivale, une perte d’attache, des mobilités et des
migrations dentaires.

Les bactéries qui sont impliquees dans les parodontites chroniques sont Treponema
denticola, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella
forsythia et on sait que ces trois dernieres sont des indicateurs importants de la maladie
parodontale destructrice chez les sujets adultes. (15, 16, 22, 23, 30, 31, 32 et 33)

Pour conclure, environ 75% des bactéries associées a la parodontite chronique sont a Gram
négatif. 90% sont des anaérobies. (6, 23)

» Flore des parodontites agressives

La parodontite agressive se caractérise par une perte d’attache et une destruction osseuse
rapides. Elle est le plus souvent retrouvée chez le sujet jeune, de ce fait on la nomme aussi
parodontite juvénile. (28, 31)

On retrouve beaucoup d’4Aggregatibacter actinomycetemcomitans dans les poches gingivales
de patients atteints de parodontites agressives. (16,23 et 33)

Forme localisée

Les parodontites agressives localisees sont quatre fois plus fréquentes que les parodontites
agressives généralisées. (16)

Dans la parodontite juvénile agressive localisée on retrouve Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, qui est considéré comme le pathogéne prédominant mais aussi
d’autres especes anaérobies a Gram négatif tels que : Fusobacterium nucleatum,
Campylobacter rectus, Capnocytophaga, Porphyromonas gingivalis et Prevotella intermedia.
(6, 16, 23, 31)

Forme généralisée

Dans les parodontites juvéniles généralisées et les parodontites agressives a progression
rapide les especes prédominantes et indispensables au développement de cette pathologie sont
Porphyromonas gingivalis, mais aussi Eikenella corrodens, Selenomonas et Tannerella
forsythia. (15, 16, 22 et 26)

En résumé, dans la parodontite agressive, 65 a 75% des bactéries sont des bacilles a Gram
négatif. (23)
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» Flore des parodontites associées a des maladies systémiques ou infectieuses

Les parodontites observées lors des maladies systémiques sont souvent des parodontites
agressives (la flore sous-gingivale de ces parodontites est donc trés semblable a celle des
parodontites agressives). Ceci s’explique du fait de la moindre efficacité des défenses de

I’hote. (16)

> Flore des maladies parodontales nécrotiques

La flore des parodontites ulcéro-nécrotiques est constituée essentiellement d’espéces
anaérobies strictes, telles que Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia et
Treponema (30 ou 40% de la flore). Une des caractéristiques de la maladie parodontale
nécrotique est I'importante pénétration des spirochétes et de Prevotella intermedia dans le
tissu conjonctif gingival, rendant leur élimination impossible par traitement mécanique. (16)

» Flore des parodontites réfractaires

Il1s’agit des parodontites résistantes au traitement parodontal. (26)

La flore des sites réfractaires est souvent organisée en complexes de trois ou quatre bactéries.
Certaines espéces prédominent dont Porphyromonas gingivalis, Bacteroides, Tannerella
nucleatum, Wollinella
Peptostreptococcus micros. (6, 16, 26)

forsythia,

Fusobacterium

Pour récapituler :

recta,

Streptococcus

intermedius,

Parodontite

Parodontite

Parodontite

Parodontite

agressive agressive chronique réfractaire
localisée genéralisée active
(PJL)

Aa +++ ++ +
Pg ++ -
P intermedia + ++ ++ ++
T forsythensys + + +
P micros + +
F nucleatum + o
Capnocylophaga +
C rectus -
Treponema ++ - +
Entérobactéries +

(Aa : Actinobacillus actinomycetemcomitans, Pg : Porphyromona gingivalis, Prevotella
intermedia. Tannerella forsythensis, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nuclea-
tum, Campylobacter rectus)

Tableau 2 : d’aprés Socransky et coll 1982, Slots et coll 1980, 1985, 1986, Sixou 1999,
Socransky et Haffajee 2002 (20, 34, 80)
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4. Les complexes microbiens

A naeslundii 2
(A viscosus)

S mitis
S oralis
S sanguis

Streptococcus sp.
S gordonii
S intermedius

E corrodens
C gingivalis
C sputigena
C ochracea
C concisus A actino b.
A actino. a

S noxia

Figure 7 : représentation schématique des rapports des especes dans les complexes microbiens
et entre les complexes microbiens (d’aprés Socransky et Haffajee, 1998) (34).

Ausein de la plague dentaire on retrouve souvent les mémes espéces bactériennes regroupées
qui forment ainsi des complexes. Les espéces de chagque complexe ne sont que trés rarement
retrouvées ensemble. Ceci pourrait s’expliquer par la sécrétion de facteurs de croissance par
une bactérie quiserait favorable aux autres bactéries qui composeraient le complexe.

Ces complexes interviennent & différents stade de la pathologie parodontale :

- les bactéries des complexes bleu, vert et jaune sont compatibles avec la santé
parodontale ; ce sont les plus nombreuses en pourcentage et en nombre absolu. (35)
- le complexe violet sert de lien entre les deux premiers complexes.

les complexes rouge et orange se retrouvent dans les poches profondes et surtout dans
les phases actives de la pathologie. Ces 2 complexes sont fortement liés entre eux. (36) Elles
ne sont pas compatibles avec la santé parodontale chez les patients a risque méme si ce sont
les moins nombreuses en pourcentage et en nombre absolu car elles possedent de trés
nombreux facteurs de virulence.

Porphyromonas gingivalis et Tannerella forsythia font partie du complexe rouge et sont en
association avec une aggravation de la pathologie. (35)
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I11. L’halitose
1. Définitions

L’halitose physiologique objective est un terme médical désignant la mauvaise haleine
dépassant clairement un niveau socialement acceptable. Le diagnostic repose sur des
méthodes objectives, permettant la mesure des composés soufrés volatils (CSV), grace a
I’halimeétre. (37, 38, 39) L'halitose concerne prés de 50 % de la population (de fagon
périodique ou chronique). Dans 80 a 90 % des cas, I'halitose trouve son origine au sein de la
cavité buccale elle-méme. (39)

2. Etiologies (37, 40)

» Origine buccale

Il s’agit de I'étiologie la plus fréquente (70%). L halitose est causée par des bactéries qui
dégradent les protéines contenant des acides aminés soufrés (ex: méthionine et cystéine) Ces
bactéries produisent ainsi des Composés Soufrés Volatiles (CSV) responsables de la mauvaise
odeur. Le sulfure d’hydrogéne (H2S), le méthyl mercaptan (CH3SH), le sulfure diméthyl
(CH3SCHBQ) représentent les principaux CSV. (25, 32)

D’aprés de nombreux auteurs, les bactéries anaérobies a Gram négatif possédent le plus
grand potentiel de production de CSV. Les deux espéces les plus actives dans cette
formation sont Porphyromonas gingivalis et Treponema denticola. (25, 33, 41- 46)

Campylobacter rectus, est également capable de produire du sulfure d’hydrogéne et du
sulfure diméthyl. (33)

Dans le biofilm lingual des sujets concernés par I’halitose, on observe non seulement un
nombre total de bactéries significativement plus élevé, mais aussi plus de bactéries
productrices de sulfure d’hydrogéne (Il existe une corrélation entre la présence de
Fusobacterium nucleatum et Treponema denticola dans le biofilm lingual, et I’augmentation
de la quantit¢ de CSV, notamment de sulfure d’hydrogene et de méthyl mercaptan.
Solobacterium moorei n’est retrouvé que chez les sujets atteints d’halitose). (25, 32, 42, 46,
47 et 48)

En présence de cystéine et de méthionine, les bacté ries probiotiques telles que Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri peuvent aussi générer des
guantités considérables de CSV. (46)

Selon d’autres études, chez les sujets concernés par I'halitose, la proportion de Tannerella
forsythia était plus élevée que chez les sujets non concernés, et pourrait signer un risque
augmenté d’halitose. Il est d’ailleurs possible que Tannerella forsythia soit un facteur de
risque important de I’halitose. (42, 48, 49)

Ainsi, les gingivites, les parodontites, les caries, la présence d’un enduit lingual a dominante
bactérienne, ou méme les lésions de la muqueuse buccale, comme les aphtes, les ulcérations
ou les cancers de la bouche, peuvent étre 1’élément causal de 1”halitose.
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» Autres origines

De nombreux aliments absorbés produisent des substances volatiles qui sont libérées (par voie
respiratoire) et seront retrouvées dans I’haleine. Exemples : I’ail, I'oignon, 1’échalote, le radis
noir, ’alcool, le tabac...

Les infections chroniques ORL ou pulmonaires peuvent se manifester par une mauvaise
odeur. Exemples : ’angine de Vincent, une suppuration des amygdales, une suppuration
bronchique ou abces du poumon.

L’halitose d’origine générale concerne le diabéte (corps cétoniques en cas d’hyperglycémie),
I’insuffisance rénale (odeur ammoniaquée), 1’insuffisance hépatique qui produit I’odeur
caractéristique du foetor hepaticus (odeur de poisson).

La prise de certains médicaments est également connue pour engendrer une mauvaise
haleine (anticholinergiques ; dérivés de la phénothiazine ; antibiotiques du fait de la
modification de la flore intestinale)

L’halitose d’origine digestive concerne le reflux gastro-cesophagien, les diverticules
cesophagiens (fermentation des débris alimentaires).
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IVV. Lavanilline (50,51, 52, 53)

1. Historigue (53, 54,55, 56)

La vanille est originaire d'Amérique centrale. Les Azteques ['utilisaient pour adoucir un
breuvage a base de cacao et de piment appelait Tlilxochitl qui signifie « gousse noire »! Ce
n’est qu’en 1703 qu’on utilise le terme de « vanilla » introduit par le pére Plumier (botaniste).

La technique de pollinisation artificielle est le facteur déterminant qui a permis a la vanille
d’étre ce qu'elle est aujourd’hui. En 1836, le botaniste Morren réussit a réaliser la
pollinisation du vanillier dans les serres du jardin botanique de Liege. Mais c’est a Edmond

Albius, un jeune esclave de I’ile de la Réunion, que I'on doit la maitrise de la pollinisation
artificielle ! (50)

La vanilline fut découverte en 1813 par Bucholtz.

Gobley en 1858, signale la présence de vanilline dans de nombreux végétaux (orchidées,
églantiers, écorces de bois...).

En 1874, Tiemann et Haarmaan étudient la structure de la vanilline.

Actuellement I’ardéme de vanille est celui qui est le plus utilisé¢ dans I'industrie alimentaire
(patisseries, vins, lait), (consommation mondiale 20 000 tonnes par an). Mais elle est aussi
utilisée dans le domaine cosmetique, parfumerie (parfums, fragrances), et pharmaceutique...
75% de la quantité mondiale est d’origine synthétique. (50, 57, 58)

2. Généralités (50, 51, 53)

Parmi les multiples composants de I’ardme de vanille, la vanilline en est le principal (le plus
important et le plus caractéristique). Cette molécule est responsable de ’ardme et de 1’odeur
caractéristique de la vanille, elle est présente dans la gousse mdre a hauteur de 2 %.

La préparation de la vanille a pour but de favoriser la formation du parfum, la conservation,
un bel aspect de la gousse. La préparation se fait en 3 étapes :

- L’¢chaudage
- L’étuvage
- Leséchage

En effet la vanilline n’est pas encore présente dans la gousse verte, on parle de vanilloside.
C’est grace aux 3 étapes de la préparation sous I’action de I'enzyme B-glucosidase que la
vanilloside s hydrolyse en vanilline et en glucose. (50)

L’ardme de vanille n’a aucun pouvoir nutritif, sa seule fonction caractéristique est son
pouvoir odorant. La vanilline est un composé trés volatile. (50)

L’extrait liquide de vanille est obtenu par macération des gousses dans I'alcool. (50)

A Theure actuelle trés peu d’études ont été¢ effectuées sur ’action de la vanille sur les
bactéries buccales. Par contre, on retrouve des publications concernant la vanilline dans le
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domaine agro-alimentaire et de plus en plus des articles concernant la vanilline dans le
domaine médical (effet bénéfique contre le cancer, ou pour ses proprietés anti-oxydantes).

Des études ont été réalisées pour observer les propriétés de la vanilline. I1en résulte que c’est
un agent anti-mutagéne, anti-bactérien. Elle pourrait également étre utilisée dans le
traitement de la drépanocytose. (60, 61)

3. Propriétés physicochimigues de la vanilline (57, 59)

La vanilline (3-méthoxy-4-hydroxybenzaldéhyde) est un aldéhyde phénolique (aromatique)
qui :
e apour formule brute : C8H803
e une masse moléculaire : 152,15 g.mol-1
e se présente sous forme de cristaux (ou aiguilles) blancs sensibles a I'humidité et la
lumiére
e Précautions : Conserver dans un endroit sec et sombre.
e fond a 81-83 ° C (point de fusion), son point d'ébullition est a 285 ° C.
e aune faible solubilité dans l'eau (1g/100ml) mais est trés soluble dans 1’éther (acétate
d'¢thyle), dans I’alcool (I'é¢thanol), les huiles et le chloroforme. (62)

4. Les propriétés physiologigues de la vanilline (63)

La vanilline exerce un effet dépresseur du tonus et de la motricité

des fibres lisses, et surtout des fibres intestinales et utérines. De
plus, des bronchospasmes peuvent se déclencher. o

La vanilline est également un excellent anti-oxydant. Dans le corps
humain, la vanilline est transformée en acide vanillique qui possede
des propriétés fongicides et bactéricides. (64)
OCH;
Lors de I’ingestion de préparations culinaires a base de vanille ou

lors de manipulation des gousses de vanille, la vanille peut s’avérer

toxique (le suc de la plante est corrosif et contient de I’acide vanilline
oxalique sous forme de sel de calcium) et entrainer le vanillisme

(dermatose  d’origine allergique entrainant des éruptions
érythémato-papuleuses). (50, 60)

OH

5. Propriétés et utilisations de la vanilline (52)

Autrefois, les Aztéques I’utilisaient comme diurétique, ce qui augmentait la sécrétion urinaire
et aussi comme dépuratif, ce qui permettait de purifier I’organisme.

Outre son utilisation dans le domaine de I’industrie alimentaire, la vanille possede d’autres
propriéeteés intéressantes :
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La vanilline s’oxyde en acide vanillique qui est un acide hydroxybenzoique (famille des
acides-phénols), et un intermédiaire dans la production de la vanilline.

Le r6le d’antioxydant « naturels » des polyphénols (composé chimigue aromatique) suscite
de plus en plus d'intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies
inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégénératives.

» Propriétés anti-cancer : (1, 65)
L’acide vanillique posséde de propriétés « anti-cancer » intéressantes. (63)

Une étude menée sur des souris montre que la vanilline stoppe la propagation des cellules
cancéreuses du sein en diminuant leur capacité a envahir de nouveaux tissus. La vanilline
pourrait un jour étre utilisée pour traiter le cancer.

> Antioxydants : (64, 66, 67, 68)

L’oxydation est une cause majeure de la plupart de nos troubles et maladies. Elle est
provoquée par les radicaux libres qui brilent les tissus sains. Des études ont suggérées que les
effets anti-inflammatoires et anti-oxydants de la vanilline puissent impliquer sa capacité a
bloquer des radicaux libres (blessure du foie).

L’huile essentielle de vanille peut neutraliser ces radicaux libres.

» Anti-dépresseur (69)

La vanille était aussi recommandée pour soigner la mélancolie, les rhumatismes, la fievre,
I’hystérie et la dépression. Connue aussi en tant que stimulant du systéme nerveux, elle
permet de lutter contre la fatigue intellectuelle aussibien que physique.

La vanilline présente dans I’huile essentielle de vanille est un antidépresseur efficace.

Paradoxalement, on la conseille aussi contre les insomnies.

» Lutte contre ’insomnie : (69)

L’infusion de vanille peut aider a obtenir un bon sommeil car elle a des propriétés sédatives
et relaxantes qui abaissent la pression sanguine et détend le systéme nerveux.

> Relaxative :

De nos jours le stress touche énormément d’individus. L’odeur de vanille pourrait aider ces
personnes car elle posséde un effet relaxant et apaisant sur le cerveau.

» Aphrodisiaque : (70)

On dit de la vanille qu’elle est un des plus anciens aphrodisiaques. Au Guatemala, la vanille
était utilisée pour la réalisation de philtre d’amour !

Aujourd’hui encore la vanilline est inscrite & la pharmacopée. On lui attribue une action

stimulante et méme aphrodisiaque pour traiter la frigidité, la perte de libido, I'impuissance et
d’autres troubles sexuels.
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» Beauté (69)

Utilisée en cosmétique, la vanille serait restructurante, régénérante, purifiante, hydratante,
nourrissante et adoucissante.

» Pharmaceutique

La vanilline est utilisée dans 1’industrie pharmaceutique comme intermédiaire de synthése
chimique (propriétés sympathomimétiques dérivant de I’adrénaline et des amphétamines).

Elle sert @ masquer le mauvais gotit des principes actifs d’un médicament.

Enrésumé, la vanille posséde beaucoup de propriétés qui font que cette épice est utilisée dans

de nombreux domaines (alimentaire, pharmaceutique, parfumerie, médical...) et un peu
partout dans le monde.
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V. Les bactéries étudiées

1. Streptococcus mutans

Les streptocoques oraux représentent environ 20% de la flore commensale de la cavité
buccale. Parmi ces streptocoques oraux on distingue 4 groupes :

- anginosus
- mitis

- mutans

- salivarius

Ce sont des cocci a Gram positif, aéro-anaérobies facultatifs et immobiles, typiquement
organisés en chainettes. 1ls sont catalase nitrate-réductase et cytochrome —oxydase négatives.

De nombreuses études ont montré le role étiologique de S. mutans dans la carie. Il est
impliqué dans les premiers stades du développement de cette pathologie, et est un des
streptocoques quantitativement dominants de la flore orale humaine. (23, 71)

Il est acidogéne ; mais aussi acidophile : 11 se développe a des pH relativement bas (pH < 5)

Il synthétise des polysaccharides extracellulaires a partir du saccharose. Ces 3 éléments font
de cette bactérie une des plus cariogenes de la plaque dentaire. (71)
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Figure 8 : Streptococcus mutans. (72)

2. Lactobacilles rhamnosus (6, 73, 23, 16,74, 75)

Les Lactobacilles sp constituent moins de 1% de la flore orale. Ce sont des colonisateurs
secondaires des cavités carieuses. Leur faible capacité d’adhésion aux surfaces lisses explique
leur localisation préférentielle dans les sillons et les faces dentaires triturantes. Ils sont
considérés comme des colonisateurs des cavités profondes.
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Le genre Lactobacillus sp est classé dans les bactéries lactiques c'est-a-dire qu’ils peuvent
réaliser la fermentation lactique (production d‘acides > pouvoir pathogeéne). Leurs caracteres
fortement acidogene et acidophile les ont fait classer en bactéries cariogenes. (12)

Lactobacillus est un gram + qui se présente au microscope sous forme de bacille (batonnets
ou de coccobacille), isolé ou en chainette. Il est anaérobie facultatif, immobile et asporulé. 11
ne produit ni réductase, ni cytochrome-oxydase, ni catalase. (16, 76)
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3. Actinomyces viscosus (7)

Le genre Actinomyces est fortement représenté dans la cavité buccale (environ 10 especes) et
est présent sur 'ensemble des surfaces orales

Les espéces identifiées dans la cavité buccale humaine sont A. georgiae, A. gerencseriae, A.
israelii, A. meyeri, A. odontolyticus, A. viscocus, A. naeslundii. Ces bactéries jouent un role
important dans 1’étiologie des caries chez ’homme. IIs ont été plus spécifiquement impliqués
dans les caries radiculaires et cémentaires (caries généralement rencontrées chez des sujets
de plus de 50 ans). Les Actinomyces permettent la fixation a leur surface de nombreuses
espéces bactériennes et contribuent a assurer la diversité bactérienne au sein du biofilm
dentaire. (12)

Actinomyces se présentent en bacilles ou coccobacilles a Gram positif trés polymorphes,
immobiles et non sporulés. Ils sont catalase positif et anaérobies fac ultatifs. (6)
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4. Tannerella forsythia (6, 12, 81)

La bactérie fait partie de la flore commensale de la cavité buccale et ne constitue donc aucun
risque tant que leur nombre absolu reste restreint.

Au microscope la bactérie a une forme de bacille fusiforme, immobile, gram négatif. Il est
anaérobie strict, asporulé. La bactérie est sensible au Métronidazole et a la Clindamycine,
mais elle est insensible, par exemple, & la Doxycycline. (29, 79)

T. forsythia est d’isolement difficile en raison de ses exigences nutritionnelles. C’est I'une des
bactéries dominantes de la flore des leésions parodontales (poches) en phase de destruction
active (parodontite agressive, parodontite réfractaire) et dans les abcés parodontaux. (36, 12)

On la retrouve aussi dans I’halitose car c’est une espéce capable de produire des Composés
Volatiles Soufrés. (42, 48, 49)

Figure 11 : Tannerella forsythia. (79)

Page 30 sur 62



Partie 2 : Protocole experimental

Comme nous I'avons exposé dans la premiere partie, I’effet de la vanille est beaucoup étudié
dans le domaine agro-alimentaire. Les études se multiplient dans le domaine médical mais a
I’heure actuelle trés peu d’étude se sont portées sur son effet sur les bactéries buccales.

En 2009, Christelle MEMBREDE et le Dr BADET Cécile réalisent une étude expérimentale
portant sur l’effet de la wvanilline sur cinq bactéries buccales : Streptococcus mutans,
Lactobacillus rhamnosus, Actinomyces viscosus, Porphyromonas gingivalis et Fusobacterium
nucleatum. Les résultats obtenus ont montré que la vanilline aurait une action anti-
bacté rienne (anti-cariogénique ?) et anti-biofilm sur ces bactéries (63)

Les bactéries testées dans cette étude antérieure étaient des souches de collection (ATCC),
I’objectif de notre étude a donc été de montrer ces 2 actions sur des isolats cliniques de

Actinomyces viscosus et Lactobacillus rhamnosus ainsi que sur d’autres bactéries buccales
telles que : Tannerella forsythia.

I. Matériels et méthodes

1. Le matériel
> Les substances utilisées
La vanilline

La vanilline utilisée est sous forme de poudre de vanilline pure (formée de cristaux blancs) >

98% HPLC, et d’ester C8H80O3. Elle provient du laboratoire Sigma-Aldrich et a pour
réference Batch No. 086K3676, numero de CAS 121-33-5. Son poids moléculaire : 152.15.

L’extrait de vanille

Nous avons aussi test¢ de I'extrait de vanille alimentaire provenant de I'est de I’ile de la
Réunion.

Figure 12 : extrait de vanille alimentaire utilisée pour les
expérimentations sur Streptococcus mutans.
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>

Les souches utilisées

Les expériences sont réalisées sur les souches de référence qui proviennent de I’American
Type Collection and Culture (ATCC). Elles nous permettront de comparer avec les résultats
de I'étude de 2009. Pour les tests d’inhibition de croissance par méthode de dilution et pour
les tests d’adhérence bactérienne (tubes inclinés) on utilise :

Lactobacillus rhamnosus : ATCC 7469 et isolat clinique (souche de la collection du
laboratoire)

Actinomyces viscosus : ATCC 15987 et isolat clinique (souche de la collection du
laboratoire)

Tannerella forthysia : ATCC 43037

Streptococcus mutans : ATCC 25175

Pour les tests d’adhérence bactérienne sur un biofilm pluri-especes les bactéries sont :

>

Actinomyces viscosus : ATCC 15987
Streptococcus mutans : ATCC 25175
Streptococcus oralis : ATCC 20627
Porphyromonas gingivalis : ATCC 33277
Fusobacterium nucleatum : ATCC 10953

Les milieux de culture

Ce sont des supports qui permettent la culture de bactéries. Les bactéries y retrouvent les
composants indispensables pour leur multiplication et méme parfois des composants qui
favoriseront un genre bactérien. Toutes les espéces bactériennes n’auront pas les mémes
milieux de culture.

On retrouve des milieux de culture liquides et des géloses (apprécier la croissance
bactérienne en fonction de I’espece étudiée).

Les milieux liquides.

>

Pour T. forsythia

Milieu liquide trés spécifique. (Voir annexe 1)

Pour réaliser ce milieu un composant est indispensable: le NAM (acide N-acétyl-muramique).

>

Le milieu TS (Trypticase Soja)

Utilisé pour Streptococcus oralis , Streptococcus mutans , Actinomyces viscosus.

>

Le milieu liquide WCA (Wilkins Chagren Anaerobe)

Utilisé pour Fusobacterium nucleatum , Porphyromonas gingivalis.
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» Le milieu MRS (Man, Rogosa, Sharpe)
Pour Lactobacillus rhamnosus .
» Le FUM (Fluid Universal medium) (voir annexe 2)

Il est utilisé comme milieu universel pour la croissance des bactéries dans le biofilms pluri-
especes.

Les géloses.

» Les géloses Columbia au sang de mouton

Ce sont des milieux riches qui permettent de mettre en culture plusieurs especes bactériennes.

Elles peuvent étre utilisées pour toutes les bactéries citées ci-dessus. (Surtout pour Tannerella
forthysia , Actinomyces viscosus)

» Les géloses Mitis Salivarius

Elles sont utilisées pour I’isolement et la culture de streptocoques. (Streptococcus oralis,
Streptococcus mutans )

> Les gélosesWCA

Utilisées pour I'isolement et la culture des bactéries anaérobies strictes. (Fusobacterium
nucleatum , Porphyromonas gingivalis )

» Les géloses Fuso (Voir annexe 3)

Isolent et permettent la culture des Fusobacterium uniquement.
> Les géloses TS

Utilisées pour les gram positif.
> Les géloses MRS

Pour les Lactobacilles.

2. Méthodes
Différentes concentrations de poudre de vanilline sont testées sur nos souches bactériennes

Chaque expérimentation est réalisée en triplicata afin d’effectuer une moyenne des 3 tubes ou
des 3 disques.
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> Test d’inhibition de croissance : méthode par dilution

10mM | 20mM | 30mM | 40mM | 50mM | 60mM
T. forsythia ATCC Oui Oui Oui
L. rhamnosus ATCC Oui Oui Oui Oui Oui
L. rhamnosus isolat clinique Oui Oui Oui Oui Oui
A.viscosus ATCC Oui Oui Oui Oui Oui Oui
A. viscosus isolat clinique Oui Oui Oui Oui Oui

Tableau 3 : tests d’inhibition de croissance réalisés. Pour S. mutans ATCC, nous avons testé de
I’extrait de vanille liquide a une concentration de 20%.

%+ Les tubes témoins contiennent le milieu liquide (bouillon) + la souche bactérienne.
% Les tubes tests contiennent : bouillon (toujours en fonction de la souche bactérienne)
+ souche bactérienne + vanilline a différente concentration.

Quantité de vanilline pour chagque concentration (pour 10mide milieu)

- pour 10mM = 0.0152¢g
- pour 20mM = 0.03049g
- pour 30mM = 0.0456¢
- pour 40mM = 0.0608g
- pour 50mM = 0.0761g

Protocole :
1¢r jour : Remise en culture des différentes souches bactériennes
2¢éme jour .

- Préparer un inoculum bactérien a partir de la culture overnight, ajuster a une DO de 1
a 650 nm.

- Ajouter 500l de cet inoculum dans les tubes témoins et les tests (entriplicata)

- Placer les tubes a I'étuve a 37°C pendant 24 heures.

3éme jour : dilutions et étalement sur géloses des tubes aprés 24h d’incubation.
50pl de la solution diluée est prélevé et étalé en rateau sur la gélose spécifique a ’espéce.

On place les boites de pétri en anaérobiose a 37° C pendant 24h a 48h. (Voire plus pour T.
forsythia)
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4éme jour : comptage des colonies bactériennes sur geloses.

Les colonies sont comptées sur chaque gélose et les résultats sont obtenus en faisant la
moyenne des triplicatas de chaque série. Le résultat est exprimeé en Log UFC/mL (logarithme
Unités Formant Colonies par mL) par gélose.

» Test d’adhérence sur tube de verre inclinés (83)

10mM 20mM F0mM 40mM 30mM 60mM
L.rhamnosus | oui oui oui oui oui
isolat

clinique
A viscosus | ow oui oui oui oui oui
ATCC
A_viscosus | oui oui oui oui oui
Isolat

clinique

Tableau 4 : tests d’adhérence réalisés.

L’adhérence représente la capacit¢ d’une bactérie a se fixer a un substrat. C’est un facteur
primordial car elle permettra par la suite la multiplication des bactéries. (Voir paragraphe sur
les biofilms partie 1)

Seules les souches bactériennes possédant un pouvoir d’adhérence observé lors de
I’expérience ci-dessus, ont été retenues pour le test d’adhérence. Pour réaliser cette expérience
nous utilisons la méthode de tube de verre incliné décrite par Hamada et Torii.

X/

% Les tubes témoins contiennent : 10ml de milieu (fonction de 1’espéce bactérienne
étudiée) + 1% saccharose.
7/

% Les tubes tests contiennent: 10ml de milieu +1% saccharose+ la vanilline
(expérimentée a différente concentration).

Chaque série de tests est réalisée en triplicata.

- Mettre 500l de la culture overnight a tester (DO = 1 & 650nm) dans le tube contenant
le milieu test ou le milieu ttmoin

- Incliner les tubes selon un angle de 30° et les placer a 37°C pendant 24 heures.

- Recueillir les résultats d’adhérence du biofilm a 24 heures puis 48 heures. Le score
utilisé est celui de Murchinson (de 0: pas de biofilm, a 4 : présence d’un biofilm trés
adhérent)

» Test d’adhé rence bactérienne : biofilm pluri-espéces (84)

Pour réaliser cette expérience nous nous somme basée sur le modele de Guggenheim et al.

(84) Avec quelgques modifications notamment sur les différentes souches bactériennes et le
temps d’incubation ou la méthode de recueil, en ajoutant une étape ultrasonore.
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Chague expérimentation est réalisée en triplicata c'est-a-dire qu’on aura 3 disques témoins, 3
disques avec une concentration de 30mM de vanilline et 3 autres pour une concentration de
50mM de vanilline.

Biofilm
» Préparation de la salive

La salive est prélevée chez les volontaires sains sans stimulation, 1h30 aprés avoir mangé, bu,
et brossé les dents. Les échantillons sont collectés dans des pots de propylene stériles et sont
congeles) -20°C.

Quand un volume de 500 ml de salive est recueilli, les échantillons sont centrifuges 30 min a
4°C a 150000tours/min. Le surnageant ainsi obtenu est pasteuriseé 30min a 65°C, puis
recentrifugé et mis a congeler a -20°C.

» Le supportdubiofilm

Le biofilm se développe sur des disques d’hydroxyapatite stériles (autoclavés 20min a120°C).
Ils seront par la suite placés dans une plaque de 24 puits en polystyréne et stérile.

» Préparationdu biofilm

Les densites optique de chaque culture bactérienne sont ajustées indépendamment a DO =1 +
ou— 0.05 pour une longueur d’onde de 550nm. On prend 1ml de chaque solution, on mélange
pour obtenir la suspension bactérienne finale avec nos 5 especes différentes.

La premiére étape pour créer un biofilm est de former la Pellicule Acquise Exogéne (PAE).
Pour ce faire, on place chaque disque dans un des puits de la plague 24 puits et on ajoute
800l de salive. On laisse cette plaque a température ambiante avec une agitation douce
pendant 4heures.

Puis chaque disque est transféré dans un autre puit et mis au contact de 800l de salive
+800ul de FUM mélangé a la vanilline +200ul de la suspension bactérienne finale. Les
disques sont mis en anaérobiose pour 24h a 37°C.

Ensuite les disques sont de nouveau transférés dans de nouveaux puits et sont mis en
immersion avec 800pul de salive +800uL de FUM enrichi (0.15% de glucose et 0.15% de
saccharose). Ils sont ensuite remis en anaérobiose pour 48h.

Récolte du biofilm

Deux méthodes existent :

- Par grattage (Utilisation d’ instruments de parodontologie)
- Par ultrasons

Lors de notre expérience nous avons choisi la seconde méthode.
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1% étape : Rincer rapidement les disques au sérum physiologique pour éliminer les bactéries
non adhérentes.

2°Me étape : Les disques sont mis indépendemment les uns des autres en immersion dans 1ml
de sérum physiologigque dans des tubes stériles.

3™ gtape : Ces tubes sont passés aux ultrasons pendant 2min, puis sont vortexés pendant
2min. Les bactéries se détachent du disque d’hydroxyapatite et se retrouvent dans le sérum
physiologique. C’est cette suspension qui est prélevée pour étre mise en culture sur les
géloses.

Etalement sur géloses
» Dilutions

Les suspensions présentes dans chaque tube sont diluées & 10 pour toutes les géloses sauf
pour les géloses au sang ot on diluera & 10,

> Etalement

50ul de ces suspensions diluées sont étalés en rateau sur des geloses spécifiques aux especes
introduites dans le biofilm.

On utilisera 5 types de géloses : (voir la partie Matériel ci-dessus)

- Les gélosesWC A+ sang

- Les géloses Mitis Salivarius

- Les géloses au sang

- Les géloses Fuso

- Les géloses TS + sang (enrichie avec du sang)

Les géloses sont mises en anaérobiose a 37°C pendant 72 heures. Et le nombre de colonies
formeées pour chaque especes est compté, des colorations de gram sont effectuées pour Vérifier
les espéces retrouveées.
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II. Résultats (voir annexe 4)

1. Inhibition de croissance : Méthode par dilution

» Pour Streptococcus mutans ATCC

On constate une inhibition bactérienne totale en utilisant 20% d’extrait de vanille. En effet sur
les géloses Mitis Salivarius tests on ne retrouve aucune colonie bactérienne.

Figure 13 : vues des cultures de S. mutans ATCC sur des géloses Mitis Salivarius (Dilution & 10™).
A gauche : le ttmoin (UFC = 115) et a droite : le test a 20% d’extrait de vanille (UFC=0).

» Pour Tannerella forsythia ATCC

A 10mM de vanilline, les tests d’inhibition bactérienne n’indiquent aucune différence

significative avec les ttmoins puisque sur les ttmoins comme sur les géloses tests a 10mM de
vanilline, les colonies présentes sont trop nombreuses pour étre dénombrées.

A partir de 20mM de vanilline, aucune croissance n’est visible. L’ inhibition est donc totale et
significative pour 20mM et 30mM.
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Figure 14: vues des cultures de T. forsythia ATCC sur géloses au sang (dilution 10°).
A gauche : le t¢émoin et a droite : le test al0mM de vanilline.

Figure 15 : vues des cultures de TF ATCC sur géloses au sang (dilution 10-2).
A gauche : le ttmoin et a droite : le test a20mM de vanilline.

» Pour Lactobacillus rhamnosus ATCC et I’isolat clinique

Pour Lactobacillus rhamnosus ATCC

A 10mM, 20mM, 30mM et 40mM, les résultats des tests d’inhibition de croissance
bactérienne ne montrent aucun effet inhibiteur sur la croissance de cette souche bactérienne.

A 50mM par rapport aux témoins nous observons une diminution significative de la
croissance des isolats clinigues de Lactobacillus rhamnosus ATCC. En effet une différence
de 1 log est significative.
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Pour Lactobacillus rhamnosus (isolat clinique)

Pour 10mM et 40mM de vanilline les résultats des tests d’inhibition n’indiquent aucune
différence significative avec les témoins.

Pour 20mM, 30mM et 50mM, les résultats obtenus montrent un effet inhibiteur sur la
croissance de Lactobacillus rhamnosus (isolat clinique).

Figure 16 : vues des cultures de L. rhamnosus (isolat clinique) sur géloses MRS
(Dilution 10-5 des témoins et 10-4 des tubes tests).
A gauche : le t¢moin et a droite : le test a 30mM de vanilline.

Figure 17 : vues des cultures de L. rhamnosus (isolat clinique) sur géloses MRS (Dilution 10°).
A gauche : le ttmoin et a droite : le test a 40mM de vanilline.
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» Pour Actinomyces viscosus ATCC et I’isolat clinique
La souche ATCC et I'isolat clinique n’ont pas la méme concentration d’inhibition.

Pour I’isolat clinique il n’y a aucune différence significative entre les géloses tests de 10mM,
20mM avec les geloses témoins. Les colonies étaient trop nombreuses pour étre comptées. A
partir de 30mM les résultats des tests d’inhibition montrent une diminution significative de la
croissance bactérienne. Et dés 40mM [P’inhibition de la croissance est totale.

Pour la souche ATCC la concentration inhibitrice efficace est 60mM.

Figure 18 : vues des cultures d’'A. viscosus (isolat clinique) sur géloses au sang (dilution 107?).
A gauche : le ttmoin et a droite : le test a 30mM de vanilline.

Figure 19 : vues des cultures d’'A. viscosus (isolat clinique) sur géloses au sang (dilution 10™).
A gauche : le t¢émoin et a droite : le test a 40mM de vanilline.
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Figure 20 : vues des cultures d’A. viscosus ATCC sur géloses au sang (dilution 10%).
A gauche : le ttmoin et a droite : le test a 40mM de vanilline.

Figure 21 : vues des cultures d’A. viscosus ATCC sur géloses au sang (dilution 10*).
A gauche : le ttmoin et a droite : le test a 50mM de vanilline.
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2. Inhibition d’adhérence : test des tubes de verre inclinés mono espéece

» L’isolat clinique Lactobacillus rhamnosus

Des 24heures on observe un biofilm de scorel (pas treés adhérent) sur les parois du tube de
verre des tubes témoins et ceux des tubes tests a 10mM, 20mM et 30mM de vanilline. Par
contre les résultats des tests d’adhérence montrent une inhibition dans la formation de biofilm
pour 40mM et S0mM de vanilline. Avec cependant pour 40mM, I’existence d’une croissance
bactérienne dans le culot du tube.

A 48heures : tubes témoins : formation d’un biofilm de score 3.
Tubes tests a 10mM, 20mM de vanilline : biofilm 2.

Tubes a 30mM de vanilline : biofilm 3.

Tubes tests a 40mM : croissance bactérienne mais pas de biofilm.

Tubes tests a 50mM : pas de formation de biofilm.

A 10mM de vanilline. A 50mM de vanilline

Figure 22 : vues des tests d’adhérence sur LRBAP3.
En arriere-plan : tube témoin et au premier plan : tube test.

» Pour Actinomyces viscosus ATCC

A 24heures : la présence d’un biofilm déja adhérent (2) s’observe sur les parois des tubes de
verre des témoins. On observe la présence d’un biofilm mais aucune formation adhérente sur
les parois des tubes tests a 10mM de vanilline, ainsi qu’une suspension bactérienne dans le
milieu de culture. Les résultats des tests d’adhérence montrent une inhibition dans la
formation de biofilm puisqu’aucun biofilm n’est visible sur les parois des tubes en verre (ni
de suspension bactérienne dans le milieu de culture).

A 48heures : tubes témoins : formation d’un biofilm 3.
Tubes tests 10mM : biofilm de scorel (peu adhérent) + suspension bactérienne.

Tubes tests 20mM, 30mM, 40mM, 50mM et 60mM : aucune formation de biofilm.
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A 10mM de vanilline A 20mM de vanilline

Figure 23 : vues des tests d’adhérence sur A. viscosus ATCC.
En arriere-plan : tube témoin et au premier plan : tube test.

> Pour l’isolat clinique Actinomyces viscosus

A 24heures : les résultats des tests d’adhérence ne montrent pas d’inhibition dans la formation
de biofilm pour les tubes témoins et les tubes tests a 10mM de vanilline. Pour les tubes
témoins on retrouve sur les parois des tubes de verre un biofilm 3, pour les tubes tests a
10mM de vanilline on a un biofilm peu adhérent 1 et la présence de suspension bactérienne
dans le milieu.

A 48 heures : tubes témoins : biofilm de score 4.
Tubes tests a 10mM : biofilm de score 3.

Pour les autres concentrations (20mM, 30mM, 40mM et 50mM) les résultats montrent une
inhibition de la formation de biofilm car aucun biofilm ne s’observe sur les parois des tubes
en verre.
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A10mM de vanilline A 20mM de vanilline

Figure 24 : vues des tests d’adhérence sur A. viscosus (isolat clinique).
En arriere-plan : tube témoin et au premier plan : tube test.

3. Inhibition d’adhérence : test sur biofilm pluri-especes

Lors du comptage des bactéries sur chaque type de gélose, certaines des colonies ont été
prélevées pour étre identifiées par coloration de Gram et observation au microscope. Nous
avons retrouvé 4 des espéces intégrées dans le biofilm : Actinomyces viscosus, Streptococcus
mutans, Streptococcus oralis et Porphyromonas gingivalis.

e Actinomyces viscosus : bacille Gram +

e Streptococcus mutans : cocci Gram +

e Streptococcus oralis : cocci Gram +

e Porphyromonas gingivalis : bacille Gram -

Par contre Fusobacterium nucleatum ne s’est pas intégré au biofilm et nous ne I’avons donc
pas retrouvé sur les géloses ainsi que sur les Gram réalisés.

Les résultats des tests d’adhérence sur le biofilm pluri-espéces ne montrent pas d’inhibition
dans la formation de biofilm que ce soit pour les disques témoins ou bien les disques tests a
30mM. Il n’y a aucune différence significative.
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I1l. Discussion

Le but de ce travail était d’évaluer in vitro les propriétés de la poudre de vanilline sur

la croissance et la formation de biofilm de bactéries cariogenes et impliquées dans la maladie
parodontale et/ou I’halitose.

Sur I’ensemble des tests réalisés, les résultats ont montré 1’effet inhibiteur de la vanilline sur
la croissance de nos quatre bactéries testées : Tannerella forsythia, Lactobacillus rhamnosus,
Actinomyces viscosus et Streptococcus mutans. La concentration d’inhibition est différente
selon la bactérie étudiée, et les écarts peuvent étre importants (20mM pour T. forsythia et
60mM pour A. viscosus ATCC).

Au niveau des tests d’adhérences réalisés (L. rhamnosus isolat clinique, A. viscosus ATCC, A.
viscosus isolat cliniqgue) a 24heures comme a 48heures, les résultats ont montré que la
vanilline agit sur les capacités d’adhérence.

Concernant les tests d’adhérence sur un biofilm pluri-espéces, suite a des problémes
de dissolutions nous n’avons pu réaliser I’expérience uniquement que pour une concentration
a 30mM de vanilline. A cette concentration on s’aper¢oit que la vanilline n’inhibe pas la
formation du biofilm. Les résultats sont non significatifs. De maniere globale notre étude
s’avere €tre en accord avec les résultats obtenus par le Docteur MEMBREDE C. (63).

Pour Streptococcus mutans, en comparant les 2 expériences, nous pouvons dire qu’il existe
bel et bien une action sur la croissance bactérienne car une concentration de 30mM de poudre
de vanilline était efficace pour diminuer de maniére significative le nombre de colonies, et
qua 20% d’extrait de vanille I'inhibition de la croissance bactérienne est totale. Pour
Lactobacillus rhamnosus : les résultats obtenus convergent puisqu’on retrouve la méme
concentration d’inhibition 5S0mM.

Le test d’adhérence bactérienne effectué en 2009 utilisant la souche Streptococcus mutans
montre une inhibition de la formation de biofilm a partir de 30mM. Dans notre étude, ce test a

aussi montré I'inhibition compléte de la formation de biofilm pour L. rhamnosus isolat
cliniqgue (40mM), A. viscosus ATCC (20mM), A. viscosus isolat clinique (20mM).

Si nous comparons nos tests d’adhérence sur le biofilm pluri-espéces, on s’apercoit que le Dr
MEMBREDE a trouvé que pour une concentration de 20mM de vanilline, la formation du

biofilm était inhibée de maniére significative. Alors qu’a 30mM aucune inhibition n’a été
retrouvée sur notre biofilm pluri-espéces.

Au sein de notre laboratoire s’effectue actuellement des expérimentations par le
Docteur NGUYEN D. concernant un biofilm dynamique. Une fois le protocole mis en place il
serait intéressant de faire les tests d’adhérence sur un biofilm dynamique pluri-especes.

Par ailleurs, par manque de produit nous n’avons pu tester I’extrait de vanille uniquement que
sur des tests sur Streptococcus mutans et pour une concentration a 20%. 1l serait intéressant de
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le tester a d’autres concentrations et sur d’autres bactéries ainsi que de réaliser des tests
d’adhérence.

Dans le domaine agro-alimentaire de nombreuses études ont été réalisées mettant en
évidence le pouvoir «anti-microbien» de la vanilline. Parmi ces études, celle du Dr
NGARMSAK M. en 2006 a montré que la vanilline agissait aussi bien sur les bactéries
(P.agglomerans, Micrococcus, Acromanas enteropelogenes lylae et Shingobacterium
spiritovorun) que sur les levures ou les champignons retrouvés dans les aliments. (4) La
vanilline est a 1’heure actuelle bien connue pour ses propriétés « anti-microbiennes » dans le
domaine agro-alimentaire, mais de plus en plus d’études dans le domaine médical pourront
peut-étre faire de cette molécule un anti-bactérien « naturel ».
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Conclusion

Les différentes expérimentations menées au cours de cette étude, ont permis de mettre en
évidence le caractere inhibiteur de la vanilline, aussi bien au niveau de la croissance que de
I’adhérence de ces quatre bactéries : Tannerella forsythia, Lactobacillus rhamnosus,
Actinomyces viscosus et Streptococcus mutans impliquées dans les maladies bucco dentaires.

Outre le fait d’étre utilisée dans I'industrie pharmaceutique ou agroalimentaire, la vanilline
pourrait bient6t étre utilisée en médecine buccale en tant qu’antibactérien « naturel ». Certes
avant d’envisager son utilisation clinique, d’autres expérimentations supplémentaires devront
étre réalisées.

Page 48 sur 62




Annexes

Annexe 1 : milieu liquide pour Tannerella forsythia

ATCC mediom: 1928 PY Mediom (ATCC mediom 1524) with horse serum and NAM

To the =sterile completed PY medium [ATCC Medium 1524 (see below) ],
azeptically add the following to the final concentrations indicated: 5%
zterile heat-inactivated horse zerum and 15 mog/ml filter-sterilized -
acetyl muramic acid.

ATCC Medium 1524:
i

Peptone, Bacto (BD 211&677)......... 5.0 g
Tryptica=ze Peptone (BD 211521)..... 5.0 g
Yeast eXErach .. v v snsnsnsnnnnaaa 0.0 J
0.025% Eesazurin, agueouZ......-..- 4.0 ml
S5alt Solution (see below)......... 40.0 ml
Hemin Solution (2ee belowW)....o...10.0 ml
Vitamin El Solution (2ee below)....0.2 ml
L-Cysteine . HCl....... oo 0.5 g
Diztilled wWwater. ... v eeeaneannns 850.0 ml

Adjust medium for a final pH of 7.0. Mix all ingredients exXcept cyateine
and bring to boil under 530% M., 10% Hy, 10% C0D:. Add cysteine and re-
adjust pH, 1f neces=ary. Tube medium anaerobically using Hungate methods
and the =zame gas phase. Autoclave at 121C for 15 minutes.

Sa3lt Sclutien

Callo i i v ettt n s s snsnsnsnnnnnnns 0.2 g

T T T T 0.2 g

K:"lPC; ............................... 4] [

:.F:PC:. ............................... 4] [

HaHCO: . v v vt v v is i s e s asnsnsnnannnsl 0.0 g

HaCl. ... ...ttt it e e e n e nnnns 2.0 g

Diztilled water.......ccuceueaw-aa--1. oL

Mix CaCl; and MgS5C.: in 300.0 ml distilled water until dissclwved. Add

00.0 ml water and the remaining salts while swirling slowly. Add 200.0

C
ml diztilled water and mizx. Store at 4C.

Suzpend hemin in WaOH:; then add water. Autoclave at 121C for 15 minutes.

5% Ethanol........ e uenuennnnns 30.0 ml

Store in brown bottle at 4C. Dizcard after 1 month.
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Annexe 2 : Composition du Fluid Universal Medium (FUM) (Gmur et Guggenheim, 1983)

Tryptone 10 g/l

Extrait de levure 5 ¢/l
Glucose 3 g/l

Hémine 0,002 ¢/l
Ménadione 0,001 o/l
Hydrochlorure de cystéine 0,5 ¢/l
Dithiothreitol 0,1 g/l
NaCl2,9 o/l
Na2C030,5 ¢/l

KNO3 1 g/l

K2HPO4 0,45 ¢/l
(NH4)2504 0,9 o/l
MgSO4 0,188 o/l

Sérum de veau feetal 5%
pH a ajustera 7.1 +/- 0,2

Annexe 3 : Composition pour gélose Fuso

Digestion pancréatigue de caséine 15¢
Digestion papaique de semoule de soja 59
Chlorure de sodium 5g

Gélose 209

Extrait de levure 5g

Hémine 0,005¢

Vitamine K1 0,01

L Cystéine 0,49

Sang de mouton défibriné 5%
pH75+/-0,2
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Annexe 4 : Résultats

» Tests d’inhibition de croissance bactérienne : méthode par dilution.

e Lactobacillus rhamnosus ATCC

Moyenne Log UFC/ml 10mM 20mM 30mM 40mM 50mM
tubes test 8,54 8,5 8,49 8,7 2,89
tubes ttmoin 9,47 9,47 9,47 9,61 9,61

Moyenne des Log UFC/ml en fonction de la
concentration de vanilline (mM)
12
10
8
6 M tubestest
4 m tubestémoin
2
0
10mM 20mM 30mM 40mM 50mM
e Lactobacillus rhamnosus (isolat clinique)

Moyenne Log UFC/ml 10mM 20mM 30mM 40mM 50mM
tubes test 8,61 8,49 8,2 9,04 5,45
tubes tmoin 9,43 9,43 9,43 9,62 9,62

Moyenne des Log UFC/ml en fonction de la
concentration de vanilline (mM)
12
10
8
6 Mtubestest
4 mtubestémoin
2
0

10mM  20mM  30mM

40mM

50mM
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e Actinomyces viscosus ATCC

Moyenne Log UFC/ml 30mM 40mM 50mM 60mM
tubes test 7,7 7,92 7,86 2,66
tubes témoin 8,64 8,64 8,64 8,64

Moyenne des Log UFC/ml en fonction de la
concentration de vanilline (mM)
10
9
8
7
6
5 M tubestest
4 m tubes témoin
3
2
1
0
30mM 40mM 50mM 60mM
e Actinomyces viscosus (isolat clinique)
Moyenne Log UFC/ml 30mM 40mM 50mM
tubes test 6,28 0 0
tubes tmoin 8,53 8,53 8,53

Moyenne des Log UFC/ml en fonction de la
concentration de vanilline (mM)

O P N W B~ 01O N 0 ©

40mM

50mM

W tubestest
B tubestémoin

30mM
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e Streptococcus mutans ATCC

Moyenne Log UFC/ml

20% d'extrait de vanille

tubes test

0

tubes témoin

7,5975

» Test d’inhibition d’adhérence : test des tubes inclinés. A48 heures

e Lactobacillus rhamnosus (isolat clinique)

témoins 10mMm 20mM 30mM 40mM 50mM
3 2 2 3 0 0
e Actinomyces viscosus ATCC
témoins 10mM 20mM 30mM 40mM 50mM 60mM
3 1 0 0 0 0 0
e Actinomyces viscosus (isolat clinique)
témoins 10mMm 20mM 30mM 40mM 50mM
4 3 0 0 0 0
» Test d’inhibition d’adhérence : biofilm pluri-especes.
moyenne Log UFC/ml gélose au sang gélose mitis salivarius gélose fuso
géloses test 30 mM 7,22 3,76 7,39
géloses témoin 7,4 3,82 7,27
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Moyenne des Log UFC/ml en fonction du type de
gélose

mgéloses test30mM  mgéloses témoin
739 7,27

722 14
I 3,76 3,82 I

gélose au sang gélose mitis salivarius gélose fuso
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Sciences biologiques

Etude de l'effet de la vanilline sur des bactéries buccales

a I’état planctonique et en biofilm

Résumé :

La vanilline est une molécule présente dans la vanille. C'est cette molécule qui confére a la vanille

son odeur tres caractéristique. Actuellement elle est trés utilisée dans le domaine agro-alimentaire et
de la cosmétique.

L’objectif de notre travail a été d’étudier in vitro les propriétés antibactériennes et anti-biofiim de la
vanilline sur des bactéries buccales responsables soit de maladies carieuses soit de maladies
parodontales / halitose. Pour ce faire nous avons réalisé 2 tests (tests d'inhibition de croissance et
tests d’adhérence (sur des tubes de verre inclinés et sur un biofilm pluri-espéces) pour lesquels nous
avons varié la concentration de vanilline. Les résultats obtenus ont montré un effet inhibiteur sur la
croissance et sur 'adhérence des quatre bactéries mais pas sur le biofilm pluri-espéeces.

D’autres études sont nécessaires pour envisager la vanilline comme un anti bactérien « naturel ».

Mots clés :

Vanilline, bactéries buccales, biofilm, effet antibactérien et anti-biofilm.

Study of the effect of vanillin on oral bacteria both in a
planctonic state and biofilm

Summary :

Vanillin is a molecule present in the vanilla. This molecule is the main one who confers vanilla’s
characteristic odor. Currently it is widely used in the food industry and cosmetics.

The objective of our study was to study in \itro the antibacterial and anti-biofilm effects of vanillin on
oral bacteria responsible for caries or periodontal disease or diseases / halitosis. To do that, we
realized two tests (growth inhibition tests and adhesion tests (on glass tubes inclined and on a multi-
species biofilm) and we varied the concentration of vanillin. The results obtained showed an inhibitory

effect on the growth and adhesion of the four bacteria but not on the multi-species biofilm. This is why
more studies are needed to consider vanillin as an "natural” antibacterial.

Keywords :

Vanillin, oral bacteria, biofilm, antibacterial and anti-biofilm effects.
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