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Résumé

L'étude de la microbiologie buccale présente une complexité extréme. En effet, il est
important de rappeler que la flore bucco-dentaire abrite une grande variété de bactéries (50
milliards), réparties en plus de 700 espéces différentes et plus de 20 genres distincts,
cohabitant au sein de I'écosystéeme buccal. Il est important de faire une distinction au sein de
cette flore entre les bactéries adhérentes fixées sur les diverses surfaces de la cavité buccale,
notamment les surfaces dentaires. L'objectif de cette étude est de caractériser le profil
microbiologique de la cavité buccale chez des enfants en bonne santé agés de 1 a 16 ans, et
d'analyser la capacité des germes a Gram négatif isolés a former des biofilms bactériens.
Cette identification repose sur les tests de TSI, la galerie API 20 E et les tests de sensibilité
aux antibiotiques. Ces démarches nous ont permis d'identifier 4 souches bactériennes de la
cavité buccale klebsiella oxytoca 50%, klebsiella pneumoniae 25%, pasteurella 25% pouvant
devenir pathogenes en provoquant des infections buccales. Les tests de sensibilité aux
antibiotiques réalisés sur ces microorganismes ont démontré que toutes les souches étaient
sensibles aux antibiotiques utilisés (aminosides, fluoroquinolones), mais résistantes aux béta-
lactamines et aux carbapénemes. Les résultats de I'étude sur la formation de biofilm ont

indiqué que toutes les souches avaient la capacité de former des biofilms.

Mots clés : cavité buccale, bactéries, souche, antibiotique, klebsiella, pasteurella, biofilm



Abstract

Studying oral microbiology proves to be extremely complex. It's important to emphasize that
the oral flora hosts a vast variety of bacteria (over 50 billion), distributed across more than
700 different species and over 20 distinct genera, coexisting within the oral ecosystem.
Therefore, it's crucial to differentiate within this flora the adherent bacteria attached to
various surfaces of the oral cavity, particularly dental surfaces. The aim of this study is to
characterize the microbiological profile of the oral cavity in healthy children aged 1 to 16
years and to analyze the ability of isolated Gram-negative germs to form bacterial biofilms.
This identification is based on TSI tests, APl 20 E gallery, and antibiotic sensitivity tests.
These steps allowed us to identify 4 bacterial strains from the oral cavity that can become
pathogenic and cause oral infections. The antibiotic sensitivity tests conducted on these
microorganisms demonstrated that all strains were sensitive to the antibiotics used
(aminoglycosides, fluoroquinolones), but resistant to beta-lactams and carbapenems. The
results of the biofilm formation study indicated that all strains had the ability to form

biofilms.

Key words: oral cavity, bacteria, strain, antibiotic, klebsiella, pasteurella, biofilm
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Introduction

La cavité buccale héberge un écosysteme microbien complexe, constitué de plus de 700
espéces qui coexistent et interagissent les unes avec les autres (Lignon et coll., 2015). Elle est
colonisée par une grande variété de micro-organismes, tels que des bactéries, des
champignons, des virus et des protozoaires qui constituent sa flore résidente commensale
(Philip et coll., 2009 ; Scannapieco et Frank, 2013).

La composition de la flore microbienne varie en fonction des parametres intrinseques :
I'hnumidité, la température, le pH, la capacité redox, la disponibilité en nutriments, la surface et
le débit salivaire dans la cavité buccale ainsi que des parametres extrinséques : 1’hygiéne
buccodentaire, la fréquence de consommation de sucres ou I’exposition au fluor. Ces
paramétres sont influencés par l'individu lui-méme. La composition de la flore microbienne
est également fonction de 1’age, du site de prélévement et de la situation clinique de I’individu

(Chardin et coll., 2006 ; Philip et coll., 2009).

Les bactéries a Gram négatif revétent une importance capitale au sein de la cavité buccale.
Elles contribuent de maniere significative a I'équilibre microbiologique. En coexistant avec
d'autres microorganismes, elles participent activement a la régulation de la composition de la
microflore buccale. Elles constituent des éléments essentiels pour la préservation d'une santé
buccale optimale. Certaines de ces bactéries a Gram négatif s'investissent dans la dégradation

des sucres et des résidus alimentaires (Belkhirat &Touati, 2018).

Leurs activités métaboliques favorisent également un pH buccal équilibré, un parameétre
critique pour maintenir un environnement buccal sain. Un autre aspect crucial de leur réle est

leur capacité a offrir une protection contre les pathogenes potentiels (Keller, 1991)

Les bactéries a Gram négatif agissent comme une premiére ligne de défense, empéchant la
colonisation de la cavité buccale par des microorganismes nuisibles. Ainsi, I'importance des
bactéries a Gram négatif dans la cavité buccale est indéniable, tant pour le bien-étre oral que

pour la santé genérale (Barsotti & Exbrayat, 2006).

Cependant, les bactéries & Gram négatif peuvent étre responsables d’infections bucco-
dentaires (Bouzidi, 2020). Elles peuvent développer divers mécanismes de résistance aux
antibiotiques, créant ainsi des difficultés pour le traitement des infections buccales. Cette
résistance est favorisée par l'utilisation fréquente d'antibiotiques parfois de maniére

inappropriée (Kerbouci et coll., 2022).
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Les mutations génétiques spontanées peuvent également produire des variants moins sensibles
aux médicaments, compliquant la lutte contre ces infections. La capacité des bactéries & Gram
négatif & échanger des genes de résistance renforce cette dissemination. De plus, la formation
des biofilms, des agrégats de bactéries protégées dans une matrice, permet aux bactéries a

Gram négatif de résister aux antibiotiques. (Keller & Barsotti, 2010).

La formation de biofilm est désormais identifiée comme une propriété microbienne
universelle (Tremblay et coll., 2014). Sa structure et sa composition varient en fonction des
microorganismes qui le composent et des conditions environnementales (Roux & Ghigo,
2006).

Dans la cavité buccale, la salive, les protéines de la salive et les glucides présents dans les
aliments favorisent lI'adhésion des bactéries. Une fois attachées, les bactéries commencent a
produire une matrice extracellulaire composée de polysaccharides, de protéines et d'ADN.
Cette matrice forme une structure tridimensionnelle qui maintient les bactéries ensemble et les

protége des agressions extérieures (Nicolas & Lavoie, 2011).

Les bactéries a Gram négatif sont connues pour leur capacité a former des biofilms complexes
sur diverses surfaces, y compris les dents, les gencives, les prothéses dentaires et les implants
(Sixou et coll., 2007).

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), les infections bucco-dentaires font parties
des maladies les plus courantes dans le monde, elles posent un ensemble de problémes liés a

la santé publique y compris la carie dentaire (OMS, 2014).

Cette derniére est placée en quatrieme position immédiatement apres le cancer, les maladies
cardiovasculaires et le SIDA car elle touche tous les niveaux d’age (plus de 80% de la

population mondiale) et ce dés I'enfance (Djossou et coll., 2015).

La carie dentaire est une maladie d’origine microbienne. Elle vise a détruire la substance
la plus dure du corps humain, I'émail, avant d'atteindre tous les autres tissus de la dent
(Muller, 2015). Les infections dentaires conduisent généralement a des extractions de
dents et peuvent causer des douleurs de diverses intensités, des déformations et parfois méme
la mort (Virtanen et coll., 2014). Les maladies bucco dentaires en particulier la carie sont
souvent plus fréquente chez ’enfant que chez 1’adulte. La prévention et I’acces aux soins

sont d’autant plus importants dés 1’enfance (Baillon et coll., 2012).
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L’objectif de cette étude est dans un premier temps d’évaluer la présence des bactéries a
Gram négatif dans la cavité buccale des enfants saints dans la région de Tlemcen ville, et
dans un second temps d’étudier la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques ainsi

que leurs capacités de former des biofilms in vitro.
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Matériel et Méthodes

Ce travail est réalisé au niveau du laboratoire de recherche : Antibiotiques, Antifongiques :

physico-chimie, synthése et activité biologique de I'université Aboubekr Belkaid, Tlemcen.

1. Prélevement

Les prélevements sont réalisés par écouvillonnage de la cavité buccale d’enfants saints au
niveau de Tlemcen ville. Les écouvillons sont placés dans des tubes a vis stériles et acheminés
au laboratoire dans un délai de moins de 2 heures aprés les prélevements. Une fiche de

renseignement (Annexe 1) est diment remplie pour chaque enfant.

2. Isolement

Trois ml d’eau physiologique sont ajoutés a chaque prélevement et agités pendant 2 minutes a
I’aide d’un vortex. Ensuite, 100 microlitres de I’inoculum obtenu sont déposés dans un tube
eppendorf contenant 900 microlitres de bouillon BHIB et incubé a 37°C pendant 24 a 48
heures. A partir des cultures présentant un trouble, la recherche de bactéries & Gram négatif

est réalisée par un ensemencement sur gélose Mac Conkey.

3. Identification

L’identification des souches est réalisée par test TSI et galerie API 20E.

» La gélose TSI (Triple Sugarlron) permet d'étudier la fermentation du glucose,
I'utilisation du lactose et du saccharose et la production d'H2S. L'ensemencement est réalisé
par des stries serrées au niveau de la pente et par piqlre centrale au niveau du culot. La lecture

se fait apres 18 a 24 heures d’incubation a 37°C.

»  La Galerie APl 20E est un systeme de diagnostic utilisant 20 tests standardisés et
miniaturisés pour identifier les entérobactéries et autres bacilles Gram négatif.
L’ensemencement des 20 micro-tubes de la galerie est réalisé par une suspension bactérienne
équivalente a 0,5 Mc Farland. La lecture des reactions produites pendant la période
d’incubation est réalisée en se référant au tableau de lecture (Annexe 2) et d’identification
(Annexe 3).

4. Antibiogramme (EUCAST, 2019)

L’activité de 5 antibiotiques est déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé.
Pour chacune des souches a tester, un inoculum équivalent a 0.5 Mc Farland est ensemencé

par écouvillonnage a la surface du milieu Mueller-Hinton. Aprés 18 a 24 heures d'incubation,



Matériel et Méthodes

les diameétres d'inhibition sont mesures afin de determiner les catégories cliniques (Annexe4).

5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CLSI M7-A10, 2016)

Les concentrations minimales inhibitrices de la gentamicine sont déterminées par la méthode
de micro-dilution en microplaque 96 puits. Les inocula de 10° UFC/MI est mis au contact de
concentrations croissantes de gentamicine Les solutions méres gentamicine sont préparées par
la solubilisation de la gentamicine dans 1’eau distillée stérile. Cent microlitre de la solution
mere de I’antibiotique a tester sont déposés dans le premier puits de chaque colonne. Des
dilutions de % sont réalisées par le transfert de 100 microlitres d’un puits a 1’autre a partir du
premier. Les concentrations finales en antibiotique sont comprises entre 1 et 512 pg/ ml.

Aprés une incubation de 18 a 24 heures a 37°C, la CMI est définie comme étant la plus petite

concentration d'antibiotique inhibant toute croissance bactérienne visible a 1'ceil nu.

6. Formation de biofilm

Une pré-culture estréalisée dans des eppendorfs contenant 1 ml du milieu BHIB.
Aprés 24heures d’incubation a 37°C, la suspension est centrifugée a 1000 g pendant 15
minutes a 4°C. Le culot est lavé deux fois avec du PBS (tampon phosphate salé) a pH 7,4
0,1M, puis suspendu dans le milieu de culture & raison de 10’cellules/ml. Dans chaque puits
d’une microplaque a 96 puits, 100 pL de la suspension bactérienne sont ajoutés, la plaque est

scellée puis mise a incuber a 37°C pendant 24 heures.

7. Quantification de la biomasse de biofilm par le cristal violet

Aprés la formation de biofilms, le milieu BHIB est aspireé et les puits sont lavés 1 fois avec du
PBS. Puis, 100 puL de méthanol sont ajoutés aux puits de la microplaque et laisser pendant 15
min. Les puits sont ensuite lavés et 100 pL de crystal violet sont ajoutés. Apres
une incubation de 20 minutes, I’ajout de I’acide acétique (150 UL, 33%) permet la libération
du crystal violet lié. La lecture des densités optiques est réalisée a 570 nm a I’aide d’un
lecteur de microplaques. Les souches sont classées selon leur capacité d’adhésion aux puits

des microplaques selon les recommandations de Christensen et ses collaborateurs (1985).
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Résultats et discussions

Notre étude vise a évaluer la prévalence des bactéries a Gram négatif dans la cavité
buccale desenfants en bonne santé de la ville de Tlemcen. Elle examine également
la sensibilité de ces souches bactériennes a différents antibiotiques, ainsi que leur
capacité a former des biofilms invitro.

1. Prélevements
La recherche des bactéries a Gram négatif a été réalisée par culture sur milieu
sélectif, la géloseMac conkey.
Les résultats obtenus sont: 4 se sont révelés positifs sur les 12 prélevements
réalisés.
La présence de bactéries a Gram négatif aéro-anaérobies chez la population étudiée
souligne larichesse de la diversité microbienne dans la cavité buccale. Ce résultat est
en accord avec ceuxde Chardin et coll. (2006) et de Philip et coll. (2009) qui ont
mis en évidence la présence de bactéries a Gram négatif aéro-anaérobies au niveau

de la cavité buccale.

1.1. Classifications des prélevements positifs en fonction du sexe
Les résultats concernant la classification des prélevements positifs en fonction du

sexe sont présentés dans le Tableau N°1.

Tableau N°1 : Répartition des préléevements positifs en fonction du sexe

Prélevements Résultats positifs Selon le sexe

Gargcon n=7 58% 2 29%
Fille n=5 42% 2 40%
Total n=12 100% 4 33%

Le Tableau N°1 réevele que le pourcentage de résultats positifs chez les filles est
légerement plus élevé que chez les garcons, cependant, cela ne démontre pas de
maniére significative qu'ilexiste une distinction notable entre les garcons et les filles.

Ce résultat semble concorder avec ceux d’'une étude menée par des étudiants en
master (Benkacher et Hamoud, 2018). Cette étude portait sur 15 prélevements
effectués dans les cabinets de chirurgiens-dentistes privés de la ville de Guelma,
aupres de volontaires sains comprenant 8 hommes et 7 femmes. L'analyse des

prélevements mis en culture sur milieu Mac Conkey a révélé que trois d'entre eux
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étaient positifs : un chez les hommes et deux chez les femmes.

1.2. Répartition des enfants en fonction des affections buccales
Les résultats de la répartition des enfants en fonction des affections bucco-dentaires

sont représentés sur la figure N°2.

Répartition des enfants en fonction des
pathologies bucco-dentaires

M sans carie M carie

Figure N°2 : Répatrtition des enfants en fonction des pathologies bucco-

dentaires

Nous avons constaté que la carie dentaire est présente chez 50% des enfants faisant
partie de notre étude. En effet La carie dentaire est la pathologie bucco-dentaire la
plus fréquente a I'échelle mondiale. Elle touche 60 a 90% des enfants en age scolaire a
travers le monde (OMS ;2014).

Les résultats obtenus soulignent une fréquence élevée de la carie dentaire chez les
enfants.

Au niveau régional, une étude réalisée a Oran, en 2016, dans le cadre d’une thése de
doctorat a identifié une prévalence de 67,43% chez des enfants de 7 ans (Oulhaci,
2016).

Au niveau national, une étude épidémiologique réalisée en 2013 sur la santé bucco-
dentaire des enfants algériens agés de 6, 12 et 15 ans a mis en évidence une
prévalence de 74,1% de la carie dentaire pour I'ensemble des éléves (Institut
National de Santé Publique, 2014).

1.3. Répartition des enfants en fonction de la fréquence de leur brossage dentaire
Les données concernant l'état de I'hygiene bucco-dentaire des enfants sont
exposées dans la figure N°4.
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fréquence de brossage
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Figure N°4 : distribution des enfants en fonction de leurs fréquences de brossage

Notre échantillon a révélé plus que 50% des enfants présentaient une mauvaise
hygiéne buccodentaire, Parmi eux la majorité consiste en ceux qui se brossent les
dents une fois par jour, et une minorité est représentée par ceux qui se brossent les
dents deux fois par jour.

Une autre étude nationale réalisée par I'INSP a révélé que 56,6% des enfants agés
de 6 ans présentaient une hygiéne bucco-dentaire insatisfaisante (Institut National

de Santé Publique ; 2014)

1.4. Répartition des enfants en fonction de la nature des dentifrices utilisés

Tableau N°2 : Types et marques des dentifrices utilisés par les enfants

Marque de Fluoré Non Fluoré Nombre des
dentifrice enfants

Signal ® X 03

Colegette ® X 01

Ces résultats mettent en évidence que tous les enfants inclus dans notre étude utilisent
un dentifrice contenant du fluor. En effet, il apparait que maintenir une bonne hygiene
bucco-dentaire et recourir régulierement a des dentifrices fluorés constitue la méthode la

plus efficace pour encourager le processus de prévention. Plus spécifiguement,

9
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I'application locale de dentifrices contenant du fluor permet de réduire limpact de
I'alimentation sur la formation des caries dentaires, comme l'ont souligné les études de
Minnig (2005) et de Shetty et coll., (2016).

2. ldentification
A partir des 12 prélevements réalisés, 04 souches sont isolées aprés incubation a
37°C pendant24 a 48 heures sur le milieu de culture Mac Conkey et identifiées en
utilisant le test TSI et les galeries Api 20 E.
Les résultats obtenus ont permis d’assinger une souche au genre espéece Pasteurella
multocida, 2 au genre espéece Klebsiella oxytoca et 1 au genre espéce klebsiella

pneumoniae.

Pasteurella multocida est une bactérie a Gram négatif zoonotique appartenant a la
famille des Pasteurellaceae (Miyoshi et coll., 2012). Elle fait partie de la flore
microbienne normale des voies respiratoires supérieures de nombreuses espéces
animales, mais elle peut aussi étre un pathogéne potentiel pour de nombreux
animaux domestiques et d'importance agricole tels que les chiens, les chats, le
bétail, les porcs et les oiseaux (Ewers et coll., 2006).

Pasteurella multocida est un pathogéne humain important aprés une inoculation
directe dans les tissus sous-cutanés tels que les morsures (Giordano et coll., 2015 ;
Muhairwa et coll., 2000). Elle a également été isolée des gencives (Piette et Mahy.,
2005).

Les bacilles entériques, notamment Klebsiella, ont été détectés dans nos
prélevements. Il a été noté que la fréquence des bacilles entériqgues dans la cavité

buccale est liée a la santé bucco-dentaire (Sedgley et Samaranayake, 1994).

3. Antibiogramme
Nous avons évalué la sensibilité des souches isolées a I'ampicilline, a I'ertapénéme, a

'amikacine, a la tobramycine et a la ciprofloxacine par la méthode des disques

(antibiogramme). Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau N°3.
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Tableau N°3: Antibiogramme des souches bactériennes isolées de la cavité buccale

Ampicilline (10 Ertapéneme (10 Amikacine (30 Ciprofloxacine (05ug
Tobramycine (10ug)

Profilde  Diametre  Profilde  Diamétre = Profilde  Diameétre  Profilde  Diametre  Profilde  Diametre
résistance (mm) résistance (mm) résistance (mm) résistance (mm) résistance (mm)
P. multocida R / R 19 S 2 S 20 S 31
K. oxytoca 1 R / R 15 S 18 S 19 S 30
K. oxytoca 2 R / R 14 S 18 S 18 S 31
K. pneumoniae R / R 14 S 18 S 18 S 30
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Les résultats obtenus indiquent que les 4 souches présentent une
résistance a l'ampiciline et a l'ertapénéme et une sensibilité a
'amikacine, la tobramycine et la ciprofloxacine. La résistance a
'ertapénéme chez des souches isolées de la cavité buccale a déja
été rapportée lors d’'une étude menée a Béjaia ou 58/64 souches
d'entérobactéries étaient résistantes a cet antibiotique (Galloul,
2014). La détection de souches d'entérobactéries résistantes aux
carbapénémes, notamment a I'értapénéme, constitue un probleme
majeur. Cette résistance peut étre due a la production de BLSE ou a
une céphalosporinase associée a une imperméabilité membranaire

(Robin et coll., 2012).

4. Concentration minimale inhibitrice

Les résultats relatifs aux concentrations minimales inhibitrices (CMI)
de la gentamicine vis-a-vis des quatre souches isolées de la cavité

buccale aprés 24h d’incubation sont présentés sur lafigure N° 5.

2,5

Pasteurella.P Klebsiella.O Klebsiella.P Klebsiella O

Figure N° 5 : concentrations minimales inhibitrice des souches isolées

Les résultats que nous avons obtenus montrent que toutes les

souches isolées sont sensibles a la gentamicine (CMI < 2 ug/ml).
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5. Formation des biofilms bactériens sur milieu BHIB
Nous avons observé que toutes les souches isolées ont la capacité

de former des biofilms, bien que la quantité de biomasse produite

varie d'une souche a l'autre (Figure N°6).

DO (570nm)
0.61
0,51
0.47
I 0,23
Pasteurella.P Klebsiella.O Klebsiella.P Klebsiella.O

Figure N° 6 : Répartition des souches selon la densité optique

En fonction de la biomasse, les souches sont classées en 2 groupes.
Le premier groupe comprenant les souches P. multocida, K. oxytoca
1 et K. pneumoniae qui ont un potentiel relativement élevé pour
former des biofilms, avec une densité optique comprise entre 0,4 et
0,7.Ces souches peuvent étre considérées comme étant de bonnes
formatrices de biofilm.

Le deuxieme groupe comprend la K. oxytoca 2, qui présente un
potentiel moyen pour former de biofilms avec une densité optique de
0,23. En effet, nos résultats sont en accord avec les études de Kuhn
et ses collegues (2002) ainsi que de Li et coll., (2003), qui mettent
en évidenceque la quantité de biofilm varie a la fois entre les especes
étudiées, entre différentes souches d'une méme espéce, et en

fonction du milieu de culture.
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Conclusion

Les affections bucco-dentaires, telles que les caries dentaires et les maladies

parodontales sont souvent provoquées par une diversité importante de microorganismes
Il ressort de notre travail que :

- 33% des bactéries isolées de la cavité buccale des enfants en bonne santé sont de

nature bacilles a Gram négatif

- L’identification a permis de mettre en évidence une souche de Pasteurella multocida,

2 souches de Klebsiella oxytoca et 1 souche klebsiella pneumoniae.

- L’étude du profil de résistance aux antibiotiques a révélé que les 4 souches étaient
résistantes a I’ampicilline et a I’ertapénéme et une sensibilité a I’amikacine, a la tobramycine

et a la ciprofloxacine.

- Les concentrations minimales inhibitrices de la gentamycine vis-a-vis des souches

isolées étaient < 2pg/mL
- Toutes les souches avaient la capacité de former des biofilms.

Il serait intéressant de compléter ce travail par une étude approfondie de la résistance
aux antibiotiques ; une meilleure compréhension des facteurs qui influent sur la formation des
biofilms ; une recherche sur la santé bucco-dentaire des enfants (inclure d’autres facteurs tel
que les habitudes alimentaires) ; Mettre en place des campagnes de sensibilisation pour
informer le publique, en particulier les parents et les soignants, sur I'importance de I'hygiene

bucco-dentaire des enfants et des mesures de prévention des infections buccales.
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Annexe

Annexel : Nature et période de prélévement

P | Age | Sexe | Site de Date et ’heure Lieu de préléevement et
prélevement pathologies

01 (11 G Surfaces dentaires | 19.02.2022 a 08 :00. | Chetouane, Tlemcen
et cavitébuccale Caries dentaires

02 |5 G Surfaces dentaireset | 19.02.2022 a 07 :00 | Boudjlida, Tlemcen
cavité buccale Caries dentaires

03 | 12 F Surfaces dentaireset | 19.02.2022 4 09 :00 | 400, Tlemcen
cavité buccale Aucune pathologie

04 |12 G Surfaces dentaireset | 26.02.2022 4 07 :00 | Chetouane, Tlemcen
cavité buccale Caries dentaires

05 |10 F Surfaces dentaireset | 26.02.2022 a 08 :00 | Makhoukh, Tlemcen
cavité buccale Caries dentaires

06 |11 G Surfaces dentaireset | 26.02.2022 a 08:30 400, Tlemcen
cavité buccale Caries dentaires

07 |1 F Surfaces dentaireset | 02.03.2022 4 09 :00 | Beni snous, Tlemcen
cavité buccale Aucune pathologie

08 |11 G Surfaces dentaireset | 05.03.2022 a 08 :30 | Chetouane, Tlemcen
cavité buccale Caries dentaires

09 |5 G Surfaces dentaireset | 05.03.2022 a 07 :00 | Makhoukh, Tlemcen
cavité buccale Caries dentaires

10 | 9 F Surfaces dentaireset | 05.03.2022 a 07 :15 | Makhoukh, Tlemcen
cavité buccale Aucune pathologie

11 |13 G Surfaces dentaireset | 05.03.2022 a4 07 :30 | Makhoukh, Tlemcen
cavité buccale Caries dentaires

12 | 8 F Surfaces dentaireset | 05.03.2022 a 08 :00 | Maghnia, Tlemcen

cavité buccale

Caries dentaires
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Annexe 2 : Résultat des prélevements

Patients | Sexe Fréquence de brossage | Bactéries a Gram | Pathologie bucco
négative dentaire

1 Garcon Irréguliére - carie

2 Gargon Irréguliere - carie

3 Fille 1/jour + Non carie

4 Garcon Irréguliére - carie

5 Fille Irréguliére - carie

6 Gargon 1/jour - carie

7 Fille / - /

8 Gargon 1/jour + carie

9 Gargon 1/jour + carie

10 Fille 2/jour + Non carie

11 Garcon Irréguliére - carie

12 Fille Irréguliere - carie
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Annexe 3 : Tableau de lecture de la galerie API1 20 E

L. Résultats
Tests Composants Réaction
. . Négatif Positif
actifs enzymatique
2-nitrophényl-3- -gal i Incolor n
ONPG itrophényl- B-galactosidase colore Jaune
Galactoside
ADH L-arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC L-lysine Lysine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
obDC L-ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
CIT Trisodium citrate Utilisation citrate Vert pale/Jaune | Bleu-vert / Bleu
H2S Sodium thiosulfate |Production de H2S Incolore/grisatre | Dépot noir
URE Urée Uréase Jaune Rouge-orangé
TDA L-tryptophane Trypthophane Jaune Marron-
Désaminase rougeatre™®
IND Production d’indole |Production d’indole Incolore-vert Rose™®
pale/jaune
VP Sodium pyruvate Production d’acétoine Incolore-rose Rose/rouge **
pale
GEL Gélatine Gélatinase Non diffusion Diffusion du
(origine bovine) pigment noir
GLU D-glucose Fermentation -oxydation [Bleu/bleu vert Jaune/jaune gris
D-mannitol Fermentation- Bleu/bleu vert Jaune
MAN
Oxydation
INO Inositol Fermentation- Bleu /bleu vert | Jaune
Oxydation
D-sorbitol Fermentation- Bleu / bleu vert | Jaune
SOR
Oxydation
RHA L-rhamnose Fermentation- Bleu / bleu vert | Jaune
Oxydation
SAC D-saccharose Fermentation- Bleu / bleu vert | Jaune
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Oxydation

MEL

D-mélobiose

Fermentation-

Oxydation

Bleu / bleu vert

Jaune

AMY

Amygladine

Fermentation-

Oxydation

Bleu / bleu vert

Jaune

ARA

L-arabinose

Fermentation-

Oxydation

Bleu / bleu vert

Jaune

(*) : Réaction immédiat ; (**) : VP1 + VP2 / 10 minutes

Annexe 4 : Tableau d’identification du catalogue analytique API1 20 E

api®20E ™M

075644 - xl - 2010/05

NINAKAZ TAYTOMOIHEZHE / IDENTIFIKATIONSTABEL / IDENTIFIERINGSTABELL / TABELA IDENTYFIKACYJNA
% de réactions posftives aprés 18-24 /48 h a 36°C £+ 2°C | % of positive reactions after 18-24 / 48 hrs. at 36°C + 2°C / % der positiven Reaktionen nach 18-24 /48 h bei 36°C + 2°C/
% de las reacciones positivas después de 18-24 /48 Ha 36°C + 2°C/ % di reazioni positive dopo 18-24 / 48 ore a 36°C + 2°C/ % de reacgles positivas apds 18-24 /48ha36°C+2°C/
% Bemkwv avnidpaogwy petd amd 18-24 / 48 wpeg otoug 36°C + 2°C / % positiva reaktioner efter 18-24 / 48 timmar vid 36°C + 2°C / % af positive reaktioner efter 18-24 / 48 timer ved 36°C £ 2°C/

% pozytywnych reakcji po 18-24 / 48 godzinach w 36°C £ 2°C

TABLEAU D'IDENTIFICATION / IDENTIFICATION TABLE / PROZENTTABELLE / TABLA DE IDENTIFICACION / TABELLA DI IDENTIFICAZIONE | QUADRO DE IDENTIFICAGAQ

API 20 E V4.1 ONPG | ADH [ Loc [onc | om [ Has [ URE [ oA [ ND [ VP | GEL | GLU [ MAN [ NO [ SOR [ ReA | SAC | MEL [ ANY | ARA
| Buftiusefla agrestis 100 W) 85 [ 0 ( 00 100 J 99 ( 9 99 00
Cadaces davisae 9 u 9 75 0 89 00 100 [N 0 00 00 Kl
Cadocaa lapagel 9 909 | 0 4 90 00 % 0] 0 1 00 K]
Cifobacir braaid 50 | 45 9 75 8 2 o0 fo0 NN fo0 100 NN ¥ % 9
Citmbacior foundi % E | 0 BEiE 1 00 9 PN 90 %9 9 40
Citrobacter kosarilamalonaticus 9 75 100 97 0 99 00 00 B %9 99 1 1 98
Citmbacter kserifamian 9 100 0 9 0 fo0 QENN 99 99 99 (80 %
Citrobaciar youngag 100 IEN 0 B 1 00 100 M ¢ 0 BEREEEE 100
Edviardsialla hostinas TR © % EN % N o o INNFEEE © FTEEEE
Edardsiol fards T « % EN » T ol o BUM o | ololofJolololo
Enfarobacter aerogenes 9 M 9 % ® 1 8 99 99 99 99 99 99 99
Entarobacar amniganus | % NN » K 0 oo 100 [FHNINENN 100 99 99
Entarobacar amniganus 2 99 50 MM 9 ® 0 oo 100 [HEH 99 100 [ 99

| Enferabacter ashuriae 100 IEEHIEE » & 0 10 0 9 JER o EH 9 00 100
| Enfarobaclar canceroganus 100 75 M 9 9 0 89 B 00 100 | 1 o0 K 1 00 100
| Enfarobactar choacas 9% 82 92 90 1 [ 99 9 EFE 9 3 9% 90 99
[Entarobactr gemoviae % ERER v 75 :ﬂ 0 OO 100 % EEENERE 100 99 (100 %9 100
| Enfarobactsr infarmedius 99 0 [l 9 1 0 2 0 00 9 0 88 9% M) 00 9 99
Enforobacter sakazakii w0 % M ¢ % HEEEEEE [Tl 100 100 8 99 )
| Escherichia coll 90 1 7417 |0 1 3 0 89 0 0 99 98 1 9 8 36 3 99
[Escherichia coli 2 | 2 | 1 50 9 % IKNEFRE 3] 1|70
| Escharichia fargusoni 9% 0 9 00 9 8 1 99 9
| Escharichia harmanni 100 0 9 00 100 [HEE il 25 | 0

| Escharichia vulnans 100 0 00 100 [HEE 9 9

| Ewingefla americana L] 0 95 99 9 1 50 | 1
| Hafnia alvel 1 75 10 50 99 99 99 25
Hafni ahel 2 50 | 1 10 99 98 [ [ [l
Klabsialia oxyloca 9 78 99 80 00 100 99 100 99 99 00 100 100
Klahsiafta pnaumonia ssp ozaenae 94 0 1 0 99 (O 57 | 66 | 58 | 20 0 1 i
Klahsiafta pnaumoniag ssp pnaumoniae 99 0 0 00 9 9% 99 99 99 99
Klabsialia pnaumoniae ssp inosciaromatis 1 0 0 99 00 90 90 1 10
Kluyvera spp 95 25 6 0 80 00 % PN 9 89 99
 Laclarcia adscarboryfata 9 0 1 99 00 9 o0 I 00
Moaleredla wisconsansis 97 0 |4 0 15 00 K 0 00 0
Morganals morgani 10 L] 99 % 59 IR 1|0 0
Pantoga spo | 85 1 1 00 9 1 [ 26 26 | 59 | 61
|Panfoa spp 2 9 9 53 | 62 ] 4 00 36K 90 i 99 9
| Panfoa spp 3 99 2 1 [El 100 Ml 9 23 | 68
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API 20 E VéA ONPG | ADH [ LDC [ onc | o | Hes | uRe | TDA [ D P_| GEL | GLU | MAN | INO | S0R | RHA | SAC | MEL J AMY | ARA | OX |
Salmonetls ser Paratyphi A [1] 5 0 9 0 1 0 0 00 99 0 99 98 [1] 96 0 99 )|
Salmonefla ser. Pullorum 0 1 o0 0 0 00 00 0 o0 0 0 )|
Salmonetta typhi [1] 1 99 0 0 8 0 0 00 99 0 99 0 [1] 0 0 )|
Salmonella spp 1 56 I 9 65 - 0 1 9 N 40 86 1 0 1 ]
Semalia ficaria 89 0 0 0 00 [ 0 40 00 50 9 BCN 99 99 00 99 0|
Sealia fonticola 0 73 99 0 0 0 0 00 00 9 00 9 30 9 93 )|
Samaia lijuafacians 1 8 g s O 0 CHEE w0 9 s 9 HEE @ K 9 0|
Samalia marcascans [l s ol 0 | 5|0 70 | w 9 8 9t I » KO 25 0|
\Saalia odarfera 1 [l s 9 0 [l 99 B 9 100 99 9 99 99 99 99 93 )|
Sealia odorfara 2 0 36 9 0 0 99 L 99 0 99 99 99 99 1 9 )|
Somalia plymuthica 0 0 65 | 0 0 0 | 65 | 50 ERITEENCEM 70 | 70 | 1 9% 8 98 )|
Semalia rubidaga 99 0 13 9 0 0 0 | M 89 1 3 99 9 99 )|
Shigala 500 1 0 [l ) 0|12 0 63 7 7 1 2] 0]8 )|
Shigela sonnef 96 0 ;) 0 0 0 0 0 89 1 1 1 [i] 93 )|
| Yorsinia nterocoliica 80 [ % HHENE ¢ EEE 0 99 Bl % Il ¥ B )|

39 M 1 [l 2 il % 0 00 99 B 9 9 9 )|

B0 0 80 0 0 EE 0 9 0 0 99 99 0 0 0 39 99 )|

0 [l ) [i] olo [l 9 9 7| o fJofo |30 |30

Vorsinia psaudofuberculosis 0 i 0 99 0 0 0 9 9 0 0 | 50 | 25 | 60
Aeromonas hydraphila gr. 1 9% %0 25 | 0 0 8 Al %0 99 9 3 9 1 00
Aeromonas hycrophia gr 2 % 97 M 5 WO [l 85 &0 97 9 9 50 00
Aeromionas saimanicida ssp samonicida 60 0 0 1 50 | 54 0 1] 0 00
Grimonfia hollsag 0 0 0 94 0 ] 10 0 0 0 00
|Phafobactarium damselas 0 8 0 0 1 50 0 1 0 00

95 0 0 00 0 99 0 0 0 00
Vibrio aiginolicus HEEE 2 0 0 00 00 1 00 00
Vibrio cholaras 98 a9 0 0 0 [IE] 98 0 8 0 00
Vibiio fuviais 0 0 80 80 1 0 36 00
Vibrio mimicus 0 0 99 9 99 0 0 0 0 0 00
Vibrio parahaemolyficus 0 0 00 00 0 1 0 12 | 60 00
Vibrio vulnificus 0 0 99 99 99 0 1 0 90 0
Pastouralia asrogenes 0 0 0 99 0 0 0 99 0 9 0 0 0
Pasteurelia muttocida 1 4 0 0 5 0 0 0 0 9 0 29 1 0 1 0 0 0 e 0
| Pastouralia muitocida 2 7 0 0 5 0 0 0 0 99 0 0 4 0 99 0 99 0 0 0 89 0
Pasteurala prieumotrapical Mannheimia haemolytica | 60 0 1 0 0 0 25 0 15 7 3 36 | 12 |12 | 12 1 35 1 2 1 80 0
[ Acinetobacler baumanniicalcoaceficus 0 0 0 0 5 0 1 0 0 5 5 99 0 0 0 0 0 99 1 99 0 0
Bordelella‘Alcaigenes/Moraxella spp * 0 0 0 0 52 0 14 1 0 25 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 6 1
| Burkholderia capacia 50 0 25 | 16 B 0 0 0 0 43 | 60 | 0 13 0 7 2 0 40 0 L
Chromobacterium violaceum 0 99 0 0 0 14 9 99 0 10 0 9 0 89
Chiysaobactarum indologanss 5 |0 2] 0 JEIW 0 80 0 0] 9 20 0 57 0 0 |
Chryseobactarium meningosegticum 0 20 0 1 0 90 0 0 0 9 ] 0 48 5|
Exnell comodens 00 0 JoloJo 0 0 [l 00 ﬁ 0 4 [ @
Iyroides /Chrysaobacterium indologenss 010 50 | 0 0 0 0lo 9 [1] 0 B
Ochrobacirum anthropi 15 ] 0 30021 1510 0 010 90 42 60 47 )|
|Psaudomonas asnuginosa 89 2 HHEANR 50 0 1 il 9 12 56 00 98 )|
Psaudomonas fluoresoans putida i 75 0 1 i 0 [1] 2 99 26 0 00 96 )|
[Psaudomonas iutaola 75 9% 0 25 | 13 0 1 8 0 30 0 00 )|
Psaudomonas oryzihabitans 0 89 0 11110 0 [i] 4]0 7 0 00 )|
Mon-farmenier spp [ 11 1] a7 [ o 0 589 ] 0 1 1 | 1 48 35 L 49

Annexe 5 : Concentration et diametres critiques des antibiotiques utilisés (EUCAST, 2019)

Familles Antibiotiques | Sigle Charge du D.lémetres
L ) _ critiques
d’antibiotiques testés Disque (ug)
(mm)
Sz R<
B-lactamine Ampicilline AMp 10ug 214 <14
Carbapénéme Ertapénéme Etp 10ug 225 <22
Aminosides Amikacine AK 30 ug 217 <13
Tobramycine | TOB 10ug 217 <14
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine | CIP 5ug 226 224

25
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Résumé

L'étude de la microbiologie buccale présente une complexité extréme. En effet, il est important de rappeler que la
flore bucco-dentaire abrite une grande variété de bactéries (50 milliards), réparties en plus de 700 espéces différentes et plus
de 20 genres distincts, cohabitant au sein de I'écosystéme buccal. Il est important de faire une distinction au sein de cette flore
entre les bactéries adhérentes fixées sur les diverses surfaces de la cavité buccale, notamment les surfaces dentaires.
L'objectif de cette étude est de caractériser le profil microbiologique de la cavité buccale chez des enfants en bonne santé
agés de 1 a 16 ans, et d'analyser la capacité des germes & Gram négatif isolés a former des biofilms bactériens. Cette
identification repose sur les tests de TSI, la galerie API 20 E et les tests de sensibilité aux antibiotiques. Ces démarches nous
ont permis d'identifier 4 souches bactériennes de la cavité buccale klebsiella oxytoca 50%, klebsiella pneumoniae 25%,
pasteurella 25% pouvant devenir pathogénes en provoquant des infections buccales. Les tests de sensibilité aux antibiotiques
réalisés sur ces microorganismes ont démontré que toutes les souches étaient sensibles aux antibiotiques utilisés (aminosides,
fluoroquinolones), mais résistantes aux béta-lactamines et aux carbapénemes. Les résultats de I'étude sur la formation de
biofilm ont indiqué que toutes les souches avaient la capacité de former des biofilms.

Mots clés : cavité buccale, bactéries, souche, antibiotique, klebsiella, pasteurella, biofilm

Abstract

Studying oral microbiology proves to be extremely complex. It's important to emphasize that the oral flora hosts a vast
variety of bacteria (over 50 billion), distributed across more than 700 different species and over 20 distinct genera, coexisting
within the oral ecosystem. Therefore, it's crucial to differentiate within this flora the adherent bacteria attached to various
surfaces of the oral cavity, particularly dental surfaces. The aim of this study is to characterize the microbiological profile of
the oral cavity in healthy children aged 1 to 16 years and to analyze the ability of isolated Gram-negative germs to form
bacterial biofilms. This identification is based on TSI tests, APl 20 E gallery, and antibiotic sensitivity tests. These steps
allowed us to identify 4 bacterial strains from the oral cavity that can become pathogenic and cause oral infections. The
antibiotic sensitivity tests conducted on these microorganisms demonstrated that all strains were sensitive to the antibiotics
used (aminoglycosides, fluoroquinolones), but resistant to beta-lactams and carbapenems. The results of the biofilm
formation study indicated that all strains had the ability to form biofilms.

Key words: oral cavity, bacteria, strain, antibiotic, klebsiella, pasteurella, biofilm



