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Introduction

Streptococcus salivariusst le premier colonisateur de la cavité buccaie d
nouveau-né. Selon la littérature, la présence tte bactérie est associée a un bon état de
santé bucco-dentaire. Ses propriétés antibact@semmt déja été mises en évidence au niveau
intestinal, aboutissant a son utilisation en targ grobiotique. (10, 11, 13)

Un probiotique est un organisme vivant bénéfiquearpgthote qu’il colonise. Des
compétitions inter bactériennes peuvent se mettrpla&ce et limiter I'évolution de la flore
pathogene afin de maintenir un équilibre au nivdaula cavité buccale et ainsi éviter la
survenue ou persistance de pathologies. C’estrieipe des probiotiques. (48)

Les propriétés antibactériennes de soucheS. dmlivariuscontre la maladie carieuse
et les pathogénes associés ont également commegtceé explorées (11,18) Cependant ces
propriétés sont, a I'heure actuelle, trés peu éaglidans le domaine de la maladie
parodontale. Si certains travaux se sont intérdas@gement aux interactions &e salivarius
avec des bactéries parodontopathogénes (33,56Jnamta encore exploré ['action
potentiellement inhibitrice d8. salivariuscontre des bactéries impliquées dans I'appargton
la progression de la maladie parodontale. Toutefessétudes se sont intéressées a l'action de
certains probiotiques en parodontologie. Les ppaleis souches bactériennes testées ont été
les bifidobactéries et les lactobacilles, dont tl@t inhibitrice sur des bactéries
parodontopathogenes a déja été montrée (48, 58jilitation de ces bactéries comme
probiotique permettrait de diminuer le nombre detér@es de la flore pathogéne et de réduire
les signes cliniques des différentes formes de dieda parodontales. Cependant les

mécanismes d’action sont encore peu connus.

Les propriétés antibactériennes 8e salivariuspourraient étre en rapport avec la
sécrétion de molécules actives contre des espétestigllement pathogenes au niveau de la
cavité buccale. (13, 25, 46, 59)

Le but de cette étude est de mettre en évidermmidh antibactérienne d’isolats
clinigues deS. salivariuscontre deux souches de pathogenes buccausobacterium
nucleatumet Porphyromonas gingivaljset d’'investiguer les mécanismes responsables de

cette activité. L'activité antibactérienne seradée sur des souches a I'état planctonique et



sur un modele de biofilm expérimental. L’'adhérersga mesurée et les mécanismes
antibactériens seront étudiés au niveau génotypidabjectif de notre travail est de trouver
des souches d8. salivariusayant une activité antibactérienne intéressanfmevant donc

étre utilisées comme probiotique a visée buccoaient



. TRAVAUX ANTERIEURS: ETAT DES CONNAISSANCES
ACTUELLES

l.1. STREPTOCOCCUS SALIVARIUS UNE BACTERIE D'INTERET MAJEUR

[.1.1. Famille - Ecologie - Habitat

Streptococcus salivariusst un streptocoque oral du growgadivarius C’est un cocci
Gram positif, le plus souvent groupé en chainetpei appartient a la famille des
StreptococcaceéFigure 1).
La paroi de ces bactéries est assez épaisse (B0nn} et est constituée essentiellement de
peptidoglycanes qui en constituent 40 a 80%; lesesuconstituants étant les acides
teichoiques et les acides lipoteichoiques (LTA).(Lés LTA jouent un role dans I'adhérence
aux cellules et aux bactéries.
Les streptocoques buccaux font partie de la flamrnensale de la cavité buccale et du
tractus respiratoire chez ’'homme et chez l'aninilal représentent plus de 20% de la flore
buccale (14).
Streptococcus salivariugst une des premiéres bactéries a coloniser l@échuccale et
l'intestin du nouveau-né. Dans la cavité buccads,@incipaux sites d’installation sont la face
dorsale de la langue et les épithéliums bucc@B. (
Son réle est fondamental dans 'homéostasie cdgeadans le maintien de I'équilibre de la
flore microbienne. Sa présence est en généraliassaain bon état de santé général et bucco-
dentaire. Chez un individu en bonne santé, elldtiei pas de processus infectieux.
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Figure 1 : Structure deStreptococcus salivariuscocci Gram+ en chainette (crédit photo A. JABOL)
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[.1.2. Modalités de 'action antibactérienne

L’intérét majeur de ces streptocoques reste laait@pde certaines souches a produire
des substances inhibitrices : les bactériocinesddedes lantibiotiques appelées salivaricines
dont l'activité serait particulierement forte sugrtains pathogenes tels g&¢reptococcus
pyogenegl3, 25, 46, 59).

Parmi les salivaricines connues, on retrouve levadatine A, a propriété bactériostatique, la
salivaricine B, bactéricide et synthétisée pardacke K12, les salivaricines D et G32 mais
également la salivaricine 9 synthétisée par la B®UUL10, qui est bactéricide et induit la

formation de pores dans la membrane cytoplasmique.

La capacité a produire des bactériocines et lae farttivité antibactérienne de
Streptococcus salivariuent conduit a son utilisation en tant que probjed, notamment
comme moyen de prévention dans certaines pathslbgiecales ou extra-buccales.

Pour rappel, un probiotiqgue est un organisme vilariéfiqgue pour I'hdte gu'il colonise,
lorsqu’il est administré de facon adéquate (48gstl capable de rentrer en compétition avec
d’autres pathogenes buccaux. Cette compétitiorrbattérienne permet de contribuer au
maintien de I’homéostasie de I'écosysteme buctadi-a-dire de maintenir un équilibre entre
la flore pathogene et la flore associée a un bandét santé buccal en limitant I'évolution des
bactéries pathogénes.

Le premier probiotique oral a avoir été utilisé lastoucheS. salivariuskK12. Elle a été isolée

a partir d'un prélevement réalisé au niveau dedegg d’'un enfant en Nouvelle Zélande.
C’est une souche capable de produire deux lantijies différents : la salivaricine A2 et la
salivaricine B (10, 16). Certaines études ont mfigfficacité de ce probiotique dans le

traitement de I'halitose et le maintien d’une bosaaté de I'oropharynx (9, 17, 25).

11



I.2. LES BACTERIES RESPONSABLES DE LA MALADIE PARODONTAL E

[.2.1. Mécanismes de la maladie parodontale
La maladie parodontale

La maladie parodontale est une maladie d’origirfecireuse. Elle est associée a
'accumulation de plague dentaire et de tartre daspace sous-gingival. C’est une réponse
inflammatoire consécutive a une agression bactégieui entraine la destruction des tissus
de soutien de la dent. Les fibres supra-crestales s premiéres atteintes. L'inflammation
progresse ensuite vers les tissus plus profontisgaant le desmondonte, le cément et I'os
alvéolaire. Cette perte d’os entraine d'importamtzessions de la gencive le recouvrant et
crée ainsi des dénudations radiculaires conségsi€¢higure 2 et 3). L’exposition des racines
conduit a des problémes buccodentaires majeurgerbgnsibilité, carie radiculaires,

mobilités et dans les cas extrémes, la perte dera

Figure 2 : Patiente atteinte de parodontite chronige généralisée
(crédit photo A. JABOL)
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Différentes classifications des maladies parodestakistent. La classification extraite

d’Annals of Periodontology de 1999, répartit legopntites selon la forme clinique et

'agressivité des lésions rencontrées (1). Il exdkinc différents types de parodontite :

Les maladies gingivales ou gingivopathies

Les parodontites chroniques (localisée ou génégllisa progression lente qui
se développent entre les 30 a 40 ans. Le stada garbdontite chronique
s’évalue selon I'étendue et le degré de sévérité tésion.

Les parodontites agressives : caractérisées '@avldtion rapide de leurs
Iésions. Elles sont moins fréquentes et diagnodéisichez des patients jeunes
(entre 20 et 30 ans), majoritairement des femmbss [présentent des stades
aigus et chroniques (61).

La parodontite en tant que manifestation d’'une dialaystémique. Elle peut
étre associée a: des dysfonctionnements hémajakegi des maladies
génétiques et d’autres maladies systémiques (61).

Les maladies parodontales nécrosantes aiguésndeavite ulcéronécrotique, la

parodontite ulcéronécrotique et les abces parodanta

Figure 3 Evaluation radiologique de l'atteinte ossese: parodontite chronique sévere

généralisée (crédit photo A. Jabol)

La maladie parodontale est un probleme de santdigpebmajeur, puisque la

population atteinte augmente chaque année, ce plad®étant accentué par un allongement

de la durée de vie. La proportion de patients téagbar cette maladie serait supérieure au

tiers de la population mondiale (56).
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Le processus infectieux de la maladie parodontale

L’écosysteme buccal est un systeme en équilibrgu(Ei4). Il est constitué, chez un
individu sain, par une flore commensale non pathegge bactéries dites protectrices. Ces
bactéries jouent un role de barriére contre ledébas dites pathogenes et limitent leur
installation dans la flore buccale. Lorsque la iféchtion de ces pathogenes n’est plus
contrblée, les infections peuvent alors se dévelpf4,48). C'est ce déséquilibre au niveau
de I'écosysteme buccal qui sera a l'origine defedihtes pathologies buccodentaires telles

gue la maladie parodontale.

La maladie parodontale est une maladie infectieasec une prédominance de
bactéries anaérobies, pour la plupart a Gram riedaigst une réponse inflammatoire a
'augmentation du nombre de ces bactéries danslteis gingival et a la virulence de ces
pathogénes (14).

Les bactéries parodontogénes sécréetent des toxiessmétabolites et des enzymes
lytigues qui agressent le parodonte et entrais@mtestruction. La dégradation du parodonte
est ensuite accentuée par la réponse immunitaimeeftet, les produits de sécrétion des
bactéries pathogénes stimulent les cellules h@sislentes et immigrantes, qui a leur tour
expriment des enzymes de dégradation des tissuépense a I'agression bactérienne (14).

Ces pathogénes provoquent donc une réponse immanaeterisée par le relargage de
cytokines par les cellules immunitaires (lymphosyt@acrophages...) : élément déclencheur
des voies de dégradation, dont la résorption ossestéoclastique.

Certaines de ces enzymes facilitent la progressemn pathogénes en augmentant la
perméabilité de I'épithélium de jonction. Une part’entre-elles dégrade directement les
protéines de la matrice extracellulaire (les pre#€ala chondroitine et la hyaluronidase) ;
d’autres agissent sur I'adhésion cellule-celluledégradant les cadhérines (glycoprotéines
responsable de I'adhésion intercellulaire) (14).
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Gram positif Gram negatif

Procaryotes | Anaérobes facultatifs | Anadrobes stricts Anadrobes Anadrobes stits
facultatifs
Cocci Streptocoques Peptostreptocoque Neisseria Veillonella
5 anginosus (5 milleri). | P micro V. parvula
& mutans, 5 andguis,
. orglis, 5 milis,
5. intermedis
Peptocoque Branhamella
Bacilles Actinomyces Eubacterium Actinobacillus | Porphyromonas

(Batonnets) | A naelundi, A viscoss, | E nodatum, £ sabumeurn, | Aggregatibacter | P ginghialis
A odonolticus, A israeli | E timidum, E brachy, gctinomycetern- | F endodonialis

E. alactolyticuim CENTEAng
FPropionibacterium Bifidobacterium Capnocy- Prevotella
B, dentium tophaga P intermedia,
. achiraced P nigrescens,

. gingivalis F melaninagenicd,
L, spufigenda F denticoha,

P lpescheii, P oris,
P oralis
Rothia Campylobacter  Bactaroidas
A dentocarnosa C. rectus, Taarneta farsythensis
. curvus, {Tarmneralla forsythia)
C. showae B qrgailis
Lactobacillus Eikenella Fusabacterium
L ors, L ackdophis, E. corrodens F. nuclearum
L salivarius, L bucoalis F. periadon ticum

Haemophilus | Selenomaonas
H aphrophilus | 5 sputigena, 5. moxig
H segnis

Spirochétes et mycoplasmes Mycoplasma Spirachétes
M. orale, M. salivarivim, M hominis da la GUNA
Treponema sp.
T. denticohd —
T wincentii
T socranskil —
I peclingyvorum

Eucaryotes  Candida Entamoeba Trichomonas
. atbicans

Figure 4 Les microrganismes de la plaque
( Source: Wolf H, Rateitschak EM, RateitschakkKH. Paodontologie. Issy-les-Moulineaux : Editions
Masson ; 2005)

Bactéries parodontopathogénes : les interactiometi@ériennes

La seule présence de ces bactéries ne suffit paisiex le processus de la maladie
parodontale. Chez un individu sain, elles sontgmtes dans le sulcus mais sont en équilibre
avec la communauté bactérienne sous gingivaldhétel C’est a la rupture de cet équilibre
gu'apparait la maladie parodontale. Les bactér@odontopathogénes deviennent alors
dominantes par rapport aux bactéries dites béredigtiremplacent progressivement la flore
commensale (14, 33).
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Le désequilibre peut étre accentué par une baesdé&fenses immunitaires ou par une
modification des conditions environnementales ¢l @uite a une prise médicamenteuse par

exemple).

Lorsque les parodontopathogénes (seuls ou en cambi) atteignent des
concentrations critiques au niveau du sulcus, leotentiel pathogene peut s’exprimer.
Cependant, certaines souches sont dites avirujatigegres sont virulentes mais n’expriment
pas nécessairement leur potentiel pathogene. tl dauenvironnement et des conditions

favorables pour que ces souches s’expriment @& rile processus infectieux. (14)

La pathogénicité des bactéries parodontopathogesdsend étroitement des
interactions bactériennes. De nombreuses especeteribanes coopérent entre elles
(Figure5). Les interactions sont indispensables mmfi@ctions dites mixtes telles que la
maladie parodontale. Les parodontopathogéenes datsimat besoin des facteurs des autres
bactéries pour exprimer leur pathogénicité. (14)

Pour que la maladie parodontale puisse progresssr, pathogénes doivent étre
prédominants, et I'environnement doit étre rendwoffable a leur évolution. Les espéces
bactériennes présentes dans leur environnemerdivent! pas inhiber mais potentialiser leur
activite. C’est I'environnement de ces bactéries permet I'expression des facteurs de

virulence des pathogenes.

A naesﬂundr’r’.?@
A vl [
halictali V. parvula ® ®

o] : C. gracilis C. rectus
\ : A. adontolyticus P intermedia
5. mitis P. negrescens @
5. oralis =l P micros , L Y
S. Sanguis ______‘_‘___: 5 constellatus  Fnue vincenttt  E modatum £ ?” givalis
] U : T. forsythia
Streptococcus sp. | | €. corrodens i T otin) ! il
= : T F. nue. pedymorphum T. denticola
5 Q‘Drﬂﬂﬂfr C. glng;mﬂg B hatadants
8. Intermedius C. sputinega T —
@C. ochracea ———— "

C. concisus /- Arared: At A
A, actino. a iRl

Figure 5 Les complexes bactériens
(Source : Wolf H, Rateitschak EM, Rateitschak KH. Rrodontologie. Issy-les-Moulineaux : Editions
Masson ; 2005)
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Facteurs de risque - la susceptibilité de I'h6te

L’évolution de la maladie parodontale dépend de sissceptibilité de [I'héte.
L’expression de la maladie peut donc étre facilpée plusieurs facteurs. Ceux-ci joueraient
un réle dans l'initiation, la rapidité d’évolutiat dans I'aggravation de la maladie.

- les facteurs immunologiques

Certaines formes de gingivites et de parodontigsamissent dans un contexte de
baisse des défenses immunitaires. Une altérationladdonction et du nombre de
polynucléaires neutrophiles, une dysfonction dutésye immunitaire ou encore une
immunosuppression a la suite d’'une radiothéramet autant de facteurs qui favorisent la
progression de la maladie (14).

- les maladies systémiques ou infectieuses (diabéte,.)

Elles jouent un réle dans la réponse de I'héte facme infection. Chez les patients
atteints de maladies infectieuses ou systémigeesydteme immunitaire aura plus de mal a
contenir I'infection. La présence d'une maladietégsque peut également aggraver une
infection déja existante. Des études ont montrélgymévalence de la maladie parodontale
était beaucoup plus élevée et plus sévéere chgzatents atteints de diabéte ou porteurs du
VIH (19).

- Habitudes de vie et stress
La consommation de tabac, drogues et alcool santadeurs qui vont venir aggraver
la maladie parodontale. De plus, le tabac dimirmeéponse inflammatoire face a une
infection et favorise ainsi linstallation et laggression des bactéries pathogenes dans le

systeme sous gingival.

- Les facteurs hormonaux, nutritionnels et génétiques

lls joueraient également un réle dans l'initiatoha la maladie (19).
Tous ces facteurs conduisent a la rupture de lliégeiau niveau de la flore sous-

gingivale (14). lls favorisent ainsi I'émergence Hactéries parodontopathogenes et la

progression des différentes formes de gingivitetegtarodontites.
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Diagnostic microbiologique

Il existe différents tests diagnostics pour évatpglitativement et quantitativement la
flore microbienne chez un patient atteint de pantitte Les analyses microbiennes
permettent d’identifier spécifiquement les pathagenesponsables. Elles sont utilisées chez
les patients qui présentent des récidives apregrdiégsments conventionnels. Ces analyses
permettent également de suivre I'efficacité d’uaitément par antibiothérapie en comparant
I'évolution des différentes populations bactérienniea biologie moléculaire, quant a elle,

nous apporte des informations sur le mode de trsgmm des bactéries (14).

Les techniques d’identification et de quantificataes bactéries peuvent se faire par :
- Examen microscopique direct : pour la déterminatea pourcentages de
morphotypes bactériens présents et la détectiobadtries mobiles, de

spirochetes et de cellules de 'inflammation

- Culture bactérienne sur milieux appropriés: polidentification et
l'isolement des espéces présentes dans I'échantidda plague dentaire.

- Tests enzymatiques: pour la détermination du taex pathogeénes

potentiels présents dans un échantillon de plagotaate.

- Tests immunologiques : ce sont des tests spécHique permettent de
détecter et de quantifier le nombre de pathogenessepts dans

I'échantillon.
- Tests génétiques (sonde ADN avec ou sans amplifitagenomique) :

permettent I'identification et I'évaluation semidantitative des pathogenes

buccaux.
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Traitement de la maladie parodontale

L’objectif des traitements actuels est de rétabtiequilibre normal de la flore buccale
et d’'arréter le phénomene de destruction du pateddls passent par des conseils d’hygiene
donnés aux patients, un débridement mécaniqueri@défa et surfacage) mais également par
la microbiologie. Le but étant d’augmenter la fldnénéfique au détriment de la flore
pathogene.

Il existe aujourd’hui des traitements par antibétpie. lls sont utilisés dans les cas de
parodontites agressives et de parodontites ulcérotigues, en particulier chez les patients
immunodéprimés ou atteints d’'une maladie systémigumfectieuse affaiblissant le systeme
immunitaire. Ces traitements sont également indiglans les cas d’une résistance a tous les
autres traitements. C’est une thérapie anti-indesi qui a pour objectif I'élimination de la
flore bactérienne pathogéne, en particulier la ltiast le moins accessible aux instruments
de débridement (langue, cryptes amygdalienne...)584,

L’antibiothérapie se fait en association aux tragats mécaniques qui eux, jouent un
réle essentiel dans la désorganisation du bioftsgyingival et stoppent I'installation et la
prolifération des bactéries pathogéenes.

L’ANSM recommande toutefois une monothérapie amtifpue qui dépend du type de
parodontite et donc du type de bactéries impliquEkes examen microbiologique régulier
permet de surveiller I'évolution de la flore patbog et de contréler I'efficacité du traitement
antibiotique (14).

19



1.2.2. Présentation de deux parodontopathogéenes

e Fusobacterium nucleatum

Famille - Ecologie - Habitat

Fusobacterium nucleaturast une bactérie de la famille degsobacteriaceaeC’est
I'espece du genrEusobacteriumla plus représentée dans la cavité buccale dmniide. On
le retrouve également dans la flore commensaléagedreil respiratoire ou encore dans la
flore bucco- pharyngée.

Dans la cavité buccale, il peut étre isolé dansalive, les muqueuses linguales et
gingivales, mais il est principalement retrouvé dénplaque supra et infra gingivale. Dans
certaines pathologies, il peut étre associé a @aubactéries notamment dans certaines
infections endontiques et périapicales. Cependanfjucleatumest essentiellement connu
pour son implication dans les gingivites et pardiies.

Fusobacterium nucleatumst un bacille & Gram négatif, anaérobie striatp&roi est
constituée d’'une couche interne tres hydrophilemé&e par un peptidoglycane, et d’'une
couche externe hydophobe appelée membrane exteast, une bicouche lipidique. La
couche interne est constituée de phospholipidda etembrane externe est constituée de
lipopolysaccharides. L'épaisseur totale de sa pesbde 20 & 30 nm. En microscopie optique,
il a une forme effilée aux extrémités, forme erefus (14).

Figure 6 : Observation au microscope optique deusobacterium nucleatum
(crédit photo A. JABOL)
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Virulence et pathogénicité

L’hydrolyse des protéines formera des peptidesmcitles aminés qui apporteront
I'énergie nécessaire &usobacteriumCependant, méme avec un faible apport nutripeiit
survivre. En effet, la présence seule de glutamateme apport énergétique suffit a sa survie.
On retrouve le glutamate dans la cavité buccabeietipalement au niveau du sillon gingival,
ou la proportion efrusobacteriunest tres élevée chez les patients atteints delpatite.

Le catabolisme dd-. nucleatumaboutit & la formation d’ions aluminium, de

propionate et de butyrate qui inhibent la prolifiéna des fibroblastes gingivaux. Ceci a pour

de dégradations sont trés présents dans les ppatmiontales.

F. nucleatum s’associe avec d'autres bactéries de la flores-gingivale pour
exprimer son pouvoir pathogene. On parle de cogagian. Il est capable d’adhérer aux
cellules épithéliales buccales et aux polynucléairmais aussi, au collagéne et aux
fibroblastes gingivaux, grace a sa membrane extemprésence de fibronectine facilite cette
adhésion. L’adhésion aux polynucléaires neutrophifdboutit a la production d’ions
superoxyde et au relargage de lysozymes (14).

Ces phénomenes de co-agrégation et d’adhésionigarit a la destruction des tissus

parodontaux.

Implication dans la maladie parodontale

Fusobacterium nucleaturast une des principales bactéries présentes dasddn
gingival et la plague sous gingivale des patiettsirdas de la maladie parodontale. Il est
toujours retrouvé quelque soit la forme de paratmnSon augmentation au niveau des
poches parodontales est a 'origine de l'inflamoratet de 'augmentation de la quantité de
fluide gingival. Il agit comme un initiateur dedaaladie, il reste cependant trés présent quelle
gue soit la phase de la maladie.

Il permet également I'évolution de la flore sousgiyvale en un systéeme plus
complexe en facilitant I'adhésion d’autres pathageparodontaux tels quorphyromonas
gingivalis Tannerella forsythiaet Treponema denticojaet en leur fournissant I'énergie dont

ils ont besoin.
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Fusobacterium nucleaturfavorise le développement des bactéries parodatitopenes en
jouant un réle d’'intermédiaire entre les colonisateprécoces (les premiers a coloniser le site
sous gingival) et les colonisateurs secondairesd-agrégation se fait en grande partie avec
Porphyromonas gingivalisdont il favorise la colonisation et la survie dalas poche
parodontale (34).

Le réle deF. nucleatumest donc fondamental dans le développement dilrbiebus

gingival et l'initiation du processus d’inflammatiale la maladie parodontale.
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» Porphyromonas gingivalis

Famille-Ecologie-Habitat

Porphyromonas gingivali®€st une bactérie de la cavité buccale. Elle aaékérigine
classée parmi leBacteroidesasaccharolytiques pigmentés de source humainerglessée
par Shah et Collins en 1988 sous le nouveau dammghyromonasC’est une bactérie de la
famille Porphyromonadacede I'ordreBacteroidaleq14).

Porphyromonas gingivalisest une bactérie anaérobie stricte aérotolérdalie. se
développe principalement dans les milieux a fadgport d’oxygéne tels que les sites sous-
gingivaux, mais elle peut étre également présemfaible proportion dans la salive ou sur les
mugueuses buccales. Des conditions favorables aésolution sont nécessaires a son
expression dans la cavité buccale. Ainsi des cimomgitstrictes au niveau de la température,
du pH et de l'apport en nutriments seront nécessaPorphyromonas gingivaljspour
gu’elle puisse exprimer son potentiel pathogénique.

C'est un bacille a Gram négatif. Comme beaucoup bdetéries anaérobies
responsables de maladie parodontale, elle a paticydarité de dégager une forte odeur
putride. Au microscope optique, elle a la formend’petit bacille ou d’'un coccobacille
immobile, encapsulé et non sporulé (Figure 7). Elksure de 0.5 a 1um de diameétre pour
une longueur de 2 um (14).

Figure 7: Observation au microscope optique deorphyromonas gingivalis
(crédit photo par A. JABOL)
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Pathogénicité et facteur de virulence

La virulence deP.gingivalisest intiment liée a I'expression d’adhésines patpar des
fimbriae. Ceux-ci sont de formes et de tailles alales. On parle déimbriae majeurs
lorsqu’ils sont longs et filamenteux et fimbriae mineurdorsqu’ils sont courts et fins. La
virulence serait fonction du type @mbriae exprimé (14).

Les adhésines jouent un rdle dans la formation ldeBlms grace a I'adhésion aux
composants salivaires d’une part et a la coag@gatiec les autres bactéries d’autre part. Ce
sont également des PAMP qui interagissent avec rdespteurs membranaires. Ces
interactions jouent un réle majeur dans la syntlieseytokines pro-inflammatoires (tels que
le Tumor Necrosis Factoro. (TNFa), et linterleukine-B), l'induction de molécules
d’adhésion et de co-stimulation.

La virulence deP. gingivalis est aussi étroitement liee a la libération de oudss
contenant des enzymes protéolytiques telles queajilegipaines. Ce sont des protéases a

cystéine a forte activité protéolytique.

Implication dans la maladie parodontale

Porphyromonas gingivaliest essentiellement retrouvé dans les formes sigesset
généralisées des parodontites, et chez les pattteiats de parodontite chronique séveére.
Cependant on retrouve aussi cette bactérie dangrebapathologies buccales : gingivites et
parodontites nécrotiques, péricoronarites, abcési-ap&aux ; et pathologie extra-
buccales telles que les abces pulmonaires etafaminaux (14).

Dans la maladie parodontale, I'accumulation duiloflans I'espace sous gingival,
entraine une réaction inflammatoire qui rend lesddmns de pH, de température, et d’apport
en nutriments propices a lI'expression du potem#hogéne d&orphyromonas gingivalis
En effet, 'augmentation du flux de fluide gingiydke la température et de I'apport protéique
favorise le développement de cette bactérie asealgtique, entrainant ainsi une baisse de la
guantité d’'oxygene présente dans le milieu.

L’augmentation du pH permet d’augmenter I'actiptétéolytique des gingipaines qui
peuvent alors libérer des peptides, source d’éaer@tessaire R. gingivalis Ces gingipaines
pourront également former de nouveaux sites déidixgpour les fimbriae (14).

Le processus inflammatoire sera accentué gracénseractions deé>. gingivalisavec
les cellules de I'inflammation. Elles conduisedaaynthése de cytokines pro-inflammatoires
gui combinée a l'excrétion de vésicules propagéedistance, amplifient la destruction

tissulaire.
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Ces cytokines pro-inflammatoires jouent un role sdéa phénomene de résorption
osseuse. Celui-ci sera de plus aggravé par la ségormunitaire a l'infection dB. gingivalis
qui entraine une expression d’lgG2 plus importadtetaux élevé en IgG2 est généralement
associé a une perte d’os importante (14).

Le potentiel virulent d®. gingivalisexplique en partie les difficultés de traitemees d
maladies parodontales ainsi que les récidives apmgsment. En effet c’est une bactérie qui
est capable d'intégrer une cellule eucaryote efuteivre a l'intérieur de cette cellule. C’est
cette propriété qui lui permet de se protégerrdésanismes de défense. En outre, plus le
nombre de bactéries est important au niveau saggval et plus le processus de destruction

tissulaire sera important.

Beaucoup de souches sont sensibles aux antikestigulisés pour le traitement de la
maladie parodontale, cependant un certain nombseuehes d@. gingivalissont résistantes
a certains antibiotiques tels que : fefactamines, les tétracyclines, les macrolides.(IL8)
traitement principal de ces affections nécessiteeaat 'association de métronidazole.
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1.3. BACTERIES PARODONTOPATHOGENES ET PROBIOTIQUES: LES
ETUDES DEJA MENEES

1.3.1. Candidats probiotiques déja testés contre des padontopathogénes

La cavité buccale chez un patient sain est un &ty en équilibre. C'est a la
rupture de cet équilibre (déséquilibre entre floéaéfique et flore pathogene) qu’apparaissent
les différentes pathologies de la cavité buccale.

Pour maintenir cet équilibre et éviter I'apparitide pathologies, des compétitions
inter bactériennes peuvent se mettre en placegeétil’évolution de la flore pathogéne. C’est
le principe des probiotiques.

Un probiotique est un organisme vivant bénéfiquerpkhbte qui le colonise, a
condition d’étre administré de fagcon adéquate. Fte efficace, il doit posséder de fortes
propriétés antibactériennes afin d’inhiber les éaes pathogenes et de diminuer le risque de
survenue ou de persistance d’'une pathologie (4%.probiotiques, commercialisés a I'heure
actuelle dans le cadre de pathologies bucco-destasont dirigés contre les bactéries
cariogenes. lls permettraient de diminuer l'indicarieux (18). Parmi ces candidats
probiotiques déja testés, les lactobacilles sonjomt@res. Par exemplel.actobacillus
rhamnosus déja prouvé son efficacité dans le traitemeriadnaladie carieuse (48).

Les lactobacilles ont, en effet, la capacité delpir@ des substances antibactériennes
par fermentation des hydrates de carbone. Ellessagi sur la croissance des bactéries avec
lesquelles elles interagissent en abaissant le pH'ahvironnement. Certaines souches
peuvent, de plus, produire des bactériocines gedoxyde d’hydrogene.

Une étude de J. Samot et C. Badet sur l'activitébaatérienne de candidats
probiotiques, s’est intéressée a l'action de latdkes oraux sur les bactéries potentiellement
pathogenes de la maladie parodontalearphyromonas gingivaliset Fusobacterium
nucleatum Le but de cette étude était de mettre en évideri@etion inhibitrice de
lactobacilles buccaux sur ces deux parodontopattesyéSur 66 lactobacilles testés, 65 ont
inhibé la croissance de nucleatunet 52 celle dé°. gingivalis Selon cette étude, certains de
ces lactobacilles auraient la capacité a produireperoxyde d’hydrogene, et une de ces
souches coderait pour le géne de la Glycerol deatagk. Ce sont deux éléments qui
joueraient un réle dans l'activité antibactériedies lactobacilles (48).

Ces résultats conforteraient I'idée de I'utilisatides lactobacilles comme probiotique
notamment contre les pathogénes responsables ddiesaparodontales.

26



Cependant I'étude de Testa et al, sur les intersct entre deux

parodontopathogenedlrevotella intermediaet Fusobacterium nucleaturat un lactobacille
oral vient a I'encontre de ces résultats. L'étudmitapour but d’évaluer les possibles
interactions antagonistes entre deux parodontogaties [Prevotella intermedia et
Fusobacterium nucleatunsolés a partir de poches parodontales) et quespeces de
lactobacilles I(actobacillus casel. salivarius L. rhamnosusL.plantarun) (53).
Les premiers tests consistaient a étudier lesseffes parodontopathogenes sur la croissance
des lactobacilles oraux, les seconds les effetdlifi€sentes espéces de Lactobacilles sur la
croissance des pathogénes parodontaux. Dans leepreas, seule la croissance de I'espéce
L. caseia été significativement inhibée par la présencé-deucleatumP intermedian’a
présenté aucune activité inhibitrice. Dans le sdcoas, aucun lactobacille n'a inhibé la
croissance des bactéries parodontopathogenesge quedl soit la méthode d’étude utilisée
(53).

Aucune interaction antagoniste entre lactobaci#iepathogenes parodontaux n’a pu

étre démontrée dans cette étude.

Les lactobacilles ont donc prouvé leur efficacité tant que probiotiques dans le
traitement et la prévention de la maladie carieusependant leur action sur les
parodontopathogenes reste encore peu démontré@airetdtion antibactérienne contre les

pathogenes parodontaux ne fait pas 'unanimitéeaudes auteurs.
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1.3.2. Action de Streptococcus salivariusur les parodonpathogénes

Actuellement, trés peu d’études scientifiques ot# éenées sur l'action de
Streptococcus salivariusur les parodontopathogenes. Pourtant, son dfficaa tant que
probiotique dans le traitement de la maladie cagaulargement été démontrée, ainsi que son
action antibactérienne contre d’autres pathogextes-eraux.

En 2008, Van Hoogmoed et al., se sont intéresd@stéion de souches antagonistes
(dont Streptococcus salivarilissur I'adhésion de trois espéces bactériennegipalement
impliguées dans la maladie parodontal®orphyromonas gingivaljs Actinobacillus
actinomycetemcomitanstPrevotella intermedia
Cette étude visait a démontrer une réduction dubner’adhésions a une surface, de souches
pathogenes en présence de bactéries potentiellénidnitrices grace a un systéme d’analyse
des images. Le principe est d’ensemencer une pldgueolyméthylméthacrylate avec les
souches inhibitrices a tester en six points dittinguis d’appliquer un flux avec une
suspension contenant les bactéries parodontopatbegbe nombre de parodontopathogenes
ayant adhéré a la surface de la plaque a I'’endiples souches inhibitrices ont été inoculées
est comparé au nombre de pathogenes ayant adhdiébsence de ces mémes souches
inhibitrices (56).

Les résultats de cette étude ont montré §treptococcus salivariusest capable de
réduire significativement les propriétés d’adhésiefPorphyromonas gingivalist a moindre
mesure celle da. actinomycetemcomitaesPrevotella intermedia

Cela nous suggere queireptococcus salivariupourrait entrer en compétition avec
des bactéries pathogenes de la maladie parodagttdimiter leur adhésion au sein de la
plaque sous-gingivale des patients atteints pate cetaladie. Cette action permettrait
d’empécher la persistance de ces bactéries dassldas et ainsi de ralentir voir stopper
I'évolution de la maladie parodontale. Cette préfgrifait deS. salivariusun tres bon candidat
probiotique contre les espéces parodontopathogenes.

Streptococcus salivariyseut étre classé en deux groupes selon la présenfderilles
ou celle de fimbriae a sa surface. Ces structuoes snpliquées dans les phénomeénes
d’adhésion interbactérienne. Les fibrilles pernmtteotamment I'adhésion de. salivarius
aux cellules épithéliales de la cavité orale. fiebriae sont présents chez 50% des souches
deS. salivariugprésentes dans la cavité buccale (33).

Ces bactéries sont capables de co-agréger aveainsermicroorganismes, en

particulier avec des especes impliquées dans ladmeaparodontale. La co-agrégation est un
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processus complexe impliquant des molécules dacsfdes bactéries. Ces molécules jouent
un réle dans la reconnaissance et 'adhésion &greactéries (33).

L’étude de Lévesque C, Lamothe J et al., a tenté@éheontrer I'importance de la
présence de fimbriae dans les mécanismes de cgadigreé de S. salivarius avec les
parodontopathogenesS. salivarius peut co-agréger aved-usobacterium nucleatum
Porphyromonas gingivaljset Prevotella intermediatrois bactéries clés de la maladie
parodontale (56, 33). Cependant, seule la co-atiphgaavec Prevotella intermedia
nécessiterait la présence de fimbriae. D’autresciires de nature protéiques telles que
larginine seraient impliquées dans la co-agrégatemtre S. salivariuset les bactéries

parodontopathogenes (33).

Les propriétés d’adhésion & salivarius et sa capacité a entrer en compétition avec
différentes bactéries parodontopathogenes en fanban candidat probiotique pour le
maintien de I'écosystéme buccal et/ou le traitentlenta maladie parodontale impliquant les
deux bactéries qui font I'objet de notre étudeseconde partieFusobacterium nucleatuet

Porphyromonas gingivalis
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[I. ETUDE EXPERIMENTALE: EFFET DE STREPTOCOCCUS
SALIVARIUS SUR LES PATHOGENES: FUSOBACTERIUM
NUCLEATUM ET PORPHYROMONAS GINGIVALIS

II.1. SOUCHES TESTEES ET MILIEUX DE CULTURE

Dans cette étude nous avons sélectionné 32 isclatgjues de Streptococcus
salivarius.Ces souches ont été récoltées dans le cadre ddd’@u Dr Monsarat Angélique,
au laboratoire de Microbiologie du Dr Marie-CécBadet de la faculté d’Odontologie de
Bordeaux (38). Les prélevements ont été réaliggatar de la plaque et de la salive d’enfants
atteints de caries précoces.

L’identification des isolats s’est faite par métkdaiochimique (Api 20 Strep) et par biologie
moléculaire, par extraction d’ADN puis PCR avec aee spécifiques selon le protocole

décrit par Igarashi en 2001.

Afin de disposer d’'un témoin probiotique dont pFspriétés antibactériennes ont été
reconnues dans la littérature, nous avons travailié 2 souches supplémentaires Sle
salivarius K12, productrices de bactériocines, la salivagcA2 et la salivaricine B. La
soucheS. salivariusKk12 nous a également servi de témoin positif pesitests PCR de mise

en évidence du géene de la salivaricine A.

Chaque souche a été mise en culture en bouillopti€ase Soja (TS)X{ Annexe let

conservée a 37° C, puis congelée pour conservati8°C.
Les tests antibactériens ont été realisés sur dsawMches parodontopathogenes :
Fusobacterium Nucleaturat Porphyromonas Gingivalisultivées dans un milieu WCA en

anaérobiose a 37°.

Chaque expérimentation a été faite en triplicata.
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II.2. MATERIELS ET METHODES

[I.2.1. Evaluation de l'activité antibactérienne par la méhode de la double
gélose

L’activité antibactérienne des souchesSlesalivariusa été mesurée par la technique
de la double gélose décrite par Flemming HP en 1209 qui a été modifiée pour les
besoins de I'étude.

Le principe de la méthode consiste a déposer spmss de gL de la suspension d&
salivariusa tester a la surface d’une gélose Trypticase @bfannexe PLa suspension ds.
salivariusprovient d’une culture overnight et a été prélatdat ajustée a une densité optique
de DQsonn=1 £ 0.05.

Afin de permettre le développement de coloniesigsi macroscopiquement, les géloses sont
incubées pendant 24 heures a 37°C en anaérobiose.

Les géloses sont ensuite recouvertes avec 7mLIdeegéolle (7g/L d’agar) Coeur-Cervelle
qui a préalablement été ensemencée avec 0.1mL dasfgension bactérienne a tester (en
culture overnight) calibrée a la densité optiqueDd&son=1,4 = 0.05 poulFusobacterium
nucleatum (souche ATCC10953) et a une densité optique des@@1 = 0.05 pour
Porphyromonas gingivalis(souche ATCC33277). Les deux pathogenes ont é&téste
individuellement.

Les géloses sont placées en anaérobiose a 37°@ret&lheures.
Une zone claire autour du spot 8geptococcus salivariusdiqgue une inhibition de

croissance. Le diamétre d’inhibition formé autow chacun des spots est alors mesuré

(Figure 8), et la moyenne des diametres de I'inioibiest calculée.
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Figure 8: Mesure des diametres d'inhibition (créditphoto A. JABOL)
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[1.2.2. Etude des propriétés d’adhérence par la méthode d@nbe de verre

Pour étudier la capacité & salivariusa adhérer a une surface, nous avons suivi la
meéthode en tube de verre utilisée par Hamada @tefrol978. (22)
Elle utilise des milieux Tripticase Soja (TS) ehigen saccharose (1%).
Les cultures overnight des différentes souche& dsalivariussont ajustées a une densité
optique DQsonm= 0.1 (x0.02) puis 50 de chaque culture sont ajoutés dans des tubes
contenant le milieu enrichi en saccharose.
Les tubes sont positionnés sur un socle inclin@°gpar rapport a I'’horizontale, puis incubés
pendant 24 heures a 37°C. (Figure 9)

Figure 9 : Inclinaison des tubes a 30° (crédit photA. JABOL)

La présence d’un biofilm et son adhérence au t@beedre ont été évaluées visuellement par
un score d’adhérence allant de 0 a 4 décrit pacMaoson et al. (40)

Score 0 : Absence de biofilm

Score 1 : Biofilm de faible épaisseur ou trés pdiéaent

Score 2 : Biofilm peu adhérent

Score 3 : Biofilm adhérent

Score 4 : Biofilm épais et tres adhérent
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[1.2.3. Etude des interactions au sein d’un biofilm expérirantal

Les souches d&. salivariusont été testées au sein d’'un biofilm expérimental,
contenant des espéces impliguées dans la formddidnofilm dentaire et inspiré du modele
de Guggenheim (21):

- Actinomyces viscosus
- Streptococcus mutans
- Fusobaterium nucleatum

- Porphyromonas gingivalis

Deux types de biofilm ont été mis en place, unilio€ontenant I'ensemble des espéces sus-
citées ave®. salivarius et un biofilm témoin ne contenant pas de souclesS. salivarius
Les expérimentations ont été réalisées a chagseefoitriplicata. Parmi les 34 souches de

S.salivarius 5 ont été retenues pour cette expérimentation.

Protocole:

Les bactériesont été mises en culture dans un milieu univeRRéM (Fluid Universal
Medium) €cf Annexe ), la veille de la mise en place du biofilm et rsie® incubation a 37°C.
Préparation de la salive: des prélevements de salive ont été réalisés dbgzolontaires
sains au moins 1h30 aprés qu’ils aient bu, mangé& ge soient brossé les dents. Ces
prélevements ont été congelés a -20°C. Apres adatienu un volume de 500 mL, les
échantillons ont été ensuite centrifugés 30 minaté5000 tours/minute. Le surnageant a été
pasteurisé (30 minutes a 65°C) puis stocké a -20°C.

Les supports de biofilm choisis pour cette expérimentation sont des dsque
d’hydroxyapatite stériles (10.6 mm de diametre3nim de hauteur). lls ont été placés dans
une plaque 24 puits en polystyrene.

Les densités optiques des cultures de chacune dp&ces : Actinomyces Viscosus,
Streptococcus mutans, Fusobaterium nucleatum, Boopionas gingivaliset S. salivarius,
ont été ajustées séparément a83=1 = 0.05. 1mL de chaque solution bactérienne @guat

la bonne densité optiqgue a été ensuite récoltémédangée pour former la suspension

bactérienne finale.
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Dans un premier temps, les disques ont été mismiact avec la salive pasteurisée pendant 4
heures, le temps de la formation de la pelliculgue®e exogéne a leur surface. Ensuite, les
disques ont été déplacés dans un nouveau milieiercam 800uL de salive et 80QL de

FUM auquel ont été rajoutés 2QQ. du mélange bactérien. L'ensemble a été mis en

anaeérobiose a 37°C pendant 24 heures.

Au bout de ces 24 heures, les disques ont étéféréssdans du FUM enrichi en glucose et
saccharose (0.15% de glucose et 0.15% de sacchamaseremis en anaéerobiose a 37°C

pendant 48 heures.

Recueil du biofilm :

Les disques ont été rincés, puis immergés dansdardérum physiologique stérile. lls ont été
ensuite vortexés vigoureusement pendant 2 minptes,plongés dans une cuve a ultrasons
pendant 15 secondes a 25 Watts. Les bactérieshdésmades disques et présentes en
suspension dans le sérum physiologique ont alo&rpuécoltées et mises en culture.

La mise en culture s'est faite aprés dilution & par étalement sur géloses au sang et
sur géloses Mitis Salivarius. Les géloses ont éasié mises en anaérobiose a 37°C pendant
6 jours.

Les résultats sont interprétés en comparant le reid colonies qui se sont formées

sur les différentes géloses en présence et erehiabsies.salivarius
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II.2.4. Recherche des génes de salivaricines

Pour la recherche de genes des salivaricines A eto@s avons utilisé la technique
d’amplification d’ADN par PCR (Polymerase Chain R&an).

Les 34 souches de notre étude ont été mises emepkndant 24h avant de procéder aux
extractions d’ADN. Pour nos extractions, nous awttiisé le systéme GenEluteTM Bacterial
Genomic DNA kit (Sigma-Aldrich, Francegf(Annexe B
L’amplification d’ADN par PCR s’est faite avec lesnorces spécifiques des différentes
salivaricines (Tableau 1) selon les protocolesigdgear Wescombe et al. (57, 58, 59) et
Barbour en 2013 (3)

Tableau 1: Amorces spécifiques des salivaricinese& 9

Salivaricines Amorces
Salivaricine A | salAUS : 5-GTAGAAAATATTTACTACATACT-3
(salA) salADS : 5’-GTTAAAGTATTCGTAAAACTGATG-3’
Salivaricine 9 | Siv-F : 5-AAAAAGGCGCTTCTATATCCATGA-3’
(sivA) Siv-R : 5-ATCTTTACCTCAAACTTTTAAGTCCATT-3'

Apres préparation d’'un mix de 4& dont la composition est décrite ci- dessous (@aibl2),
2uL d’ADN ont été ajoutés a ce volume réactionnebnfemble est recouvert de gh
d’huile minérale pour limiter I'évaporation avamhglification. Le mix utilisé est celui décrit

par lgarashi (26) en 2001 et le programme PCRsatdorrespond a celui de Wescombe (58).

Tableau 2: Composition du Mix pour ZuL d'ADN

Mix (pL)
Eau ultra-pure 39.74
10 X Buffer 5
dNTPs (10 mmol/L) 1
Amorce F (10Qumol/L) 1
Amorce R (10Qumol/L) 1
Taq polymérase (5 unitéd/) 0.26
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L’amplification est faite dans un thermocycleuroseln programme spécifique pour chaque
salivaricine (Tableau 3).
La lecture des résultats s’effectue par électrogdmrsur gel d’agarosef(Annexe ¥ Un
témoin positif pour le géne de la salivaricine Asaique pour celui de la salivaricine 9 a été
utilisé pour chacune des séquences : il s'agiad®ulche K12.
- PCR pour sivA : la souche de référence K12 est positive pogete
siv A. D’aprés I'étude de Barbour en 2013, apréglditation de son
ADN, elle présente a I'électrophorése une bandesigd91 pb(3).
- PCR pour salA: I'ADN de
électrophorese une bande situ#/8 pbselon Ross et al. (46).

la souche K12 présente aprés

Tableau 3: Programme spécifique a chaque salivarice

Salivaricine A Salivaricine 9

(salA) (sivA)
Dénaturation initiale 2 minutes, 95°
Nombre de cycles 30 30
Dénaturation 30 secondes, 94°C 30 secondes, 95°C
Hybridation 30 secondes, 55°C 30 secondes, 55°C
Synthése 30 secondes, 65° 1 minute, 65°C
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[I.3. RESULTATS

[1.3.1. Mesure des diametres d’inhibition

e Fusobacterium nucleatum

Tableau 4: Diameétres d'inhibition des différentes suches de S. salivarius sur

Fusobacterium nucleatum

Diamétres d'inhibition sur Fusobacterium nucleatum
S.salivarius |Diamétre 1 (mm) |Diamétre 2 (mm)|Diamétre 3 (mm) |Moyenne {mm)

1 11 12 11 11,3
40 12 10 10 10,7
49 10 9 9 9.3
51 9 9 9 9.0
54 9 9 10 9.3
55 9 9 8 8,7
72 (i) 9 9 8.7
90 1 1 1 1,0
96 1 1 1 1.0
102 & 8 8 8,0
120 7 8 9 8.0
145 11 10 10 10,3
149 10 11 8 a7
152 12 12 10 11,3
153 12 12 11 1,7
166 12 11 11 11,3
170 & 8 8 5.0
180 9 8 8 8.3
186 13 12 12 12,3
187 11 11 10 10,7
192 13 12 13 12,7
202 13 11 11 1,7
210 9 9 10 93
247 10 11 11 10,7
257 12 12 12 12,0
279 13 13 13 13,0
284 10 9 10 97
289 11 10 9 10,0
304 8 9 8 8.3
311 9 8 8 8.3
312 16 17 17 16,7
313 158 17 15 17,7
K12 9 10 9 9.3
K12b 17 15 17 16,3
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Sur les 34 souches &e salivariugestés contré. nucleatum
- 17 souches ont présenté des diamétres moyenshitiohiinférieurs a 10 mm
- 2 de ces souches n'ont induit qu’un liséré péripfuér d’'inhibition de 1mm
- Seules 3 souches ont induit un diameétre moyen muypéx 16 mm

Les 14 autres souches ont induit des diametres msay@mpris entre 10 et 13 mm.

* Porphyromonas gingivalis

Tableau 5: Diamétres d'inhibition des souches d8treptococcus salivariusur
Porphyromonas gingivalis

Diamétres d'inhibition sur Porphyromonas gingivalis
S.salivarius |Diamétre 1 (mm) |Diamétre 2 (mm)|Diamétre 3 (mm) |Moyenne {mm)

1 28 23 30 23,7
40 22 22 24 22,7
49 20 22 20 20,7
51 20 20 15 19,3
54 158 20 19 19,0
55 158 18 17 17,7
72 21 20 20 20,3
a0 16 18 158 17,3
96 26 23 26 26,7
102 18 18 19 18,3
120 17 18 18 17,7
145 16 17 17 16,7
149 20 19 20 19,7
152 20 22 20 20,7
153 158 13 15 18,0
166 15 16 14 16,0
170 14 18 16 16,0
180 158 13 20 18,7
186 158 18 15 18,0
187 12 12 14 127
192 9 10 9 9.3
202 1 1 1 1,0
210 1 1 1 1,0
247 1 1 1 1,0
257 0 0 0 0,0
279 0 0 0 0,0
284 0 0 0 0,0
289 0 0 0 0,0
304 0 0 0 0,0
311 0 0 0 0,0
312 10 10 10 10,0
318 11 10 11 10,7
K12 0 0 0 0,0
K12b 0 0 0 0.0
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Parmi les 34 souches testéesRomphyromonas gingivaljs
- 8 souches n’ont présenté aucune inhibition (absdeceone claire autour du
spot)
- 3 souches n’ont induit qu’'un liséré périphériquanlaibition de 1 mm autour
deS. salivarius
- 19 souches ont inhibé la croissancePdagingivalisavec un diametre moyen
supérieur a 16 mm, dont 6 d’entres elles avec améire supérieur a 20 mm.

Les 4 autres souches ont induit des diametresisupga 9 mm autour d& salivarius

» Comparaison des valeurs F. nucleatumP.gingivalis

Les diametres d'inhibition les plus grands sontuitedsur la souch®. gingivalisa
I'exception de 14 souches, pour lesquelles l'irtfobi a été la plus forte pod. nucleatum
Seules 3 souches @& salivariustestées contre. nucleatum(les souches 312, 318 et K12b)
présentent des valeurs d’inhibition proches dess mjtandes valeurs enregistrées pour

P.gingivalis

Comparaison des valeurs moyennes des diamétres d'inhibition de croissance des souches de
Streptococcus Salivarius sur Fusobacterium nucleatum et Porphyromonas gingivalis

@ Série1 : sur Fusobacterium nucleatum

B Série2 : sur Porphyromonas gingivalis
35 4

30

25 4

20 4

Moyennes des diamétres (mm)

o

AP PG PPEREEEREES GO PE RPN P o

Isolats cliniques de Streptococcus salivarius

Figure 10: Comparaisons des valeurs moyennes d'irhition de S. salivarius
sur F. nucleatumet P. gingivalis
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11.3.2. Etude de I'adhérence

Tableau 6: Répartition des scores d'adhérence desugches deS. salivarius

, . Nombre de souches Types de biofilm
Score d’adhérence o ,
deS. salivarius observés
0 0 Absence de biofilm
1 1 Présent mais non adhérent
2 2 Epais mais trés peu adhérent
3 2 Epais et adhérent
4 23 Epais et trés adhérent

Toutes les souches & salivariusont formé un biofilm dans les milieux TS enrichis
en saccharose. Six de ces souches ont présenté@ldess intermédiaires : cing ont eu un
score d’adhérence évalué a 3-4, et une soucheona &calué a 2-33f Annexe b

Figure 11: Evaluation de I'adhérence du biofilm autube de verre (de la gauche vers la
droite et de haut en bas : (1) Souche 90 : score(2) Souche 55 : score 3, (3) Souche 284 :
score 2, (4) Souche 210 : score 1) (crédit photo Baint-Marc)
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[1.3.3. Les interactions observées au sein du biofilm

Parmi les 34 isolats cliniques des soucheS.dglivariustestés dans la méthode de la
double gélose sur le pathogéRgyingivalis les souches présentant les diametres moyens
d’inhibition les plus élevés ont été sélectionndemar les tests au sein d'un biofilm
expérimental.

Les 5 souches ayant le plus inhibé la croissande. dgngivaliset qui ont été sélectionnées

pour les tests sont : les souches n°1, n°40, mf8® et n°152.

- Les colonies présentes dans le biofilm témoin n&ec@ant pas de souche 8e
salivarius étaient les mémes que celles retrouvées dans [@#msi contenant
respectivement les souches n°40, la n°49, et |&,r&dssi bien sur les géloses au sang

gue les géloses Mitis Salivarius. Leurs nombregifiéraient pas significativement.

- Le biofilm contenant la souche n°152 présentaiplus grand nombre de bactéries

sur le biofilm témoin, et seul des streptococoquieisété retrouvés sur les géloses au
sang. Les 3 géloses Mitis Salivarius ont préseagendacrocolonies rondes et lisses sur
'ensemble de leur surface, identifiées a la cadlorade Gram comme étant des

streptocoques.

L’identification PCR de ces colonies nous a peraés clairement les identifier. I

s’agissait de colonies d&reptococcus salivarius.
- Le biofilm contenant la souche n°1 présentait umin@ de colonies inférieur a
celui du biofilm témoin a la fois sur les gélosas sang et sur les géloses Mitis

Salivarius. Seules 2 colonies Besobacterium nucleatuont été retrouvées.

L’ensemble des géloses a été photographié afinigexnévaluer et de comparer le nombre de

colonies formées a la surface des géloses tembg@ases tests (Figure 12).
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Témoir En présence de la souche n°40

Témoir En présence de la souche n°1

Figure 12: Comparaison des colonies formées apremment sur gélose des biofilms
témoins (sansS. salivariug et des biofilms contenant une souche & salivarius
(crédit photo A. JABOL)
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11.3.4. Les génes de salivaricines

Parmi les 34 ADN des souches 8esalivariustestés, dont la souche de référence K12,
trois ADN se sont révélés positifs pour le gendadgalivaricine 9 (SivA) ceux de :
- la souche K12, notre témoin positif
- la souche 152
- la souche 311
Une double bande est présente entre 400 et 508spdar bases pour la souche 311 (491pb).
Une bande est située également a 491 pb pouruebe® 152 (Figure 13) et K12.

Figure 13: Photographie du gel d'électrophorese ags amplification PCR pour le géne
de la salivaricine 9 (SivA): positif pour la souchd 52 (présence d'une bande a 491 pb)
(crédit photo M. Saint-Marc)

Avec le programme PCR pour salivaricine A, sur 3dsADN testés, trois d’entre eux
étaient positifs pour le géne de salivaricine s#DN de :
- la souche K12, témoin positif
- la souche 49
- la souche 145

Une bande située a chaque fois a 379 pb a étéivégour les 3 ADN.

44



I1.4. DISCUSSION

Le but de notre étude était de mettre en évideneeagtion antibactérienne d’isolats
clinigues deS. salivariuscontre deux pathogénes impliqués dans I'apparédtda progression
la maladie parodontale F. nucleatumet P. gingivalis L'objectif était également de
comprendre les mécanismes de cette inhibition sgtixtionner des souches®lesalivarius
dont les propriétés permettraient leur utilisatiem tant que probiotique a visée bucco-
dentaire. Les résultats que nous avons obtenus peragettent de mettre en avant plusieurs

souches dont les propriétés pourraient en faifeamncandidat probiotique.

L’activité antibactérienne a été dans un premaergs étudiée sur des souches a I'état
planctonique par la technique de la double gélGstte méthode avait déja été réalisée dans
une autre étude visant a mettre en évidence lgwigtés antibactériennes d’autres especes
bactériennes, plus précisément des souches debdadtes contre les deux mémes
pathogéne§. nucleatunet P. gingivalis(48).

Nos premiers tests ont permis de mettre en évidencegertain nombre de souches capables
d’'inhiber de maniére significative les pathogeresds. En effet, parmi les 34 souchessde
salivariustestées contre ingivalis, 22 ont présenté des diamétres d’inhibition supésia
10mm, et 6 d’entre elles possédaient des diamatog®ns supérieurs a 20mm. Ces résultats
nous suggerent alors que plusieurs souches posstritartes propriétés antibactériennes qui
pourraient étre en rapport notamment avec la sénréle bactériocines. Cependant a
linverse, peu de souches & salivariusont réellement inhibd-. nucleatum En effet,
seulement trois de ces souches ont induit des tliesn@inhibition de croissance supérieure a
16mm. Une hypothese pourrait étre que les conditabe milieux deS.salivariusn’étaient
peut-étre pas favorables a I'expression de subssamthibitrices. Il conviendrait donc de
réaliser de nouveaux tests en modifiant les canmtdu milieu de croissance 8esalivarius

La propriété d’adhérence a été étudiée par la odétlen tube de verre décrite par
Hamada et Tori (22) sur nos 34 isolats cliniquesSdesalivarius Ces résultats nous ont
montré quesS. salivariuspossede d’excellentes propriétés d’adhérenceffE placées dans
un milieu enrichi en saccharose, toutes les soutdstses ont formé un biofilm de bonne
gualité et d’épaisseur variable, 23 de ces souahiesu un score d’adhérence maximal de 4.
Cette propriété a former un biofilm trés adhéresttpeimordial pour I'action d’un probiotique
a visée bucco-dentaire. Cela signifie qu'il estadd@ de se maintenir durablement dans la

cavité buccale et d’exprimer durablement son aditibactérienne. (33)
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Cette derniere a été également étudiée au tragtens biofilm expérimental
pluriespecesSeules les cing souches Sesalivariusayant le plus inhib®.gingivalisont été
sélectionnées pour cette expérimentation. La ledctieés résultats s’est faite uniqguement par
appréciation visuelle. Il aurait été intéressant abafirmer ces résultats par comptage
numerique cependant ne disposant pas des moyeessaées pour le mettre en ceuvre nous
nous en sommes tenu a la comparaison d’'images graptuques des différentes géloses par
rapport a une gélose témoin.

Les biofilms contenant la souche n°l1 et a moindesure la souche n°152 semblaient
contenir moins de bactéries, seules ces 2 soudnagst capables d’inhiber ou ralentir la
formation du biofilm. Cependant des expérimentatisnpplémentaires sont nécessaires pour
pouvoir mieux comprendre les mécanismes d’actionedebactéries sur un biofilm. Il serait
notamment intéressant d’étudi8r salivariusau sein d’'un biofilm dynamique pour savoir

comment il interagit au cours du processus de foomau biofilm.

Les mécanismes antibactériens ont également étdiégtltau niveau génotypique.
L'objectif était de mettre en évidence la présenee genes permettant I'expression de
substances inhibitrices : les bactériocines. Nausrsommes intéresses plus particulierement
a deux genes : sivA (pour la salivaricine 9) eAqglour la salivarine A) déja mis en évidence
pour la souche commercialisée K12. La localisatiences génes aprés amplification de
I’ADN de la souche K12 a déja été décrite dansiplus études dont celles de Barbour pour
la salivaricine 9 et celle de Ross pour la saloraé A (3, 46).

Les résultats de notre étude nous ont permis dizenem évidence quatre souches, sur les 34
souches testées, qui possedent le géne codanigedcrétion de salivaricines. Cependant
seules deux salivaricines ont été testées.

A I'heure actuelle, il existe d’autres salivaricsneelles que la salivaricine B et la salivaricine
D qui ont été mises en évidence (5, 7, 25).Nousy@asi supposer gue les souches ayant eu un
résultat négatif pour le géne de la salivaricineuAcelui de la salivaricine 9, possedent peut-
étre les genes codant pour les autres bactérioguiaesont pas été testées dans notre étude.
Pour compléter notre étude, il faudrait donc medimeceuvre un nouveau programme PCR

pour tenter de mettre en évidence la présenceatesgodant pour ces autres salivaricines.

Un certain nombre d'études se sont penchées spoueoir antibactérien d&.

salivarius sur les différents pathogenes buccaux (42,45)s neasentiellement chez les
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patients atteints de carie dentaires (18), et €mepice est considérée comme étant un
indicateur de bon état de santé bucco- dentairel(,aL3).

Ses propriétés en tant que probiotique ont égaled#a montré leur efficacité dans
le traitement de I'halitose et dans le maintiennd'lbonne santé de I'oropharynx (4, 9, 17,
25). D’autres études se sont intéressées aux ns@vemid’'action d&. salivariussur d’autres
pathogenes, tel qu@andida albicang27).

Actuellement, peu d’études ont été menées surrigsriptés antibactériennes &e
salivarius contre des espéces potentiellement pathogenea dwlhdie parodontale. Ainsi
nous ne disposons que de peu de résultats a cangueradtres. Cependant deux études se
sont intéressées aux interactions eStraalivariuset plusieurs parodontopathogénes dent
nucleatumetP. gingivalis.

La premiére, celle de Van Hoogmoed et. al, a déréanieS. salivariuset d’autres especes
antagonistes étaient capables de diminuer I'adbéreeP. gingivalisa une surface (dans
I'étude, une plaque de PMMA). (56). Ces résultatarmient étre corrélés a ceux que nous
avons obtenus pour les tests sur notre biofilm ex@htal avec les souches n°1 et n°152.

La seconde étude de Lévesque, bien que différeegetrdvaux que nous avons menes,
pourrait apporter de nouvelles orientations deegties. Cette étude montre ¢uesalivarius
serait capable de co-agréger awecnucleatumet P. gingivalis (33). On pourrait donc
envisager d'utiliser cette capacité a co-aggrég@ur pinhiber la croissance de

parodontopathogenes ou bien d’inactiver les soucinelentes de ces pathogénes.
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Conclusion

La maladie parodontale est un probleme que nou®n&rons au quotidien dans notre
cabinet. L’efficacité de nos traitements actuetsres dépendante de la motivation du patient.
Une partie de ces traitements se fait par antibrajhie, dans certaines formes de
parodontites. Cependant, une antibiothérapie skanigterme peut conduire a des résistances
bactériennes. Aussi, il aurait été intéressant aitaune approche plus préventive qui
consisterait en la prescription d'un probiotiquervla survenue de la parodontite ou en
traitement de celle-ci. Le but de notre étude élaitc de démontrer que certaines souches de
S. salivariugposséderaient des propriétés antibactériennegiient de cette bactérie un bon
candidat probiotique. Nos expérimentations ont iapeymis de mettre en évidence des
souches deS. salivarius capable d’inhiber la croissance dorphyromonas gingivaljs
bactérie présente dans les formes les plus sédeériesparodontite. De plus, ces souches sont
capables de former des biofilms et d’adhérer foetena une surface. Et cinq de ces souches
ont dans leur ADN des genes codant pour des sudestamhibitrices : les salivaricines A et 9.

Actuellement, les traitements thérapeutiques denddadie parodontale permettent
surtout de ralentir I'évolution de la maladie. lfieacité du traitement dépend beaucoup de la
motivation du patient dans le temps et la malaéiat gouvent récidiver. Pourra-t-on un jour
améliorer I'efficacité de nos traitements gracautlisation de ce probiotique ?

Nos résultats offrent de nouvelles perspectivesedberche notamment étudier les
mécanismes d'inhibition dé&. salivariusau sein d'un biofilm dynamique pour mieux
comprendre ses mécanismes d'action ; et mettrelase pune thérapeutique efficace qui

utiliserait cette souche comme probiotique a visgmco-dentaire.

48



Table des illustrations

Figure 1 : Structure d8treptococcus salivariuscocci Gram+ en chainette (crédit photo A.

0 Y 2 PSRRI 10
Figure 2 : Patiente atteinte de parodontite chromigenéralisée.............cccccvvvviiiievimmnnees 12
Figure 3 Evaluation radiologique de [l'atteinte osge parodontite chronique sévere
généralisée (crédit photo A. JADOI).......utceeeeee e e e 13
Figure 4 Les microrganismes de la PlaqUe...cccceeeeiiiiiiei i 15
Figure 5 Les complexes DACIEIIENS ..........commeeriiiiiiiiiiiiiiiiieeee e e e e s ssennnne e e e e e e e e 16
Figure 6 : Observation au microscope optiqgu€wasobacterium nucleatum..................... 20
Figure 7: Observation au microscope optiqu&®dgphyromonas gingivalis....................... 23
Figure 8: Mesure des diametres d'inhibition (crétdinto A. JABOL) ........ccvvvvvvvciiiiennnnn. 32
Figure 9 : Inclinaison des tubes a 30° (crédit PHRtJABOL) .....vvvvviiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 33
Figure 10: Comparaisons des valeurs moyennes loitiioim deS. salivarius....................... 40

Figure 11: Evaluation de l'adhérence du biofilmtatne de verre (de la gauche vers la droite
et de haut en bas : (1) Souche 90 : score 4, (238055 : score 3, (3) Souche 284 : score 2,

(4) Souche 210 : score 1) (crédit photo M. Saint@fla..............ccooeeiiiiiiiiiiiiicccceee e, 41
Figure 12: Comparaison des colonies formées apaésment sur gélose des biofilms témoins
(sansS. salivariu et des biofilms contenant une souchédsalivarius............c..cccoeeeeee. 43

Figure 13: Photographie du gel d'électrophoresesapmplification PCR pour le gene de la
salivaricine 9 (SivA): positif pour la souche 15#2é€sence d'une bande a 491 pb) (crédit photo

RS F- Y 1Y = 1o PSPPSR 44
Tableau 1: Amorces spécifiques des salivaricin@s A\............ooovvviiiiiiiieiiee e 36
Tableau 2: Composition du Mix POURLLA'ADN .........uuvumiiiiiiieeee e e 36
Tableau 3: Programme spécifique a chaque salim@rici................cceveeieeeiieeeeeeeee s 37
Tableau 4: Diamétres d'inhibition des différentesches de S. salivarius dausobacterium
LTUTod 1T (U o o SRR 38
Tableau 5: Diametres d'inhibition des souches 8&eptococcus salivariussur
Porphyromonas gingivaliS............ceeuiiuuiiiiiiii e 39
Tableau 6: Répartition des scores d'adhérenceodiebas dé&. salivarius..............cceevveeee. 41

49



Bibliographie

1. Armitage Gary C., Development of a Classification System for Redimntal
Diseases and Conditionsnn Periodontol,999, vol.4,n°1, pp. 1-6

2. Bagg J, Macfarlane W, Poxton ] Essentials of Microbiology for Dental Students,
Editions Oxford University Press 1999, 326 p.

3. Barbour A, Philip K, Muriandy S., Enhanced Production, Purification,
Characterization and Mechanism of Action of Salsiar9 Lantibiotique Produced by
Streptococcus salivariusu10, 2013. Disponible sirLoS ONEB(10): e77751

4. Barbour P, Philip K, Variable Characteristic of Bacteriocin-ProducBtgeptococcus
salivarius Strains Isolated from Malaysian Subjects, 2014pBisble surPLoS ONE
9(6): e100541

5. Barbour A., Tagg J, Abou-Zied O.K. et al, New insights into the mode of action of
the lantibiotic salivaricin B, Scientific Reports, 2016. Disponible sur
www.nature.com/scientificreport

6. Barretto C, Alvarez-Martin P, Foata F et al, Genome Sequence of the Lantibiotic
Bacteriocin Producestreptococcus salivariuStrain K12,Journal of Bacteriology,
2012, vol.194, pp. 5959-5960

7. Birri D.J., Brede D.A., Nes |.F, Salivaricin D, a Novel Intrisically Trypsin-Retasit
Lantibiotic from Streptococcus salivariusM6c Isolated from Healthy Infangpplied
and Environmental Microbiology®012 vol.78, n°2, pp 402-410

8. Bodet C., Chandad F., Grenier D Potentiel pathogénique deorphyromonas
gingivalis, Treponema denticolat Tannerella forsythiale complexe bactérien rouge
associé a la parodontiteathologie Biologie2007, vol. 55, pp. 154-162

9. Burton J.P., Chilcott C.N, Moore C.I et al, A preliminary study of the effect of
probiotic Streptococcus salivariu§12 on oral malodour parameterdournal of
Applied Microbiology2006, vol. 100, pp 754-764

10.Burton J.P, Cowley S., Simon R.R. et gl Evaluation of safety and human tolerance
of the oral probioticStreptococcus salivarius12: A randomized, placebo-controlled,
double-blind studyi-ood and Chemical Toxicolog®011, vol. 49, pp. 2356-2364

11.Burton J.P, Drummon B.K, Chilcott C.N. et al, Influence of the probiotic
Streptococcus salivariustrain M18 on indices of dental health in childrem:
randomized double-blind, placebo-controlled trimurnal of Medical Microbiology,
2013, vol. 62, pp. 875-884

12.Burton J.P, Wescombe P.A, Macklain J.M. et al.Persistence of the oral probiotic
Streptococcus salivariuM18 is Dose Dependent and Megaplasmid Transfer Can

50



Augment their Bacteriocin Production and Adhesidra@cteristic, 2013. Disponible
surPLoS ONE2013 8(6): e65991

13.Burton J.P, Wescombe P.A, Moore C.J. et glSafety Assessment of the Oral Cavity
Probiotic Streptococcus salivariu&12, Applied and Environmental Microbiology,
2006, vol.72, n°4, pp. 3050-3053

14.Chardin H, Barsotti O, Bonnaure-Mallet M. Microbiologie en odonto-
stomatologie, Editions Maloine 2006, 329 p.

15. Dierksen Karen P., Moore Chris J., Inglis M. et al, The effect of ingestion of milk
supplemented with salivaricine A-producin§treptococcus salivariuson the
bacteriocin-like inhibitory activity of streptocoaicpopulations on the tongueEEMS
Microbiol Ecol,2007, vol. 59, pp. 584-591

16.Di Pierro F., Columbo M., Zanvit A. et al., Use ofStreptococcus salivarius12 in
the prevention of streptococcal and viral pharyogsiitis in children, Drug,
Healthcare and Patient SafeB014, vol. 6, pp. 15-20

17.Di Pierro F., Donato G., Fomia F et al. Preliminary pediatric clinical evaluation of
the oral probioticStreptococcus salivariuK12 in preventing recurrent pharyngitis
and/or tonsillitis caused b$treptococcus pyogenasd recurrent acute otitis media,
International Journal of General Medicin2012, vol. 5, pp. 991-997

18.Di Pierro F, Zanvit A, Nobili P. et al., Cariogram outcome after 90 days of oral
treatment withStreptococcus salivariugl18 in children at high risk for dental caries:
result of randomized, controlled studglinical, cosmetic and Investigational
Dentistry, 2015, vol. 7, pp 107-113

19.Duyninh T, Jame O., Bousquet P., Gibert P. et al.Classification des maladies
parodontales, EMC-Odontologie 2005, vol 1, pp. 58-66. Disponible sur:
http://france.elsevier.com/direct/EMCODO/

20. Fleming HP, Etchells JL, et Costilow RN Microbial inhibition by an isolate of
pediococcus from cucumber brinégpl Microbiol, 1975, vol. 30, pp. 1040-1042

21.Guggenheim B, Gmir R, Galicia JC In vitro modeling of host-parasite interaction:
the ‘subgingival’ biofilm challenge of primary humapithelial cellsBMC Microbiol,
2009, 12p. Disponible sulnttp://www.biomedcentral.com/1471-2180/9/280

22.Hamada, S., and M. Torii, Effect of sucrose in culture media on the locatad
glucosyltransferase of Streptococcus mutans anidaddélerence to glass surfaces,
Infect Immun1978, vol.20, pp 592-9

23.Heng N.C.K, Haji N.S, Kalyan A. et al, Genome sequence of the Bactriocin-
Producing Oral Probiotic Streptococcus salivariusStrain  M18, Journal of
Bacteriology,2011, vol. 193, pp. 6402-6403

24.Houle M.A., Grenier D, Maladies parodontales: connaissances actudiédecine et
maladies infectieusex003, vol.3, pp. 331-340

51



25.Hyink O., Wescombe P.A., Upton M. et al). Salivaricin A2 and the Novel
Lantibiotic Salivaricin B are encoded at adjacentciL on a 190-Kilobase
Transmissible Megaplasmid in the Oral ProbiotiaistGtreptococcus salivarius12,
Applied and Environmental Microbiolog®007, vol.73, n°4, pp. 1107-1113

26.1garashi T, Yano Y, Yamamoto A et a Identification ofStreptococcus salivariusy
PCR and DNA probd,ett Appl Microbiol,vol.32, n°6, pp. 394-397

27.Ishijima S.A., Hayama K., Burton J. et al, Effect of Streptococcus salivarius12
on the In Vitro Growth ofCandida albicansand Its Protective Effect in an Oral
Candiasis ModelApplied and Environmental Microbiolog2012, vol. 78, n°7, pp.
2190-2199

28.Jamali Zahra, Aminabadi Naser Asl, Samiei Mohammadet al, Impact of
Chlorhexidine Pretreatment Followed by ProbioBtreptococcus salivariuStrain
K12 on Halitosis in Children: A Randomised ContdlIClinical Trial,Oral Health
Prev Dent2016, vol. 14, n°4, pp. 305-313

29.Jia Fang, Genome Sequence of the Oral Probidiiteptococcus salivariugF,
American Society for Microbiolog016 vol.4, Issue 5

30.Ke Xiaojing, Lei Lang, Li Huang et al, Manipulation of necroptosis by
Porphyromonas gingivaliperiodontitis developmeniolecular Immunology2016,
vol.77, pp. 8-13

31.Labbé S., Leke N., Marcotte C. et al.Interactions bactériennes : réle déterminant
lors des maladies parodontalb&d Mal Infect1999, vol. 28, pp. 186-192

32.Lakshman Samaranayake Essential Microbiology for Dentistry, 3éme editjo
Editions Elsevier Health Sciences, 2006, 384 p.

33.Lévesque C, Lamothe J, Frenette M Coaggregation oStreptococcus salivarius
with periodontopathogens: evidence for involvemehtfimbriae in the interaction
with Prevotella intermediaOral Microbiology Immunology2003, vol. 18, pp. 333-
337

34.Li Yan, Guo Hongmei, Wang Xijun, et al, Coinfection with Fusobacterium
nucleatumcan enhance the attachment and invasioRasphyromonas gingivalis or
Aggregatibacter actinomycetemcomitaashuman gingival epithelial cellgrchive of
Oral Biology, 2015, vol. 60, pp. 1387-1393

35.Liu Junchao, Tang Xiaolin, Li Chen, et al, Porphyromonas gingivalipromotes the
cell cycle and inflammatory cytokine production periodontal ligament fibroblast,
Archive of Oral Biology2015, vol.60, pp. 1153-1161

36.Manning J., Dunne Eileen M, Wescombe Philipp.A et lg Investigation of

streptococcus salivariusiediated inhibition of pneumococcal adherence to
pharyngeal epithelial cellEMC Microbiology,2016, vol. 16, p 225

52



37.Marchisto P., Esposito S., Principi N. The evidence for applyin§treptococcus
salivarius 24SMB by nasal spray for preventing recurrent otitiedia,Eur J Clin
Microbiol Infect Dis,2016, vol. 35, pp. 1889-1890

38.Monsarat Angélique, Suivi des taux détreptococcus sspt delactobacillus ssp
chez les enfants atteints de caries précoces ataaprés soins sous anesthésie
générale, 90p, Thése de doctorat : Chirurgie Demthliniversité de Bordeaux, 2014

39.Mosca A., Miragliotta Luisa., lodice M A., Antimicrobial profiles ofPrevotella spp,
and Fusobacterium nucleatumsolated from periodontal infections in a selecteda
of southern ItalyInternational Journal of Antimicrobial Agent2007, vol. 30, pp.
521-524

40.Murchison H, Larrimore S ,Curtiss R, 3rd, Isolation and characterization of
Streptococcus mutans mutants defective in adherandeaggregatiorinfect Immun
34 (1981) 1044-55.

41.Nase L, Hataka k, Savilathi E et al.,, Effect of long-term consumption of a probiotic
bacterium,Lactobacillus rhamnosu&G, in milk on dental caries and caries risk in
children,Caries Res2001, vol 3, pp 412-420

42.0gawa A, Furukawa S, Fujita S. et al. Inhibition of Streptococcus mutari&iofilm
Formation by streptococcus salivarius FruA, Applied and Environmental
Microbiology, 2011, vol. 77, n°5, pp 1572-1580

43.0kuda T., Kokubo E, Kawana T, Synergy in biofilm formation between
Fusobacterium nucleaturand PrevotellaspeciesAnaerobe 2012, vol. 18, pp. 110-
116

44.0rti V., Jame O., Calas I. et al, Antibiothérapie et maladie parodontal&iC-
Dentisterie, 2004, vol. 1, pp. 62-70. Disponible sur ElsevielSSA

45.Rogers A.H Bacteriocin Production and Susceptibility Amongraths of
Streptococcus mutarSrown in the Presence of Sucrpgetimicrobial Agents And
Chemotherapyl974, vol.6, n°5, pp. 547-550

46.Ross Karen F., Ronson Clive W, Tagg John Rlisolation and Characterization of
the Lantibiotic Salivaricine A and its Structurale® salA fromStreptococcus
salivarius 20P3, Applied and Environmental Microbiology,993, vol.59, n°7, pp.
2014-2021

47.Saito A., Kokubu E, Inagaki S., Porphyromonas gingivalientry into gingival
epithelial cells modulated blfusobacterium nucleatuns dependent on lipid rafts,
Microbial Pathogenesi012, vol.53, pp. 234-242

48.Samot J, Badet C Antibacterial activity of probiotic candidatesrforal health,
Anaerobe Novembre 2013, vol. 19, pp. 34-38. DisponibleSciVerse ScienceDirect

49.Samot J, Lebreton J, Badet C Adherence capacities of oral lactobacilli foregmdtal
probiotic purposesinaerobe 2011, vol. 17, pp. 69-72

53



50.Sanchez Gabriel A, Acquier Andrea B, De Couto A etl., Association between
Aggrgatibacter actinomycetemcomitaasd Porphyromonas gingivaligr subgingival
plaque and clinical parameters, in Argentine pa&iemith aggressive periodontitis,
Microbial Pathogenesi015, vol. 82, pp. 31-36

51.Sterer N, Rosenberg M Streptococcus salivariugromotes Mucin Putrefaction and
malodor production byorphyromonas gingivaljslournal of Dental Researci2006,
vol. 10, pp. 910-914

52. Tamura S., Yonezawa H., Motegi M Inhibiting effect ofStreptococcus salivariusn
competence-stimulating peptide-depedent biofilnmiation byStreptococcus mutans
Oral Microbiology Immunology2009, vol.24, pp 152-161

53.Testa Mercedes M, Ruiz de Valladares R, Benito de d&denas |, Antagonistic
interactions amongdrusobacterium nucleaturand Prevotella intermediawith oral
lactobacilli,Research in Microbiology2003, vol. 154, pp. 669-675

54.Tomita Sachiyo., Komiya-lto Akiyo., Imamura K., Kita D. Prevalence of
Aggregatibacter actinomycetemcomitamg] Tannerella forsythian Japanese patients
with generalized chronic and aggressive periodsniicrobial Pathogenesis2013,
vol. 61, pp. 11-15

55.Upton M, Tagg JR, Wescombe P, Jenkinson HHntra- an Interspecies Signaling
betweenStreptococcus salivariusnd Streptococcus pyogendtediated by SalA and
SalAl Lantibiotc Journal of Bacteriology 2001/0l. 183, pp 3931-3938

56.Van Hoogmoed C.G, Geertsema-doornbusch, Teughels €t al, Reduction of
periodontal pathogens adhesion by antagonisticinstraOral Microbiology
Immunology 2008, vol. 23, pp. 43-48

57.Wescombe P.A, Dyet K Dierksen K.P., et gl.Salivaricin G32, a Homolog of the
PrototypeStreptococcus pyogenésisin-like lantibiotic SA-FF22, Produced by the
Commensal SpecigStreptococcus salivarius, International JournalNicrobiology,
2011, vol.2012, 10p

58.Wescombe P.A, Upton M., Dierksen K.J. et gl.Production of the Lantibiotic
Salivaricin A and Its Variants By Oral Streptocoecid Use of a Specific Induction
Assay To Detect Their Presence in Human Salipplied and Environmental
Microbiology,2006,vol. 72, n°2, pp. 1459-1466

59.Wescombe P.A, Upton M., Renault R.Salivaricin 9, a new lantibiotic produced by
Streptococcus salivarius, Microbiolog®Q11, vol. 157, pp. 1290-1299

60.Zilm Peter S., Rogers Antony H, Co-adhesion and biofilm formation by
Fusobacterium nucleatunm response to growth pHAnaerobe,2007, vol. 13, pp.
146-152

61.Zunzarren R, Guide Clinique d’odontologie,é?e édition, Editions Elsevier Masson
2014, pp. 94-107

54



Annexes

Annexe 1: Composition de la gélose molle BHI et de la gél®g'S

La gélose molle est préparée puis stérilisée |Hevdes expérimentations. Elle est ensuite
conserveée au réfrigérateur.

Composition : BHI ana

79/L Agar

- 10 mg/L Hémine

- 1 mg/L Ménadione

- 5 g/L Extrait de levure

Composition Gélose TS (Quantités pour 20 géloses) :

- Mélange pour bouillon TS : 15 g

- Agar (15 g/L)

- 500 mL d’'eau distillée

Une fois la préparation faite, elle est placée dan$lacon pour étre stérilisée a l'autoclave.

Elle est ensuite coulée dans des boites de Pétliauconservera au réfrigérateur.
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Annexe 2: Composition du milieu FUM et du milieu TS

Millieu FUM
Pour 1 litre d’eau distillée :

- 10 g Tryptone

- 5 g Yeast extract

- 3 g Glucose

- 2 mg Hémine

- 1 mg Menadione

- 0.5 g Cystéine hydrochloride
- 0.1 g Dithiotreitol

- 2.9 g NACI

- 0.5 g Na2CO3

- 1 g KNO3

- 0.45 g K2HPO4

- 0.45 g KH2PO4

- 0.9 g (NH4)2S04

- 0.188 g MgS0O4 7H20

Ajustera pH 7.1

Bouillon TS

- Pancreatic digest of casein : 17.0 g/L

- Enzymatic digest of soya bean: 3.0 g/L

- Sodium chloride: 5.0 g/L

- Di-potassium hydrogen phosphate: 2.5 g/L
- Glucose: 2,5 g/L

On dilue 15 g de ce mélange dans 500 mL d’eauldistiie mélange est ensuite verser dans

des tubes a essai avant d'étre stérilisé a |'aavecl
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Annexe 3: Protocole d’extraction d’ADN

1- Instruction de préparation

- Préchauffer un bain marie ou une étuve a 55°C r f@m+ et gram-

- Mélanger les réactifs : Si certains réactifs fortnen précipité, les chauffer
entre 55 et 65°C pour les dissoudre, et les rametetempérature de la piece

avant de les utiliser.

- Diluer la solution de lavage « wash » concentréudd le concentré dans 10
mL (pack 10 prep) d’éthanol a 95-100%

Apres chaque utilisation, bien refermer la solutdluée pour éviter 'évaporation.

- Reconstituer le protéinase K : Diluer avec 0.25 digau (pack 10 prep) pour
obtenir une solution a 20 mg/mL
Elle peut étre conservée pour quelques jours ehee8°C. Pour des stockages plus

longs, elle doit étre maintenue a -20°C.

- Préparer la solution de Lysozyme :
*A utiliser le jour de la préparation
*200 pL de solution de lysozyme sont nécessaires poaque échantillon (prévoir
une marge d’erreur
*Préparer 2.115x10unité/mL de la solution de stockage de lysozyme6@1) en
utilisant la solution de lyse gram+ (L7539) comnileaht

Soit pour 1 mL de solution de lysozyme, dissoudrgl®x1@ unités de
lysozyme dans 1 mL de la solution 1 mL de la sotutie lyse gram+

Pour le lysozyme & 20 000 u/mgq il faut 0.10575g wat (0.052879 pour

500uL lyse gram+, soit deux tests

Dissoudre le lysozyme en mélangeant par pipetags aortexant
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2- Preéparation pour les bactéries GRAM +

- Préparer la solution de lysozyme

- Harvest cellules :

*Centrifuger 1.5 mL d’une culture overnight de a@s pendant 2 min, entre 12 et
16000 g (16400 rpm)

*Jeter le surnageant

- Dissolution du culot :
*Dissoudre complétement le culot dans 200 pL dslation de lysozyme

*Incuber 30 minutes a 37°C

- Lyse des cellules

*Ajouter 20uL de la solution de protéinase K dagsHantillon, puis 200uL de la
solution de lyse C (B8803)

*Vortexer completement (environ 15 secondes)

*Incuber a 55°C pendant 10 minutes

Rq : un mélange homogéne est essentiel pour unehgse

* Ajouter 20puL RNase 2 minutes a température ambiant

3- lIsolation de 'ADN pour les GRAM + et GRAM —

- Préparation de la colonne

*Ajouter 500uL de la solution de préparation dectdonne dans chaque colonne
pré-assemblée (avec la bague rouge), positionméeuwtatube a récolte de 2 mL
*Centrifuger a 120009 (13500 rpm) pendant 1 minute

*Jeter I'éluat mais conserver le tube a récolte

- Préparation du liant

*Ajouter 200uL d'éthanol (95-100%) au lysat
*Vortexer 5 a 10 secondes

Remarque I’hnomogénéité est importante
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- Chargement du lysat

*Transférer la totalité du tube dans la colonagliéer une pipette a large embout
pour éviter le déchirement de I'ADN

*Centriguger 1 minute a plus de 9000 rpm

*Eliminer I'ancien tube a récolte qui contient lersageant et placer la colonne dans

un nouveau tube a récolte

- 1*" lavage

*Ajouter 500uL de la solution de lavage 1 (W0268jhs la colonne

*Centriguger 1 minute a 7345 rpm

*Eliminer I'ancien tube a récolte qui contient lersageant et placer a nouveau la

colonne dans un nouveau tube a récolte

- 2°™lavage

*Ajouter 500 pL de la solution de lavage dans lebooe

*Centrifuger 3 minutes a vitesse maximale (1640@)rpour sécher la colonne
*Veérifier que la colonne ne contienne pas d'éthaawvhnt de faire I'élution de
I’ADN. (Si de I'éthanol est encore visible centrifuger 1 oigsupplémentaire a la
vitesse max en vidant et ré-utilisant le tube ey

*Changer le tube

- Elution de 'ADN

*Pipeter 200uL de la solution d’élution (B6803) etitement sur le centre de la
colonne. (Pouraugmenter l'efficacité, incuber 5 minutes a la pénature de la
piece.

*Centrifuger 1 minute a au moins 7345 rpm.

La concentration et la qualité de 'ADN peuventeéttéterminées par analyse

spectrophotométrique et électrophorese sur gghdse.
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Annexe 4: Protocole Electrophorese sur gel d’agarose

Générateur :
Préparation du gel pour I'électrophorese :
- TEB 1x: 75 mL
- Agarose : 0.75 g
A chauffer pendant 2 minutes a 500W, puis apresitiésement rajouter :
- Bromure d’éthidium : 2.5l

- Répandre la solution de gel dans I'espace étateh@ cuve a électrophoréese

- Mettre en place un peigne correspondant au nodiéohantillons disponibles

- Dans un tube neuf déposerdl0d’échantillon + 5uL. de tampon de charge

- Enlever délicatement le peigne apres refroidissgrdu gel

- Retourner la plaque

- Recouvrir entierement la plaque de TEB 1x juquiaueau « FILL LINE »

- Remplir chaque puit: le premier avec le DNA ladet les suivants avec les extraits
d’échantillon

- Faire migrer pendant 1h sous 150 volt.
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Annexe 5: Tableau des résultats des scores d’adhérence obtes pour

chaqgue souche dé&. salivarius

S.salivarius Score d'adhérence Type de Biofilm

1 4 Bicfilm épais et trés adhérent
40 4 Biofilm épais et trés adhérent
49 4 Bicfilm épais et trés adhérent
51 4 Bicfilm épais et trés adhérent
54 4 Bicfilm épais et trés adhérent
55 3 Biofilm épais et adhérent

72 Jad Biofilm épais et adhérent

90 4 Bicfilm épais et trés adhérent
96 Jad Biofilm épais et adhérent

102 4 Biofilm épais et trés adhérent
120 4 Biofilm épais et trés adhérent
145 4 Biofilm épais et trés adhérent
149 4 Biofilm épais et trés adhérent
152 4 Biofilm épais et trés adhérent
1563 4 Biofilm épais et trés adhérent
166 4 Biofilm épais et trés adhérent
170 4 Bicfilm épais et trés adhérent
180 4 Bicfilm épais et trés adhérent
186 ] Biofilm épais et trés adhérent
187 3 Biofilm épais et adhérent

192 2a3 Biofim épais a adhérence moyenne
202 2 Biofilm épais & adhérence moyenne
210 1 Biofim présent mais non adhérent
247 4 Biofil &pais et trés adhérent
257 Jad Biofilm épais et trés adhérent
279 Jad Biofilm épais et trés adhérent
284 2 Biofilm épais mais peu adhérent
289 Jad Biofim epais et trés adhérent
304 4 Biofim epais et trés adhérent
311 4 Biofim epais et frés adhérent
312 4 Biofim epais et trés adhérent
318 4 Biofim epais et trés adhérent
K12 4 Biofim epais et trés adhérent
K12b 4 Biofim épais et trés adhérent




Vi, Le Président du Jury,

Date, Signature

WV, la Directrice de I'UFE. des Sciences Odontelogiques,

Date, Signature :

Wi, le Président de I'Université de Bordeax,

Date, Signature :

62



universite
*BORDEAUX

College des Sciences de la Santé

UFR des Sciences Odontologiques

oerment

En présence de mes Maitres et de mes condisciples, je promets
et je jure d’étre fidele aux lots de 'honneur et de la probité dans
Pexercice de 'art dentaire.

Je donnerai mes soins gratuits a P'indigent et n’exigerai jamais un
honoraire au-dessus de mon travail. Ma langue taira les secrets
qui me seront confiés. Admis a intérieur des maisons, mes yeux
ne verront pas ce qui 8’y passe.

Mes connaissances et mon état ne serviront ni a diffuser des
propos non avérés, ni a corrompre les meeurs, ni a favoriser le

crime.

Je ne permettrai pas que des conditions de croyance, de nation et
de race viennent s’interposer entre mon devoir et mon patient.

T\\\JJ e promets et je jure de conformer strictement ma conduite
/\ “~professionnelle aux principes et aux regles prescrites par le code
\\ de déontologie.

~L\‘-"’Si je remplis ce serment sans Penfreindre, qu’il me soit donné
. de jouir heurcusement de la vie et de ma profession, honorée
2 jamais parmi les hommes. Si je le viole et que je me parjure,

puissé-je avoir un sort contraire.
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