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Introduction

Les micro-organismes sont présents sur les tissus de surface de tous les étres humains tels que ;
la peau, la cavité buccale, les voies respiratoires, le tractus gastro-intestinal et le tractus uro-
génital. Le nombre et le type de ces micro-organismes varient en fonction de 1’age, du régime
alimentaire et du niveau d’hygiéne personnelle de la personne. Ils sont collectivement appelés

microflore normale du corps humain (Sharma et al., 2018).

La cavité buccale représente un écosystéeme complexe et diversifié étant, I'un des sites les plus
riches en micro-organismes de tout le corps humain. Il est considéré comme le deuxieme
microbiote le plus abondant et le plus varié aprés celui de I'intestin. Il renferme en effet, plus
de 700 espéces de bactéries. La cavité buccale offre, par conséquent, un environnement propice
(humidité, nutriments) & une multitude de micro-organismes incluant des bactéries, des
champignons, des virus. La population microbienne présente dans la bouche se répartit sur
différents sites oraux et s'implante a des niveaux de concentration variables (Prosper et al.,
2024).

La grande variété de microorganismes présents dans la cavité buccale a été largement étudiée,
et la plupart jouent un réle crucial dans le maintien d'un équilibre sain, cependant, certains
peuvent agir comme des agents pathogénes opportunistes, contribuant a des affections telles
que ; la carie dentaire et la parodontite (Yamashita et Takeshita, 2017). Cet équilibre délicat
entre les différentes especes microbiennes est essentiel pour assurer la santé et le bon

fonctionnement de l'organisme.

Dans cavité buccale humaine, les micro-organismes entretiennent une relation symbiotique
basée sur des avantages mutuels. Les populations commensales, qui cohabitent sans causer de
dommages, jouent un rdle crucial en maintenant un contrdle sur les espéces pathogénes. Elles

empéchent, de ce fait, ces dernieres d'adhérer a la muqueuse (Avila et al., 2009).

L'exploration de cette microflore buccale représente un intérét croissant pour le développement
de nouvelles applications dans les domaines de la santé et de I'agroalimentaire (Babina et al.,
2022). L'étude de ces bactéries dans la santé et l'agroalimentaire revét une importance capitale
dans un contexte ou la résistance aux antibiotiques est en constante augmentation. En exploitant
les propriétés bénéfiques des bactéries buccales, il est possible de développer des alternatives
thérapeutiques novatrices tels que ; des probiotiques ciblés ou des thérapies personnalisées

basées sur la composition du microbiome oral.
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Dans le domaine de la santé, les bactéries buccales pourraient étre utilisées pour lutter contre
les pathogénes responsables des infections orales, comme Streptococcus mutans, principal
agent de la carie dentaire (Xiao et al., 2020). Certaines espéces bactériennes produisent des
substances antimicrobiennes naturelles qui pourraient servir de socle au développement de
nouveaux traitements. De plus, I'étude du microbiome buccal pourrait permettre d'identifier des
biomarqueurs pour le diagnostic précoce de maladies systémiques comme le cancer ou le
diabéte (Negash et Tsehai, 2020).

Dans le domaine de l'agroalimentaire, les bactéries buccales peuvent également jouer un réle
important. Leur utilisation dans des processus de fermentation alimentaire, a titre d’exemple,
peut contribuer a améliorer la sécurité alimentaire, a prolonger la durée de conservation des
aliments. De plus, la détection précoce de contaminants microbiens dans les aliments, pour
répondre aux enjeux actuels de l'industrie agroalimentaire. Grace a ces bactéries pourrait

permettre d'éviter des problémes sanitaires majeurs (Wade, 2021).

A cet effet, I’objectif de ce mémoire est d’étudier 1'impact de certaines des bactéries buccales
sur certains agents microbiens affectant la santé humaine en cherchant les mécanismes de cet
impact d’une part, et de contribuer a élucider la méthode de leur incorporation dans le domaine

agro-alimentaire d’autre part.
Pour ce faire, le plan de cette étude se situe en 3 parties principales :

— Isolement, purification de Streptococccus salivarius, comme agent opportuniste a partir
des prélevements buccaux suivi de son identification partielle en déterminant les

caractéristiques morphologiques, biochimiques et technologiques.

— Recherche et isolement de bactéries lactiques du genre Lactobacillus du méme
écosysteme (prélevement salivaire) susceptibles de développer un effet antagoniste sur

la bactérie Streptococccus salivarius.

— Evaluation de I’interaction bactérienne entre les isolats du genre Lactobacillus et la

bactérie Streptococcus salivarius.
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Revue Bibliographique

1. Revue bibliographique

1.1 Ecosystéme buccale

La population microbienne présente dans la bouche se répartit sur différents sites oraux et
s'implante a des niveaux de concentration variables (Prosper et al., 2024). Chez les adultes, on
estime qu'il y a environ 1.10% bactéries par milligramme de plaque dentaire et 100 bactéries par
cellule épithéliale sur le dos de la langue (Gibbons et Houte, 1975). Ainsi la concentration
bactérienne dans la salive varie selon les différentes études, se situant entre 4.3.10"6 et 5.5.10°
bactéries par millilitre (Goldberg et al., 1999). Dans lequel le nombre total de bactéries dans la

bouche peut étre estimé a environ 10 milliards de micro-organismes (Doctissimo, 2019).

Le microbiote buccal est acquis a la naissance a partir des microbiotes maternels et
environnementaux ; Le Streptococcus salivarius est un des espéces pionniéres, considérée
comme un des colonisateurs initiaux de la cavité buccale. Lors de la premiére année de vie, des
bactéries aérobies commencent a envahir la cavite buccale dont les Streptococcus,
Lactobacillus, Actinomyces, Neisseria et Veillonella ( Deo et Deshmukh, 2019), considérés

comme des colonisateurs du deuxiéme temps.

La cavité orale lors de I'allaitement maternel, le bébé entre en contact direct avec le microbiote
de sa mere par le contact direct de la peau et des mamelons (Lyons et al., 2020). Ce contact
favorise le transfert de bactéries bénéfiqules de la meére au bébé, ce qui aide a établir le
microbiote buccal du nourgibrisson. Les bactéries transmises par le lait maternel peuvent
inclure des especes telles que ; Lactobacillus et Bifidobacterium, Bacteroides, Parabacteroides
et Clostridium, connues pour leur r6le bénéfique dans la santé intestinale et la protection contre

les infections (Zimmermann et Curtis, 2020).

Le lait maternel contient également des oligosaccharides spécifiques agissant comme des
prébiotiques favorisant la croissance des bonnes bactéries dans le systeme digestif du bébé. Ces

bactéries peuvent également migrer vers la cavité buccale (Lara-Villoslada et al., 2007).
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Figure 01 : Composition de lait maternel (Lubiech et Twaruzek, 2020).

L'alimentation impacte la composition du microbiote buccal tout au long de la vie. Les régimes
riches en sucre favorisent les bactéries cariogenes comme Streptococcus mutans (Bowen,
1970). Les régimes déséquilibrés, pauvres en fibres et riches en sucres raffinés, sont liés a une
diminution de la diversité du microbiote buccal. Cette réduction de la diversité bactérienne peut
favoriser la croissance des bactéries pathogénes associées aux maladies bucco-dentaires
(Gurbanov et Yildiz, 2017) ; tandis que ; les régimes équilibrés, avec des fibres et peu de sucres
raffinés, maintiennent une diversité bactérienne saine. Une alimentation variée en fruits,
légumes et fibres favorise les bactéries bénéfiques et limite la prolifération des bactéries

nocives, contribuant ainsi a une meilleure santé bucco-dentaire (Zoumpopoulou et al., 2013).

1.2 Microflore de la cavité buccale

Chez les personnes en bonne santé, les bactéries a Gram positif dominent dans la flore buccale,
tandis que chez celles souffrant de maladies parodontales, les bactéries a Gram négatif sont plus
prévalences (Sixou et al., 2007).

Tableau 1:Principaux genres bactériens de la cavité buccale (Chardin et al., 2006).

Cocci Bacille
Aérobies et anaérobies facultatifs Anaérobies facultatifs
Gram + Gram - Gram + Gram -
Abiotrophia Moraxella Actinomyces Acinetobacter
Enterococcus Neisseria Corynebacterium Aggregatibacter
Gemella Lactobacillus Rothia |[Campylobacter
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Granulicatella Capnocytophaga
Staphylococcus Eikenella, Haemophilus
Streptococcus Klebsiella
,Pseudomonas
Anaérobies stricts Anaérobies stricts
Gram + Gram - Gram + Gram -
Anaerococcus Anaeroglobus Actinomyces,Atopobium|Bacteroides, Centipeda|
Finegoldia, Eikonella Bifidobacterium, Desulfomicrobium
Micromonas, Bulleidia Clostridium [Dialister, Filifactor
Peptococcus Cryptobacterium Fusobacterium
Peptoniphilus Eggerthella, Leptotrichia
Eubacterium
Mogibacterium

1.3 Importance de barriére microbienne

La cavité buccale humaine, jouent un réle crucial dans la défense de l'organisme contre les
agressions microbiennes (Servin, 2004) ; C'est ce qu'on appelle communément "l'effet

barriere".

En situation d'équilibre de microbiote buccal contribue a maintenir un environnement sain
dans la bouche, empéchant la prolifération de bactéries pathogénes. Cependant, en cas de
déséquilibre, des bactéries nocives peuvent prendre le dessus, se propageant dans tout
I'organisme et augmenter le risque de diverses maladies, comme Streptococcus mutans ou
Porphyromonas gingivalis, ont été associées a des pathologies dentaires des problemes
cardiovasculaires, a la maladie d'Alzheimer, au diabéte et méme a certains cancers
(Doctissimo, 2019).

Tel que souligné par Servin en 2004, il apparait de plus en plus évident que les bactéries
appartenant aux genres Bifidobacterium et Lactobacillus possédent des activités
antimicrobiennes qui participent au systeme de défense de I’hdte. Il est donc, intéressant

d’améliorer la composition du microbiote buccale.
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1.4 Les infections de la cavité buccale

La microflore indigéne « normale » protége également 1’hote contre les agents pathogenes
exogeénes en stimulant une réponse immunitaire vigoureuse et en fournissant une résistance a la
colonisation. La méme microflore est a I'origine de la majorit¢ des maladies infectieuses
localisées de la cavité buccale ; a titre d’exemple ; caries dentaires, abces alvéolaires, maladies

parodontales et candidoses (Ruby et Barbeau, 2014).

1.4.1 Principale cause d’infection buccales
Les infections buccales résultent de I’ingestion de micro-organismes ou de leurs métabolites
(Saarela et al., 2000). Il existe une grande variété de bactéries, virus, parasites, champignons et

prions a ’origine des infections buccale (tableau 02).

Tableau 2 : Principaux agents infectieux responsables d’infections buccales. Adapte de
(Sixou et al., 2007).

Bacterie Virus champignons

Streptococcus mutans Le virus de I'herpés Candida albicans

simplex (HSV)
Porphyromonas gingivalis

VIH

Cependant, les micro-organismes d’origine bactérienne sont la cause la plus fréquente
d'infections buccales. Elles vivent naturellement dans la bouche, mais leur nombre peut
augmenter lorsqu'elles ne sont pas contrdlées par une bonne hygiene bucco-dentaire. Cela peut
entrainer la formation de plaque bactérienne, un film collant et gluant qui se forme sur les dents.
La plaque bactérienne contient des bactéries qui produisent des acides, qui peuvent attaquer

I'émail des dents et provoquer des caries (Sixou et al., 2007).

1.5 Généralité sur Streptococcus salivarius
1.5.1 Définition
Streptococcus salivarius est une bactérie buccale appartenant au groupe viridans. I1s’agit d’une

cocci, s'est révélé sous forme de sphéres minuscules, d'environ 0,5 a 1 micrometre de diamétre.
7
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Son nature gram positif s'est manifesté par la rétention du colorant violet de Gram lors de la
coloration. Ces cocci se sont regroupés en chaines ou en amas, des structures variées allant de
courtes chaines a des amas de formes irréguliéres. La surface des colonies s'est avérée lisse et

sans capsule visible (Zangrilli et al., 2022).

L'immobilité caractérise le S. salivarius, le distinguant des bactéries flagellées capables de se
déplacer de maniére autonome. Cependant, il peut étre transporté par des fluides corporels tels
que la salive. L'absence de pigments a conféré aux colonies une teinte blanche ou translucide.
Cependant, certaines souches ont présenté des colonies de couleurs variées, comme le jaune ou
le marron. La paroi de ces bactéries est relativement épaisse, mesurant entre 30 et 300 nm, et
est principalement constituée de peptidoglycanes, qui représentent 40 a 80% de la paroi
cellulaire. Les autres composants sont les acides teichoiques et les acides lipoteichoiques

(LTA), qui jouent un réle dans I'adhésion aux cellules et aux bactéries (Chardin et al., 2006).

Les streptocoques buccaux font partie de la flore commensale de la cavité buccale et du tractus
respiratoire chez I'nomme et chez l'animal, représentant plus de 20% de la flore buccale
(Chardinetal., 2006). S. salivarius est I'une des premiéres bactéries a coloniser la cavité buccale
et I'intestin du nouveau-né. Dans la cavité buccale, ses principaux sites d'installation sont la face

dorsale de la langue et les épithéliums buccaux (Lévesque et al., 2003).

Le réle de S. salivarius dans I'homéostasie, c'est-a-dire dans le maintien de I'équilibre de la flore
microbienne, est fondamental. Sa présence est généralement associée a un bon état de santé

général et buccodentaire. Chez un individu en bonne santé, elle n'initie pas de processus

infectieux.
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Figure 1: Morphologie de Streptococcus salivarius : cocci Gram+ en chainette (crédit photo
A. JABOL).
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1.5.2 Classification

La classification des Streptocoque oraux est longtemps restée un domaine difficile de la
taxonomie des streptocoques (Whiley et Beighton, 1998). S. salivarius est placée dans la
classification de Prevot 104, comme dans celle de Bergey 5 dans le groupe Viridians, qui
échappe a I’intégration dans le systéme de classification sérologique de Lancefield 78 (Bulletin
de L’association des dipldmés de microbiologie de la Faculté de pharmacie de Nancy, 1973)
(Tableau 03).

Tableau 3 : Le plan taxonomique de S. salivarius.

Domaine Bacteria
Phylum Firmicutes

La classe Bacilli
Ordre Lactobacillales
Famille Streptococcaceae
Genre Streptococcus

1.5.3 Habitat

S. salivarius est une bactérie que 1’on trouve dans le cadre de la microflore buccale humaine
normale, colonisant principalement la cavité buccale (dents, langue) (Sa, 2015). Son entrée
dans la circulation sanguine le rend pathogene ; Cependant ; certaines souches de S. salivarius
ont été trouvées pour interférer avec des pathogénes respiratoires, ainsi les métabolites
présents dans S. salivarius peuvent déclencher une inhibition de l'activation de NF-xB dans

les cellules épithéliales humaines.

Des souches spécifiques de , telles que S. salivarius TOVE-R et K12 ont été rapportées comme
étant des antagonistes réussis de streptocoques virulents, ce qui a été attribué a sa production

de bactériocines (Stamm et al., 1976).
1.5.4 Caractéres culturaux
1.5.4.1 Condition de cultures

Il s’agit de I’ensemencement direct du préleévement sur gélose de Columbia additionné de (5%,
vol/vol) sang humain, puis incubée pendant 18-24 heures a température 37 °C comme décrit
par (Stamm et al., 1976).
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1.5.4.2 Hémolyse

L’hémolyse est la destruction des globules rouges (“Hemolysis,” 2001) ; Qu’il s’agit des
érythrocytes présents dans les milieux gélosés enrichis de sang. On distingue 3 types

d’hémolyse sur gélose Columbia a 5% de sang humain.

L’hémolyse a est une hémolyse partielle, avec une dégradation incompléte de
I’hémoglobine. Le milieu autour de la colonie n’est pas transparent et présente une

couleur verdatre. Cette zone d’hémolyse est généralement étroite et a bords flous.

L’hémolyse f est une hémolyse totale, avec une digestion compléte de I’hémoglobine.
Le milieu autour de la colonie est transparent et présente la couleur de la base nutritive

(jaune clair). Cette zone d’hémolyse est assez souvent large et a bords nets.

L’hémolyse v : c’est ’absence total d’hémolyse (“Gélose au sang et gélose au sang
+ ANC,” 2010).

fi-hemolysis . ]

a-hemolysis «

y-hemolysis +

Figure 2: Colonies hémolytiques (Pilgrim, 2020).

1.5.5 Métabolisme

S. salivarius est une Bactérie micro-aérophile, tire son énergie principalement de la
fermentation des sucres présents dans la bouche, produisant notamment de I'acide lactique.
Cette fermentation contribue a l'acidité de la plague dentaire (Canada, 2022). Certaines souches
de cette bactérie produisent des substances antimicrobiennes, les bactériocines, qui inhibent la
croissance d'autres bactéries buccales, jouant ainsi un role potentiel dans la santé bucco-

dentaire.

10
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1.5.6 Potentiel au tant que probiotique

Les variétés de S. salivarius, des bactéries Gram positif, sont un ensemble diversifié d’espéces
habitant de nombreux sites corporels et allant d’especes bénignes et non pathogenes a celles
causant des infections potentiellement mortelles. Les streptocoques sont également des
producteurs prolifiques de bactériocines, qui sont des antibiotiques protéiques synthétisés par
ribosomium qui tuent ou inhibent les espéces étroitement liées a la bactérie productrice
(Wescombe et al., 2009).

Des recherches récentes ont été menées sur S. salivarius pour étudier l'efficacité de I'utilisation

de certaines souches de la bactérie en tant que probiotiques (Cosseau et al., 2008)
Plus particuliérement la souche K12, est considéré comme un probiotique. Elle sert a:

Maintien d'une flore buccale saine ; S. salivarius K12 aide a limiter la croissance des
bactéries nocives dans la bouche, contribuant ainsi a une bonne santé bucco-dentaire.

Cela peut réduire le risque de caries et de parodontite (Cosseau et al., 2008).

Lutte contre la mauvaise haleine ; Certaines bactéries buccales produisent des
composes sulfurés volatils responsables de la mauvaise haleine. S. salivarius K12 peut

inhiber ces bactéries, aidant ainsi a combattre la mauvaise haleine (He et al., 2020).

Renforcement des défenses immunitaires ; La présence de S. salivarius dans la
bouche et le tube digestif pourrait jouer un réle dans le soutien du systeme immunitaire
(Cosseau et al., 2008).

1.5.7 Pouvoir pathogéne

Le groupe viridans des Streptocoques, qui comprend Streptococcus salivarius, Streptococcus
vestibularis et Streptococcus thermophilus, est généralement considéré comme inoffensif.
Cependant, chez les individus affaiblis, S. salivarius et S. vestibularis peuvent
occasionnellement provoquer des infections opportunistes. En revanche, S. thermophilus est

largement utilisé dans I'industrie laitiere, comme indiqué par (Delorme et al., 2015).

Facteurs favorisant les infections a S. salivarius selon (Corredoira et al., 2005).

11
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Immunodépression ; Les personnes atteintes de maladies chroniques (VIH/SIDA,
cancer) ou sous traitement immunosuppresseur présentent un risque accru d'infections

opportunistes, y compris par S. salivarius.

Lésions des muqueuses ; Toute breche dans les barriéres protectrices (muqueuses
buccale, digestive, etc.) peut faciliter la migration de S. salivarius vers des zones stériles

du corps et déclencher une infection.

Procédures médicales invasives ; Certaines interventions chirurgicales, endoscopies
ou pose de cathéters peuvent introduire accidentellement S. salivarius dans la circulation

sanguine, menant potentiellement a une bactériémie.

Les infections a S. salivarius sont peu communes mais peuvent étre séveres. Les
principaux types d'infections comprennent la bactériémie, la méningite, I'endocardite et
les abces ; Cependant ; Selon (Lamontagne, 2020), les individus souffrant de graves
problémes de santé ou subissant des interventions meédicales invasives sont plus

susceptibles de développer des infections a S. salivarius.

1.6 Geénéralité sur Lactobacillus

1.6.1 Définition

Les Lactobacilles sont des bactéries a Gram positif, en forme bacille long et fin au coccobacille
en passant par la forme batonnet court (Kullar et al., 2023), souvent groupés en chainette non
sporulés (Figure 06) et généralement immobiles, bien que certains puissent posséder une pseudo
catalase. Ils sont dépourvus de cytochromes (elles tirent leurs énergies de la phosphorylation
des substrats au cours de la fermentation des sucres). Enfin, ces bactéries sont adaptées a des
conditions de microaérophilie ou d'anaérobiose, préférant des environnements pauvres en

oxygene (Kullar et al., 2023).

Les lactobacilles participent a la fabrication de nombreux produits alimentaires fermentés
particulierement dans les produits laitiers tels que le yaourt, le fromage et le lait fermenté, la
fabrication du pain au levain, les boissons alcoolisés, les Iégumes fermentés, ou commercialisés
sous forme de probiotique pour leurs conséquences bénéfiques sur la santé humaine (Giraffa et
al., 2010); Leur contribution principale réside dans lacidification, ce qui favorise la
conservation des aliments, tout en préservant leurs caractéristiques distinctes de godt et de

texture.

12
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Les lactobacilles ont un métabolisme fermentaire qui leur permet de produire principalement
de l'acide lactique a partir de sucres fermentescibles. En plus de l'acide lactique, ils peuvent
également produire d'autres acides organiques tels que l'acide acétique et l'acide formique
(Perry et al., 2004).

Figure 3: Structure de Lactobacillus (Tailliez, 2004).

1.6.2- Habitat

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques ubiquitaires qui colonisent beaucoup d’habitats
(tableau 04) ; sont présents dans les milieux riches contenant des substrats glucidiques ; tels
que ; les muqueuses intestinales, orales et vaginales des humains et des animaux, sur les plantes,

produit laitier (fromage, yaourt, lait).

Tableau 04 : Habitat de Lactobacillus, adapté par (Tailliez, 2004).

Habitat Espéces rencontrées Activité ou produit
Matériel végétal en Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. [Cornichons, ensilage et
décomposition acidophilus choucroute
Laiterie Lb. delbrukii, Lb. lactis Fromage, yoghourts, etc
Tractus gastro-intestinal des  |Lb. salivarus Lb. gasseri, L. -
animaux rhamnosus
-(Oral) Lb casei, Lb plantarum, Formation de Carie dentaire
-(Intestinal) Lb. Gasseri Flore normale
\agin des mammiferes Lb. vaginalis Flore normale

Lactobacillus sp.

13
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1.6.2 Taxonomie

Le lactobacille est un genre tres hétérogene (Tailliez, 2004) quantitativement le plus important
des genres du groupe des bactéries lactiques.; Avec 162 especes validées et augmentant
considérablement par rapport a 145 en 2008 a la suite de la reclassification de plusieurs espéces
(Bull et al., 2013).

Selon la derniére édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), les bactéries
lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et ’ordre des
Lactobacillales renfermant trente-cing genres répartis sur six familles suivantes ;
Lactobacilliaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaccae, Enterococcaceae, Enterococcaceae,
Leuconostococcae et Streptococcaceae classées en se basant sur les analyses phylogénétiques
des séquences de ’ARNr 16S (“Bergey’s Manual of Systematics of Archaea and Bacteria |
Major Reference Works, 2009).

1.6.3 Classification d'Orla-Jensen

Selon la classification d'Orla-Jensen (1919), le genre Lactobacillus est divisé en trois groupes
en fonction de leur type de fermentation des sucres, base sur des caractéristiques observables
telles que les propriétés morphologiques, biochimiques et physiologiques, ainsi que les

marqueurs chimio taxonomiques (Hammes et al., 2009).

Groupe | « Thermobacterium » ; Comprend les espéces homofermentaires obligatoires
thermophiles. Ces espéces fermentent exclusivement les sucres pour les transformer en
acide lactique via la voie glycolytiqgue d'Embden-Meyerhof (glycolyse), par exemple
Lb. acidophilus et Lb. delbrueckii

Groupe Il « Streptobacterium » ; comprend les especes hétérofermentaires facultatives.
Elles fermentent les sucres pour produire principalement de I’acide lactique, avec
d’autres produits tels que 1’éthanol et le CO2. Par exemple, Lb. casei, par la voie de la

glycolyse ou la voie des pentoses.

Groupe 111 « Betabacterium » ; Comprend les espéces hétérofermentaires obligatoires.
Ces especes utilisent deux voies métaboliques, la glycolyse et la voie du pentose
phosphate, comme Lb. brevis et Lb. bunchneri. Elles produisent de I’acide lactique, de

I’éthanol ou de I’acide acétique, ainsi que du CO2. Ce groupe comporte des especes aux

14
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caracteres biotechnologiques variés telles que Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb.
Delbrueckii subsp. Bulgaricus, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, et Lb. salivarius

(Georges et Francois-Marie, 2008).

1.6.4 Caractéres culturaux

La plupart des lactobacilles se multiplient dans une gamme de température comprise entre 15°C
et 42°C, Certaines souches de lactobacilles dites thermophiles restent viables a 55 °C (Salvetti
etal., 2012 ; Tailliez, 2004).

En outre, les lactobacilles prospérent dans des conditions acides, préférant un pH situé entre 4,5
et 6,4 ; Cependant ; leur croissance est inhibée lorsque le pH descend autour de 3,5. Le milieu
de culture le plus favorable est celui de De Man, Rogosa et Sharpe (MRS) (Yaekob et al., 2024),
ou les colonies se développent en 24 a 48 heures. Ces colonies sont généralement petites,
incolores, blanchatres ou jaunatres, et peuvent présenter une surface lisse ou rugueuse, ainsi
qu'une forme arrondie ou lenticulaire.

Les lactobacilles sont caractérisés par des exigences nutritionnelles nombreuses; en plus de la
source de carbone et d’azote, toutes les espéces ont un besoin absolu en vitamines telles que la
vitamine (B5), la niacine (B3), en cobalamine (B12),et les ions Mg2+ et Mn2+ ou Fe2+ sont

aussi nécessaires pour la croissance des lactobacilles (Bull et al., 2013).

1.6.5 Effet probiotique des Lactobacillus

Les lactobacilles sont largement reconnus pour leur effet probiotique bénéfique sur la santé
humaine. En tant que bactéries probiotiques, Par exemple, des études ont montré que la souche
Lactobacillus GG est efficace pour prévenir la diarrhée (Madsen et al., 2001); ainsi Les
probiotiques participent au développement du systéme immunitaire chez le nourrissons et
I’améliorent chez la personne agée en augmentant le nombre de phagocytes et de lymphocytes
(“Systéme immunitaire et microbiote des nourrissons,” 2023).

Les lactobacilles probiotiques ont également été associés a l'inhibition de l'adhésion des
pathogenes aux cellules intestinales (Kim et Ho, 2010). Certains lactobacilles peuvent méme

bloguer physiquement I'acces des pathogénes aux entérocytes (Lebeer et al., 2010).

1.7 Phénomenes des interactions entre les bactéries

On a classé les interactions entre les bactéries selon leurs effets avantageux ou désavantageux
et on distingue en générale, deux types d’interaction Interaction positive, ou stimulation et

Interaction négative, ou inhibition (Fredrickson, 1977).
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Le mode d'interaction entre bactéries peut étre direct ou indirect. Les interactions directes
nécessitent un contact physique entre les cellules bactériennes, tandis que les interactions

indirectes se produisent a distance, sans contact physique direct.

En pratique, au sein d'un méme milieu écologique constitué de plusieurs souches bactériennes,
ou culture mixte, les interactions peuvent étre bidirectionnelles. Chaque souche peut avoir une
action stimulatrice ou inhibitrice sur les autres, ce qui pose des problemes d’équilibre

microbien. On distingue d’une fagon générale les cas suivants :

— Symbiose ; Dans ce cas, deux especes différentes, vivants ensemble, dans les mémes
milieux de culture, stimulent d’une fagon réciproque leur croissance.

— Synergie ; Caracteérise par des changements qui ne peuvent se produire que lorsque deux
élements interagissent ensemble.

— Commensalisme ; Dans ce cas ’'une des deux espéces bactériennes, vit des produits de
’autre, sans offrir quelques choses, a 1’autre espece.

— Compétition ; Il y a un effet négatif sur les deux populations.

— Antagonismes ; Inhibition d’une espéce par un facteur inhibiteur non spécifique,
produit par une autre espece.

— Mutualisme ; Dans ce cas, I’interaction est obligatoire pour la survie des deux

populations bactérienne (Balandreau et Knowles, 1978).

L’¢tude des phénoménes d’antagonismes ou d’interactions microbiennes, notamment
les inhibitions entres les bactéries a paroi Gram positif représentent un sujet d'intérét particulier,
en raison de leur impact potentiel sur la santé humaine, I'agriculture et l'industrie a permis a
Pasteur et Jobert des observations systématiques sur ces phénomenes (Jack et al., 1995), les
travaux de Pasteur sur les phénomenes d’antagonismes microbiens élargissent ces

champs d’application en montrant une interférence.

La prolifération de la souche S. salivarius chez les individus dont le systeme immunitaire est
affaibli peut causer des complications sérieuses. Cependant, les souches de Lactobacillus
peuvent efficacement lutter contre Streptococcus salivarius en produisant des substances

inhibitrices telles que les bactériocines, en concurrencant pour les nutriments et en interférant
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avec la formation de biofilm. Ces interactions complexes aident a maintenir I'équilibre de la

flore buccale et @ promouvoir une bonne santé bucco-dentaire (Demir et Demir, 2021).

1.8 Les probiotiques

1.8.1 Definitions

L’Organisation des Nations Unies pour 1’Alimentation et 1’Agriculture et I’Organisation
Mondiale de la Santé, Elle indique que les probiotiques sont : « des microorganismes vivants
qui lorsqu’ils sont administrés en quantités suffisantes conferent un bénéfice pour la santé de
1’hote » (Morelli et Capurso, 2012).

Le terme "probiotique” dérive du grec ancien, signifiant "pour la vie". Sa définition officielle
décrit un supplément alimentaire a base de micro-organismes vivants bénéfiques pour I'hdte en
ameéliorant I'équilibre de sa microflore intestinale. Deux éléments clés influencent leur

efficacité ; la viabilité des micro-organismes et la dose recommandée (Sanders, 2003).

1.8.2 Souches a fort potentiel probiotique
Le monde des probiotiques chez I'numain est peuplé de micro-organismes aux propriéetes
diverses. Parmi les acteurs majeurs, on trouve les bactéries des genres Lactobacillus,

Bifidobacterium, Enterococcus et Streptococcus, ainsi que les levures du genre Saccharomyces.

Tableau 4: Liste des principales souches microbiennes considérées comme probiotiques.
Adapté de (Holzapfel et al., 2001).

Lactobacilles

Bifidobactéries

Autres bactéries

Autres

lactiques microorganismes
non lactiques
— L. acidophilus — B. adolescentis Enterococcus — E.coli
— L. casei — B. animalis faecium — Saccharomyces-
— L. helveticus — B. bifidum Streptococcus boulardii
— L. gasseri — B. breve thermophilus — Saccharomyces-
— L. johnsonii — B. infantis cerevisiae
— L. paracasei — B. lactis
— L. plantarum — B.longum
— L. rhamnosus
— L. lactis
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Parmi ces microorganismes, les bactéries appartenant aux genres Lactobacillus et
Bifidobacterium sont les plus fréquemment utilisées avec le plus d’applications connues
a ce jour chez I’humain ; a titre d’exemples ; la nisine est une substance produite par le genre
Lactobacillus, est largement utilisée comme agent de conservation et additif alimentaire en
raison de son large spectre d'action et de son innocuité (Bharathiraja et al., 2014). 1l est
important de souligner que toutes les souches au sein d'un méme genre n'ont pas les mémes
effets. Le choix d'un probiotique doit donc étre individualisé en fonction des besoins et des

objectifs spécifiques de chaque personne.

1.8.3 Criteres de sélection des probiotiques

Afin de satisfaire a la définition des probiotiques, les micro-organismes doivent posséder
diverses propriétés de survie, d’activité et de persistance dans le tractus digestif qui leurs
permettront d’exercer des effets bénéfiques sur I’hote.

Ces propriétés sont propres a chaque souche et ne peuvent pas étre extrapolées d’une souche
a lautre méme au sein d’une seule espéce (Dunne et al., 2001). Plusieurs criteres majeurs

de sélection in vitro et in vivo ont été établis et retenus par différents auteurs (Tableau 05).

Tableau 5 : Principaux criteres de selection des probiotiques. Adapté de (Gueimonde et
Salminen, 2006 ; Ouwehand et al., 2002 ; Saarela et al., 2000 ; Klaenhammer et Kullen, 1999).

Criteres de sécurité — ldentification taxonomique précise

— Origine humaine pour utilisation chez ’humain

— Souche caracterisée par des techniques phénotypiques et
génotypiques

— Historique de non pathogénicité et non-invasion de
I’épithélium intestinal

— Pas de transmission possible de génes de résistance aux

antibiotiques

Criteres fonctionnels — Tolérance a I’acidité, a la bile et aux enzymes digestives
— Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le

tractus intestinal

18



Revue Bibliographique

— Production de substances antimicrobiennes (bactériocines,
acides organiques, peroxyde d’hydrogéne ou autres
composés inhibiteurs) et antagonisme envers les pathogenes

— Immuno modulation

— Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santé

Criteres technologiques — Stabilité au cours des procédés de production et dans le
produit fini

— Conservation des propriétés probiotiques apres production

— Non modification des propriétés organoleptiques du produit

fini

1.8.4 Allégations sante
De nombreuses études scientifiques (Domingo et José, 2017; Latif et al., 2023), ont suggeré
que la consommation de probiotiques pourrait avoir un impact positif sur notre santé. Parmi les

principaux avantages potentiels, on retrouve :

— Amélioration de la digestion du lactose ;

— Lutte contre les infections intestinales ;

— Réduction des diarrhées liées aux antibiotiques ;

— Prévention des allergies alimentaires ;

— Modulation du systeme immunitaire.
Néanmoins, les probiotiques présentent des avantages considérables par rapport aux traitements
actuels contre les infections (vaccination, antibiothérapie) ; ils sont facilement accessibles, peu

colteux et n'entrainent généralement pas d'effets secondaires notables.

1.8.5 Allégations agro alimentation

L'intégration croissante des probiotiques dans les produits alimentaires représente une voie
prometteuse pour améliorer la santé et le bien-étre des consommateurs. Ces micro-organismes

sont de plus en plus exploités dans l'industrie agroalimentaire pour créer des produits
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fonctionnels qui apportent des bienfaits pour la santé humaine et pour les animaux (Rigobelo,

2012).

Les avantages de cette utilisation incluent :

L’amélioration de la santé digestive ;

Amelioration de la qualité nutritionnelle des aliments ;
Prolongation de la durée de conservation des aliments ;
La réduction de l'usage d'additifs et de conservateurs ;

La diminution de la dépendance aux antibiotiques.

Cette transition refléte une évolution vers des produits alimentaires plus axes sur la santé et le

bien-étre, tout en offrant des options plus durables et naturelles pour les consommateurs.
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2. Matériel et méthodes
Ce travail a été réalisé dans plusieurs établissements de santé a Constantine, notamment ; au
Laboratoire de Bactériologie, au Service ORL, et au Département de chirurgie dentaire du

Centre Hospitalo-Universitaire Ben Badis, ainsi qu'a la Polyclinique Filali, Constantine.

2.1 Objectif de I’étude

L’objectif principal de ce travail est I’étude de I’effet antagoniste entre des bactéries d’origine
buccale en particulier, entre des bactéries susceptibles d’étre opportunistes et celles appartenant
naturellement aux probiotiques. Pour ce faire, trois axes de recherche ont été abordés ;
isolement et identification de la bactérie Streptococcus salivarius ; isolement et caractérisation
partielle de la bactérie Lactobacillus sp. et enfin étude de l'effet antagoniste entre S. salivarius
et Lactobacillus sp. En effet, cet antagonisme basé sur 1’étude des interactions afin d’élucider
le role de ces bactéries dans le maintien de la santé bucco-dentaire et la prévention de la
croissance de pathogenes nocifs. Ces connaissances pourraient orienter le développement de
stratégies visant a optimiser les effets bénefiques de ces bactéries dans la promotion de la santé

bucco-dentaire et dans le domaine agroalimentaire.

2.2 Prélevement

Le prélevement d’échantillons a été effectué sur plusiceurs personnes susceptibles de porter ces
bactéries. Les échantillons prélevés sont ; la salive, le crachat et frottis de gorge, provenant des
personnes hospitalisées, notamment au Service ORL, au Département dentaire du Centre
Hospitalier Universitaire Constantine (CHUC), ainsi que des personnes ambulatoires a la

Polyclinique Filali.

2.2.1 Prélévement de la salive

Les patients qui ont servi pour le prélevement de la salive sont invités a se rincer
vigoureusement la bouche a l'eau pendant 30 secondes et cracher afin d'éliminer tout résidu
alimentaire ou cellules buccales non bactériennes, ensuite, ils sont sollicités a incliner
Iégerement la téte vers l'arriere et ouvrir grand la bouche pour faciliter I'acces a la cavité
buccale. Pour le prélévement de 1’échantillon, un écouvillon buccal stérile (figure 06), est alors
introduit délicatement dans la bouche suivie d’un frottement vigoureuse sur la face interne de
la joue, de la langue et du palais pendant 30 secondes afin de collecter des cellules salivaires

provenant de différentes zones de la bouche. Enfin, I'écouvillon est retiré délicatement de la
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bouche et immédiatement inséré dans son tube de transport pour éviter toute contamination
(Elvire et al., 2020).

2.2.2 Prélévement de la gorge

Le prélevement par écouvillonnage pharyngeé est une procédure médicale courante qui permet
de récupérer un échantillon de cellules de la gorge a des fins de diagnostic. Pour garantir son
succes et le confort du patient, il est essentiel de suivre des étapes précises. Pour ce faire, un
écouvillon stérile est délicatement introduit dans la gorge suivi dun frottement vigoureusement
contre les amygdales et le pharynx postérieur pendant environ dix secondes. Ensuite,
I'écouvillon est soigneusement retiré et placé dans leur tube afin d'éviter toute contamination
(Dugourd et al., 2019).

Figure 4 : Ecouvillons utilisés pour les prélévement d’échantillons.

2.2.3 Prélévement du crachat

Le preléevement de crachats nécessite que le patient effectue une expectoration profonde afin de
recueillir les sécrétions des voies respiratoires inférieures, en évitant les efforts excessifs qui
pourraient irriter la gorge et altérer I'echantillon. Une fois recueilli, le crachat doit étre déposé
dans un récipient stérile en visant une quantité de 1 a 2 ml, généralement suffisante pour 1’étude
(Jamai et al., 2020). Dans tous prélevements effectués des renseignements précis sont

enregistrés pour le besoin de codage (figure 07).
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Figure 5 : Exemple de renseignements enregistrés.

2.2.4 Transport des prélevements

Le transport des prélevements a eté effectue dans le respect des étapes recommandees pour
garantir des analyses fiables. Les échantillons ont été conserves a température ambiante (entre
15°C et 25°C) et transportés au laboratoire dans les 24 heures suivant le prélevement. lls ont

été placés dans un emballage scellé et protégé des chocs et des températures extrémes.

L'étiquetage des prélevements comportait le nom du patient, I'heure et la date du prélévement.
En cas de retard de transport, les échantillons auraient été conserves au réfrigérateur (entre 2°C

et 8°C) pendant une durée maximale de 72 heures (Dugourd et al., 2019).

2.3 ldentification de Streptococcus salivarius

Les préléevements sont mis en culture sur gelose au sang frais et gelose au sang cuit (voir
I’annexe 01). Pour ce faire, le contenu des écouvillons est réparti sur la moitié de chaque gélose,

assurant une couverture homogéne grace a la méthode des trois quadrants (voir ’annexe 02)

(Pimentel-Filho et al., 2014).

Les boites ensemencées ont, ensuite, été placées dans un incubateur a 37°C pendant 24 heures,
favorisant ainsi la croissance bactérienne. Apres cette période d'incubation, les boites ont été

observées attentivement a la recherche de colonies bactériennes (Kozmos et al., 2021).

Pour les crachats, I'échantillon a été homogénéisé et dilué avec de I'eau physiologique selon la
méthode de dilutions décimales. La suspension diluée a été inoculée sur les deux types de
milieux de culture et étalée uniformément. Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures
(Bekrarchouche et al., 2022).
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2.3.1 Examen macroscopique

L'examen macroscopique des colonies bactériennes obtenues sur milieu solide est effectué par
I’observation oculaire. Une description compléte de leur morphologie et de leurs
caractéristiques visuelles a été établie, incluant la taille, la pigmentation, le contour, 1’aspect, et

la viscosité des colonies (Lin et Dufresne, 2014).

2.3.2 Examen microscopique

2.3.2.1 Etat frais

Une petite goutte d'eau physiologique est déposée sur une lame préalablement frottée avec une
culture de S. salivarius, puis mélangée délicatement. La lame est ensuite observée au
microscope, aux différents grossissements qui permettent de localiser la préparation, ensuite,
pour une observation détaillée des bactéries, I’objectif a immersion (x100) est utilisé (Camille,
2014).

2.3.2.2 Etat fixé

La technique de la coloration de Gram est appliquée ici pour 1’observation de 1’état coloré des
bactéries. Cette coloration a permis, a la fois, de différencier les bactéries et de voir leur
morphologie. Pour ce faire, une lame nettoyee avec de I'alcool, a servi pour deposer une goutte
d'eau sterile et en y suspendant une colonie bactérienne. Bien mélangé et bien étalée, le frottis
est séché par des passages sur la flamme de Bunsen. La préparation est fixée avec du cristal
violet et du Lugol. Aprés décoloration a l'alcool, elle est contre-colorées avec de la safranine,
puis rincée et séchée. Enfin, elle a été observée au microscope optique a immersion d'huile
(x100) (Camille, 2014).

2.3.3 Identification biochimique

2.3.3.1 Test oxydase
Le test a l'oxydase a un rdle dans l'identification des bactéries productrices de l'enzyme

cytochrome ¢ oxydase, un élément clé de la chaine respiratoire bactérienne. Ce test simple et
rapide repose sur la capacité de I'enzyme a oxyder un réactif spécifique, produisant un composé

coloré en violet en présence d'oxygene atmosphérique (Camille, 2014).

Un disque de test a été déposé sur une surface stérile et des colonies bactériennes ont y été

étalées. L'observation d'une coloration bleue ou violette dans les 60 secondes suivantes
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confirmait la présence de I'enzyme et donc une réaction positive au test. Un résultat négatif,
caracterisé par l'absence de changement de couleur, indique que la bactérie ne produit pas

I'enzyme cytochrome c oxydase (Cheesbrough,2011).

2.3.3.2 Test catalase

Des colonies bactériennes ont été déposees sur des lames de verre, puis une goutte d'eau
oxygénée a été ajoutée. Si I'enzyme catalase était présente, cela déclenchait une réaction avec
un dégagement de bulles, indiquant la décomposition de I'eau oxygénée en eau et en oxygene.
Cette méthode simple permettait de différencier les bactéries aérobies strictes et les anaérobies
facultatifs des anaérobies stricts, qui ne peuvent pas neutraliser le peroxyde d'hydrogéne
(Camille, 2014).

2.3.4 Identification automatisé

L’automate Vitek 2 est un systeme d'identification et de sensibilité des bactéries, utilisé en
microbiologie clinique. 11 utilise des cartes en plastique spéciales contenant des puits creusés et
des fenétres limitées par une feuille transparente. Ces cartes sont congues pour permettre aux
fluides de circuler et pour faciliter I'observation des réactions biochimiques.

Dans le cas des cartes colorimeétriques GP (Gram+), qui sont destinées a l'identification des
Streptocoques, elles contiennent généralement environ 40 tests biochimiques. Ces tests
permettent de détecter les caractéristiques biochimiques spécifiques des bactéries, ce qui permet
une identification précise de I'espece.

Les résultats des tests sont comparés a une vaste base de données qui inclut toutes les espéces
bactériennes déja identifiees. Cette comparaison permet de déterminer l'espéce bactérienne
présente dans I'échantillon testé.

Cet automate permet d'obtenir des résultats d'identification durant 3 a 7 heures environ
(Camille, 2014), ce qui est beaucoup plus rapide que les méthodes traditionnelles qui peuvent
prendre plusieurs jours. Cela permet une prise en charge plus rapide des patients en fournissant
conjointement des informations précises sur l'agent pathogéne responsable de I'infection et sur

sa sensibilité aux antibiotiques (figure 09).
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Figure 06 : Automate Vitek 2.

2.3.5 Antibiogramme par diffusion sur gélose

L’antibiogramme par la technique de diffusion sur gélose joue un réle dans la détermination de
la sensibilité des streptocoques. En évaluant la sensibilité d'une souche bactérienne a différents
antibiotiques, cette technique d’orienter le choix de I’antibiotique efficace (Elavarasan et al.,
2013).

Pour réaliser le test, des colonies de S. salivarius ont été prélevées avec un écouvillon stérile,
puis immergees dans 10 ml de bouillon BCC (voir annexe 01). La turbidité a été ajustée en la
comparant au standard 0,5 de McFarland et en ajoutant de la culture bactérienne. Ensuite, la
gélose MH chocolat (voir annexe 01) a été ensemencée, les disques d'antibiotiques ont été
déposés a l'aide des distributeurs (voir annexe 03), et les boites ont été incubées a 37°C pendant
24 heures.

L'analyse des zones d'inhibition autour des disques permet de déterminer la sensibilité de

bactérie a chaque antibiotique testé.
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Figure 07 : Boites de Pétri prétes a étre incubées (antibiogramme).

2.4 lIsolement de Lactobacillus sp.

Les préléevements salivaires ont été inoculés sur milieu MRS (voir I’annexe 01), puis les
boites ont été incubées a 37°C pendant 48h, pour favoriser la croissance des bactéries

lactiques.

2.4.1 Etude macroscopique
C’est une observation visuelle des colonies cultivées sur milieu MRS afin d’évaluer leur

forme, leur taille, leur contour et leur couleur (Lin et Dufresne, 2014).

2.4.2 Etude microscopique

2.4.2.1 Observation a I’état frais

Une goutte d'eau physiologique avec une colonie de Lactobacillus a été deposées sur une lame,
la préparation est recouverte avec une lamelle. L’observation de 1'échantillon a été réalisée sous
microscope a un grossissement de (x40) afin d'évaluer la mobilité et la forme des bactéries. Puis
au Grossissement (x100) pour observer et confirmer la forme et leur mode de regroupement
(Kozmos et al., 2021).

2.4.2.2 Observation a I’état fixé
La méthode de coloration de Gram décrite précedemment a été appliquée ici.
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2.5 Interaction bactériens entre Lactobacillus sp. et Streptococcus salivarius

(antagonisme)

L'interaction entre Lactobacillus sp. et S. salivarius a €té étudié en utilisant la méthode de
confrontation simultanée, qui consiste a déposer les deux souches, antagoniste et pathogéne en
méme temps. Pour appliquer ce type de confrontation, nous avons suivi le principe de la
technique des stries de Schillinger et Liicke (1989). En effet, Sur un milieu de MH chocolat, un
tapis bactérien de S. salivarius est ensemencé puis, un inoculum de Lactobacillus sp. est strié
sur ce tapis a I'aide d'un écouvillon. Apres 24 heures d'incubation a 37°C, I'observation a 1'ceil
nu permet de détecter la présence d'un halo clair autour de I'inoculum. Ce halo, signe d'une
inhibition de la croissance de S. salivarius, indique la production d'une substance inhibitrice par
Lactobacillus sp.
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3. Résultats et discussion

L'objectif de cette étude se concentre sur l'interaction bactérienne entre Lactobacillus sp. et
S. salivarius. Pour ce faire, des souches de Lactobacillus sp. et de S. salivarius ont été isolées
a partir de prélevements buccaux et identifiées selon des tests biochimiques, morphologiques

et technologiques.

3.1 Isolement et identification de Streptococcus salivarius

Afin de détecter et d'identifier S. salivarius, des prélevements salivaires ont été recueillis et mis
en culture sur des milieux gélosés au sang frais et cuit ; et grace a plusieurs étapes de repiquage,
nous avons réussi a isoler et purifier des souches pures. En effet, plusieurs colonies ont été
obtenues de différents prélévements, cependant, 1'utilisation d’un milieu spécifique a permis

d’obtenir des bactéries appartenant au genre Streptococcus.

3.1.1 Examen macroscopique

L'examen macroscopique révele que les colonies obtenues présentent une croissance rapide sur
des milieux gélosés au sang frais et au sang cuit. Aprés 24 heures d'incubation, les résultats
obtenus sont les suivants (Figures 10 et 11).

Figure 11 : Aspect macroscopique des
colonies obtenues sur milieu gélose au sang
cuit.

Figure 10 : Aspect macroscopique des
colonies obtenues sur milieu gélose au
sang frais.

L'examen macroscopique des isolats sur gélose sang frais et gélose sang cuit révele des colonies

rondes, transparentes et de petite taille. Sur gélose sang frais, un halo d'hémolyse clair est

observé autour des colonies, tandis que sur gélose sang cuit I’hémolyse est moins fréquente que
31



Résultats et discussion

sur gélose sang frais. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Canada (2012) qui a

suggéré que ces colonies appartenant au genre Streptococcus.

3.1.2 Examen microscopique

L'examen microscopique des isolats ont été effectué en observant les cellules directement dans
leur état naturel (a I'état frais), et apres les avoir préparé sous forme de frottis sur lames ( a I’état
fixe).

3.1.2.1 Etat frais

A I'état frais, 'observation des bactéries isolées présentent sous forme sphérique, en cocci, avec un

diamétre compris entre 0,5 et 1,0 micromeétre. Elles demeurent immobiles et ne montrent aucun signe

de mouvement. Les figures suivantes (12 et 13) illustrent I’aspect observé par microscope.

Figure 8: Aspect microscopiques des colonies isolés (x40).

Figure 9 : Aspect microscopique des colonies isolés (x100).
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3.1.2.2 Etat fixé

Apres la coloration de Gram et une observation microscopique a un grossissement de (x100),
les isolats apparaissent violets, ce qui indique qu'elles sont Gram-positives (Figure 14). Cette
observation confirme que ces bactéries sont du genre Streptococcus.

Y -
- .;f"‘.'{ A9 v~
r ".;\l ‘_\ .
el )’ﬁ -
¢ eTomyo A g 2
NG | A
., T T 5
. - ~
‘("-\‘ ¢ " ~ Y- ' e V'.
v"f" oo ". &Y Y v *® >
e 4 "‘41.} l\jt‘j, 4' 2 31. .b
» » -
. A ‘:‘ &7 1 i . v
| -J" Al . j
) r PN . 5 -~

Figure 10 : Aspect microscopiques des isolats apres coloration de Gram (x100).

L’observation microscopique des isolats révele des cocci sphériques, regroupés en paires ou en
chaines. Ces bacteéries, de taille comprise entre 0,5 et 1,5 micrométre, apparaissent violettes
sous la coloration de Gram, indiquant leur nature Gram positif en raison de la présence de cette
épaisse couche de peptidoglycane, non mobiles. Ces résultats concordent avec ceux
Cunningham (2000) ; Kilian et al. (1989), qui ont proposé que ce type de morphologie

caractérise les bactéries appartenant au genre Streptococcus.

3.1.3 Identification biochimique

3.1.3.1 Test oxydase
Le test d’oxydase est utilisé pour détecter la présence de I’enzyme cytochrome oxydase ;

I’isolat étudié ici possede un résultat négatif.
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Figure 11 : Résultat de test oxydase (-).
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3.1.3.2 Test catalase

Le test de catalase est utilisé pour détecter la présence de 1’enzyme catalase chez les

bactéries ; I’isolat étudié posséde un résultat négatif (-).

Figure 12 : Résultat de test catalase (-).

Les résultats biochimiques (oxydase (-) catalase (-)) viennent de confirmer que I’isolat

appartenant au genre Streptococcus.

3.1.4 Identification automatisée
Le VITEK 2 est un systeme automatisé utilisé pour identifier les micro-organismes (bactéries

et levures), le résultat obtenu pour I’identification de I’isolat est représenté par la figure (17)

suivante.

Figure 13 : Présentation de résultat d’identification par VITEK 2.

Les résultats de l'identification automatisée confirment que les caractéristiques observées lors
des études macroscopiques, microscopiques et biochimiques correspondent a I’espece ;
Streptococcus salivarius, Les résultats obtenus sont en accord avec les conclusions des études
menées, entre autres, par Canada (2012), Cunningham (2000), et Kilian et al. (1989).
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3.1.5 Antibiogramme par diffusion sur gélose

L’implication croissante des Streptococcus dans les infections hospitaliere est un fait marquant
des deux derniéres décennies, qui semble étre associé a 1’usage abusif des antibiotiques, a
la multiplication des interventions chez les malades et a I’apparition des souches multi
résistantes (Finland, 1971).

Pour cette raison I’approche de sensibilité a été évoquée dans la présente étude pour déterminer
I’efficacité de certains antibiotiques disponibles vs de S. salivarius. Les résultats de

I’antibiogramme sont représentés dans les figures et les tableaux suivants.

Figure 15 : Résultat d’antibiogramme de S. Figure 14 : Résultat d’antibiogramme de S.

salivarius contre différent antibiotiques; 1- salivarius contre différent antibiotiques; 8-
Pénicilline, 2-Amoxicilline, 3-Cefazoline, 4- Chloramphenicol,  9-  Erythromycine, ~ 10-

Cefatoxime, 5-Minocycline, 6- Gentamycine. Clindamycine, ~ 11-  Pristinamycine,  12-
Vancomycine, 13- Lévofloxacine.

Tableau 6 : Moyenne de zone d’inhibition (mm) de S. salivarius contre different antibiotiques.

Antibiotique Diameétre Sensibilité
1- Pénicilline 10 Résistant
2- Amoxicilline 25 Sensible
3- Cefazoline 28 Sensible
4- Cefatoxime 29 sensible
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5- Minocycline 23 Sensible
6- Gentamycine 40 Sensible
7- Fosfomycine 24 Sensible
8- Chloramphénicol 23 Sensible
9- Erythromycine 13 Résistant
10- Clindamycine 20 Sensible
11- Pristinamycine 25 Sensible
12- Vancomycine 17 Sensible
13- Lévofloxacine 12 Reésistant

La souche S. salivarius utilisée a montrées des sensibilités a 1’amoxicilline, la cefazoline, la
cefatoxime, la gentamycine et a la minocycline. Ces résultats sont conformes aux résultats
précédemment rapportés pour la méme espece (Kim et Lee, 2020). S. salivarius est aussi
sensible a clindamycine, Pristinamycine, Vancomycine et Chloramphénicol (Ngwu et al.,
2022).

La sensibilité des S. salivarius aux antibiotiques cités au-dessus est signalée par plusieurs
auteurs (Goldsmith et al., 2015 ; Gordon et al., 2002).

Par contre S. salivarius présent une résistante a I’érythromycine, la lévofloxacine et la

pénicilline. Ces résultats sont aussi obtenus par (Philips Ogbeide Orhue et al., 2021).

3.2 Isolement de Lactobacillus sp.

Au cours de notre recherche, nous avons isolé des souches de lactobacilles a partir d'un
échantillon prélevé de la salive. En les cultivant et en les purifiant a travers plusieurs étapes de
repiquage sur un milieu MRS (Man Rogosa Sharp), nous avons réussi a obtenir quatre isolats

de souche pure.

3.2.1 Etude Macroscopique

L’utilisation du milieu de culture MRS a formé, a priori, une prédiction des bactéries a obtenir,
étant donné que ce milieu est spécifique pour les bactéries lactiques. D'aprés I'observation
macroscopique des colonies des isolats et cultivées sur milieu solide MRS, les résultats suivants

ont été obtenus.
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Tableau 7 : Aspect macroscopique des colonies obtenues sur milieu MRS.

Les colonies des isolats observées sont ; blanches, petites, opaques et bien isolées. Ces
caracteéristiques correspondent aux descriptions fournies par Denis et al. (2007), qui décrivent
les colonies des bactéries du genre Lactobacillus comme étant, généralement, petites lisses,

brillantes, non pigmentées et souvent opaques.

3.2.2 Etude Microscopique
L'observation microscopique se réalise a deux reprises ; une fois sur un échantillon a I'état

frais et une autre fois sur un échantillon ayant subi une fixation et une coloration.

3.2.2.1 Observation a I’état frais

L'observation de 1'aspect a I'aide d'un microscope optique a 1’état frais, a été effectuée avec un
grossissement de (x40) pour capter le champ, puis avec un grossissement de (x100) pour mieux
visualiser les cellules bactériennes. Les résultats de cette observation sont les suivants (figure
21 et 22).
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Figure 17 : Aspect microscopiques Figure 16 : Aspect microscopiques
des cellules des isolats (x40). des cellules des isolats (x100).

L’observation microscopique des isolats étudiés montre des cellules immobiles regroupée en
chainette, parfois en paire. Cet aspect microscopique correspond aux caractéristiques décrites
par (Guiraud et Rosec, 2004).

3.2.2.2 Observation a I’état fixé
Lors de I'observation microscopique du frotti bactérien a un grossissement de (x100) aprés
coloration de Gram et avec l'utilisation de I'huile a immersion, le résultat obtenu est représenté

par la figure (22) suivante.
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Figure 18 : Aspect microscopiques des cellules des isolats aprés coloration de Gram (x100).

Les isolats se présentaient sous forme de bacilles fins de couleur violette, avec des variations
dans leur mode d'association. L’ensemble des résultats de 1’observation microscopique en
I’occurrence ; Gram positif, sous forme de bacilles longs et fins, légérement arrondies et mode
d’association des cellules en chainettes. Ces résultats prédirent que ces bactéries appartenant au
genre Lactobacillus sans, pour autant, définir ’espéce aussi d’apres les travaux de Axelsson
(1993) ; Kandler et Weise, (1986), qui ont obtenu les mémes caractéristiques chez ce genre

bactérien. De ce fait, la bactérie obtenue dans cette étude correspond a Lactobacillus sp.
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3.3 Interaction bactériens entre Lactobacillus sp. et Streptococcus salivarius

(antagonisme)

Apres avoir isolé les souches pures de Lactobacillus sp. et de S. salivarius, une analyse de leur
interaction a été développée en vue de sélectionner un probiotique capable d’inhiber
naturellement le croissance de la bactérie opportuniste S. salivarius. Les résultats obtenus
(Figure 23) révélent que le Lactobacillus sp. avait la capacité d'inhiber la croissance du S.

salivarius en développant une zone séparant les deux bactéries.

Figure 19 : Pouvoir antagoniste de Lactobacillus sp. sur Streptococcus salivarius.

En effet, cette zone est nettement claire, d’extension latérale, supérieure a 2 mm d’épaisseur.
Cette zone est due a la présence d’une substance chimique sécrétée par la bactérie Lactobacillus
sp. cette substance peut servir de produit antibactérien. L’ensemble des résultats sont accord
ceux développés par des études antérieures (Doukani, 2015 ; Tabak et al., 2007 ; Fleming et
al., 1975).

L'effet inhibiteur de ces souches varie en fonction de ; la souche de S. salivarius ciblée, de
temps d’application entre I'application et la technique de confrontation utilisée (simultanée dans
ce cas) (Hafidha et al., 2019).
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Conclusion

Exploration des bactéries d’origine buccale comme agents opportunistes et probiotiques est une
voie prometteuse pour élucider leur role et leur impact dans les domaines de la santé et de
I'agroalimentaire. Des recherches supplémentaires dans ce domaine peuvent conduire a des
avancées significatives dans le diagnostic, le traitement et la sécurité alimentaire, avec des

implications potentielles pour la santé publique et I'industrie alimentaire.

L’objectif assigné a cette étude a eté atteint par I'isolement et identification de deux bactéries ;
une considérée comme opportuniste en 1’occurrence, Streptococcus salivarius, et I’autre, a
savoir, Lactobacillus sp., développant un effet antagoniste vis-a- de la premiére. Les deux
bactéries sont isolées du méme écosysteme de la cavité buccale par des prélevements du
crachat, suivi par leur ensemencent sur milieux spécifiques correspondants. L’exposé de la
bactérie opportuniste Streptococcus salivarius a certains antibiotiques a permis de conclure
qu’elle développait une résistance. Ce résultat a orienté le travail vers la recherche d’une
bactérie développant un effet inhibiteur appartenant au méme écosysteme. En effet, cette
recherche a abouti a la sélection Lactobacillus sp., cette bactérie a développé une action
antagoniste vs Streptococcus salivarius. Cette eétude a permis de conclure que les lactobacilles
de la cavité buccale chez I'homme et qui appartient aux probiotiques sont présents
naturellement dans cet écosysteme, forment naturellement une barriére contre les bactéries
opportunistes et pathogénes protégeant 'homme de leurs effets néfastes sur sa santé. La
compréhension approfondie des mécanismes d’effet antagonistes de ces bactéries peut servir

de socle pour leur production a I’échelle industrielle.

Au terme de cette modeste recherche, il a été permis de dégager certains points comme éléments

de recherches futures :

— La recherche a confirmer que le microbiote buccal de ’homme pourrait devenir une
nouvelle voie pour le traitement naturel de certaines maladies microbiennes ;

— Approfondir les recherches sur le mécanisme d’action des bactériocines produites par
les lactobacilles ;

— L’utilisation de 1’approche métagenomique pour cibler toutes les bactéries buccales et

sélection de genes d’intérét dans le domaine investi.
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Résumé

La présente etude visait & isoler, sélectionner et identifier certains des bactéries buccales,
notamment, Streptococcus salivarius, a partir d'échantillons de, salive, et de crachat, et a évaluer
leur réaction vs certains antibiotiques. Les bactéries obtenues ont été cultivées sur des milieux
specifiques pour caractériser leur taille, leur forme et leur mobilité et leur identification a été
confirmée par un automate. L'implication croissante des streptocoques dans les infections
hospitaliéres a été soulignée. Les souches de Lactobacillus sp. ont, également, été isolées du
méme écosysteme, partiellement caractérisées, suivie, par la recherche de leur aptitude a inhiber
la bactérie Streptococcus salivarius, considérée comme agent opportuniste. Cette interaction a
été étudiée par des tests d'antagonisme, montrant des zones d'inhibition autour de la souche
Streptococcus salivarius. Ces résultats mettent en lumiére I'importance de la recherche des
bactéries d’origine buccale développant des propriétés probiotiques comme les lactobacilles.

Ces bactéries peuvent servir a la fois pour la sécurité sanitaire et agroalimentaire.

Mots clés : Bacteries buccales, Streptococcus salivarius, Lactobacillus sp., antagonisme,

sécurité sanitaire, sécurité agroalimentaire.
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Abstract

Abstract:

The present study aimed to isolate, select, and identify certain oral bacteria, notably
Streptococcus salivarius, from samples of saliva and sputum, and to assess their reaction to
certain antibiotics. The obtained bacteria were cultured on specific media to characterize their
size, shape, and mobility, and their identification was confirmed using an automated system.
The increasing implication of streptococci in hospital-acquired infections was emphasized.
Strains of Lactobacillus were also isolated from the same ecosystem, partially characterized,
followed by the investigation of their ability to inhibit the bacterium Streptococcus salivarius,
considered an opportunistic agent. This interaction was studied through antagonism tests,
showing zones of inhibition around the Streptococcus salivarius strain. These results highlight
the importance of researching oral bacteria that develop probiotic properties such as lactobacilli.

These bacteria can serve both for food safety and agro-food safety.

Keywords: Oral bacteria, Streptococcus salivarius, Lactobacillus sp., Antagonism, Food

safety, agro-food safety.
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Annexe 01
Composition des milieux

Milieu MRS

Extraitde levure .........ocoooiiiiiiiiiiii S5¢/L
Extraitdeviande .............cooiiiiiiiiii 10g/L
Peptone ......cooiiiiii 10g/L
Acétate de sodium ..ot Sg/L
Citrate de sodium ...........ooiiiiiiiiiii e 2g/L
GIUCOSE .. 20g/L
KH2PO .o 2g/L
MESOA. . 0,2g/L
MNSO4 L 0,05g/L
A AT . e 15g/L
Tween80. ... Iml/
Eaudistillée ........ccooiiii e 1000 ml
pH=6.2

Milieu Mulher hinton chocolat

Infusion de viande de beeuf............... 3g

Peptone de caséine.....................oeee. 17.5g

Amidonde mais..............ooeiiiiiiiiiin 1.5¢

AZaT. .o 17¢g
PH=7.4
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Milieu gélose au sang

Me¢élange spécial de peptones.............. 239
amidon .........ooiiiii lg
chlorure de sodium ........................... 5¢g
7o) 10g
sang humain ..................coeeiven... 50 ml
pH=7.3

Milieu columbia
Extrait de levure............ccccceeennen 3,0
Peptone de viande...........ccceeveviennnenne 5,0

Peptone de soja.............cccueeeeenn . 3,0

Tryptone......ccoovviiiiiiiiiii i, 5,0
Coour-cerveau.......oovvvvvviieieeiennninnn.. 8,0
Amidon..........ooiiiiiiii . 1,0
Chlorure de Sodium...............cceeen. 18,0
pH: 7,3

Composition de bouillon ceeur cervelle
protéase-peptone .................. 10,0 g.

infusion de cervelle de veau .....12,5 g.

infusion de cceur de beeuf......... 50¢g.
glucose ....oiiiiiiii 2,0 g
chlorure de sodium ................... 5,0 g

hydrogénophosphate de sodium... 2,5 g.
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pH =74

Eau physiologique a 0.9%
NACL © e 0.9g
Eaudistillé. ... 1000ml

Annexe 02
Méthode des trois cadrant
Préparation du matériel

e Une boite de Pétri stérile contenant de la gélose nutritive adaptée ;
o Pipette pasteur steérilisee ;
e Une suspension bactérienne (inoculum) préparée a partir de I'echantillon a analyser.

Ensemencement par quadrants
Premier quadrant

e Flamber l'anse de platine et la laisser refroidir ;
e Prélever une quantité importante de suspension bactérienne avec pipette ;
e Déposer I'inoculum sur le premier quadrant de la gélose en stries serrées, couvrant

toute la surface du quadrant.

Deuxieme quadrant

e Flamber a nouveau I'anse de platine et la laisser refroidir ;
e Sans prélever de nouveau matériel, utiliser la pipette pour strier le deuxiéme

guadrant de la gélose en partant du bord du quadrant précédemment ensemencé ;

e Les stries doivent étre moins serrées que dans le premier quadrant.

Troisieme quadrant

e Flamber une derniére fois I'anse de platine et la laisser refroidir ;

e Encore une fois sans prélever de nouvel inoculum, utiliser la pipette pour strier le

troisieme quadrant de la gélose en partant du bord du deuxieme quadrant ;
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e Lesstries doivent étre encore plus espacées que dans le deuxiéme quadrant.

Annexe 03 :

Composition des distributeurs des antibiotiques.

Distributeur utilisé dans 1’antibiogramme :

© o N o g Bk~ w DN PE

[ S I =
w N Pk O

Pénicilline
Amoxicilline
Cefazoline
Cefatoxime
Minocycline
Gentamycine
Fosfomycine
Chloramphenicol
Erythromycine

. Clindamycine
. Pristinamycine
. Vancomycine

. Lévofloxacine
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