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Résumé

Ce travail a porté sur la recherche des altérations bactériennes liees aux bactéries a Gram
négatif dans la cavité buccale des enfants atteints de diabéte de type 1 de la ville de
Tlemcen.

Entre le mois de février et mars 2024, vingt prélevements buccodentaires sont effectués
chez des enfants diabétiques de la ville de Tlemcen agés de 2 a 15 ans.

Les résultats obtenus indiquent que neuf des vingt préléevements sont altérés par des
bactéries Gram négatives, soit un taux de 45%. Parmi ces altérations, nous comptons cinq
filles et quatre garcons. En outre, sept enfants sur neuf présentant une altération,
appartiennent a la tranche d’age ]10-15] ans, dont quatre filles et trois garcons.

Quatorze bactéries Gram négatives sont isolées dont huit appartiennent a I'espéce
Klebsiella oxytoca, quatre a I'espéce Enterobacter cloacae complex, une a l'espéce
Pantoea agglomerans et une a I'espéce Pantoea dispersa.

Toutes les bactéries isolées sont résistantes a I'amoxicilline, a la pipéracilline et a la
ticarcilline. A I'exception de la souche K. oxytoca (Ko3), toutes les autres souches sont
résistantes a la ceftazidime. En revanche, toutes les souches sont sensibles a
'imipénéme, a la cirpofloxacine, a 'amikacine et a la gentamicine.

Les CMIs obtenues varient de 0,25 a 4ug/mL pour I'amikacine de 0,125 a 4ug/mL pour la
ciprofloxacine et de 0,25 a 16ug/mL pour la gentamicine.

La quantification de la biomasse des biofilms formés in vitro par les quatorze bactéries a
Gram négatif a montré que toutes les souches sont classées dans la catégorie « fortement
formatrices des biofilms » avec des densités optiques allant de 0,412 a 2,7 a I'exception
de la souche K. oxytoca (Ko6), classée dans la catégorie « modérément formatrices de

biofilms ».

Mots-clés : Infections buccodentaires - bactéries Gram négatives - enfants diabétiques -

biofilms - antibiotiques



Abstract :

This study investigated bacterial alterations linked to gram-negative bacteria in the oral

cavity of children with type 1 diabetes in the city of Tlemcen.

Between February and March 2024, twenty oral samples were taken from diabetic children

aged between 2 and 15 in the city of Tlemcen.

The results showed that nine of the twenty samples were affected by Gram-negative
bacteria, representing a rate of 45%. Of these, 5 were girls and 4 boys. In addition, 7 of

the 9 children with alterations were in the ]10-15] age group, including 4 girls and 3 boys.

Fourteen Gram-negative bacteria were isolated, eight of which belonged to Klebsiella
oxytoca, four to Enterobacter cloacae complex, one to Pantoea agglomerans and one to

Pantoea dispersa.

All the bacteria isolated were resistant to amoxicillin, piperacillin and ticarcillin. With the
exception of K. oxytoca (Ko3), all other strains are resistant to ceftazidim. On the other

hand, all strains are sensitive to imipenem, cirpofloxacin, amikacin and gentamicin.

MICs ranged from 0.25 to 4pg/mL for amikacin, from 0.125 to 4pg/mL for ciprofloxacin and
from 0.25 to 16ug/mL for gentamicin.

Quantification of the biomass of biofilms formed in vitro by the 14 Gram-negative bacteria
showed that all strains are classified as "strongly biofilm-forming”, with optical densities
ranging from 0.412 to 2.7, with the exception of strain Ko6, which is classified as

"moderately biofilm-forming".

Keywords: Oral infections - Gram-negative bacteria - diabetic children - biofilms -

antibiotics
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Le diabéte de type 1 ou insulinodépendant, est un désordre métabolique, caractérisé
par une hyperglycémie chronique provoquée par la destruction progressive et

irréversible des cellules 3 pancréatiques insulino sécrétrices.

Comme dans tous les pays du monde, I'incidence de ce type de diabéte en Algérie ne
cesse de croitre et 'age du diagnostic est généralement au-dessous de 10 ans, ce qui
rend la prise en charge trés difficile pour les professionnels de la santé, les éducateurs
et les familles (Touhami et coll., 2019)

Sur le plan physiologique, le diabéte de type 1 s’accompagne de modifications
micro-vasculaires qui affectent 'ensemble des organes, y compris les tissus gingivaux
de la sphére orale. L’altération buccodentaire est deux fois plus importante chez les

patients diabétiques (Azogui-Lévy et Rochereau, 2013).

Sur le plan clinique, le déséquilibre du diabéte provoque une diminution du flux
salivaire, on parle de xérostomie ou sécheresse buccale (D'Auito et Massi-Benedetti,
2008).

Chez les individus sains, les biofilms microbiens ont un réle protecteur vis-a-vis de la
prolifération des bactéries, potentiellement pathogenes et permettent de s'adapter aux
changements de l'environnement. Cependant, chez les patients diabétiques, la
présence d’'une hyperglycémie chronique associée a une mauvaise hygiéne
buccodentaire induit une prolifération des bactéries Gram négatives pathogénes
opportunistes qui peuvent s’installer dans les biofilms et causer des infections
parodontales [(Tian, 2012) ; (Donlan et coll., 2015)].

Par ailleurs, la cavité buccale, est un habitat complexe qui abrite une flore commensale
variée ou plus de 700 especes bactériennes sont recensées. La charge bactérienne
totale différe d'un site a un autre allant de 5 a 50 bactéries par cellule épithéliale de la
joue, tandis que les cellules épithéliales de la langue peuvent en contenir jusqu'a
100 par cellule (Robert, 2012).

A la différence des bactéries a Gram positif telles que Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus et Lactobacillus, responsables des lésions carieuses, les
especes a Gram negatif et anaérobies notamment les Fusobacterium,
les Porphyromonas, ou les Prevotella sont les plus fréequentes dans les infections
endodontiques, périapicales et parodontiques [(Chardin et coll., 2006) ; (Selwitz et
coll., 2007) ; (Lamont et coll., 2018)]
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Les bactéries Gram négatives peuvent adhérer aux différentes surfaces de la cavité
buccale comme les dents, la langue et la gencive et former des biofilms résistants aux
défenses de I'hnGte et aux antimicrobiens. Ce processus est accentué par

I'nyperglycémie chronique (Paunica et coll., 2022).

Environ 80% des infections microbiennes bucco-dentaires sont liées aux biofilms

(Seneviratne et coll., 2011).

De plus, dans la cavité buccale, les surfaces dentaires et gingivales sont immergées
en permanence dans la salive et le fluide gingival. Cet environnement chaud et humide
favorise la croissance d’un grand nombre de microorganismes qui sont a l'origine de
la formation des biofilms. On parle alors de biofilms buccodentaires ou plague dentaire
(Marsh et Martin, 2009).

Un biofilm est un consortium structuré d’'une ou de plusieurs espéces bactériennes
fixées a une surface submergée ou soumise a un environnement aqueux, enrobées
dans une matrice polymérique autoproduite, constituée de polysaccharides, de

protéines et d’ADN extracellulaire (Marsh et Zaura, 2017).

La formation d’'un biofilm bactérien est initié par I'apparition d‘une pellicule
acquise exogene (PAE) sur I'émail, grace a des glycoprotéines salivaires, qui
modulent la flore orale. Cette étape est suivie par I'attachement initial réversible
des bactéries pionnieres par des forces de faibles énergies qui devient
irréversible avec la formation d'une matrice bactérienne. Le processus de
multiplication des bactéries entraine la formation de couches de cellules, aboutissant
a un biofilm tridimensionnel d’'une épaisseur maximale. Enfin, on observe un équilibre
entre la croissance bactérienne et la dispersion des bactéries planctoniques en
dehors du biofilm (figure N°1).
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Attachement initial réversible des bactéries (1), attachement irréversible et formation
d’'une matrice autour des bactéries (2), co-agrégation et multiplication des bactéries
jusqu’a ce que le biofilm atteint une épaisseur maximale (3 et 4), dispersion des

bactéries planctoniques en dehors du biofilm (5)

Figure N°1 : Cycle de vie d’un biofilm (Bouchard, 2015)

Les bactéries incluses dans un biofilm sont souvent plus résistantes aux agents
antimicrobiens. Cette résistance peut s’expliquer par différentes hypothéses parmi

lesquelles nous pouvons citer :
- L'acquisition de génes de résistance aux antibiotiques par les bactéries.

- La présence de la matrice extracellulaire qui limite le passage des antimicrobiens.

Cette barriére est d’autant plus efficace que le biofilm est mature.

- La présence de cellules persistantes dans les couches profondes du biofilm qui ne
se divisent plus. En d’autres termes, elles seraient insensibles aux antibiotiques qui

n’attaquent que les bactéries en phase de multiplication.

- Les Dbioflms agés de Streptococcus sanguis ou Actinobacillus
actinomycetemcomitans présentent une plus grande tolérance a la chlorhexidine,
antiseptique souvent utilisé dans les bains de bouche ainsi qu’aux antibiotiques

comparativement aux biofilms jeunes.

Ainsi, I'environnement hyper glycémique chez les diabétiques favorise a plusieurs

niveaux la formation, la persistance et la pathogénicité accrue des biofilms bactériens
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a l'origine des parodontites séveres observées dans cette population (Paunica et coll.,
2022).

Rappelons que la présence concomitante d’une glycémie élevée autour des gencives
et d’'un flux salivaire réduit, offrent a la flore pathogéne buccale un environnement
propice pour leur prolifération et favorisent I'apparition de la plaque dentaire
(Catherine et coll., 2012).

Partant de toutes ces données, nous avons entrepris cette étude qui a porté sur la
recherche des altérations buccodentaires par les bactéries a Gram négatif chez des

enfants atteints de diabéte de type 1 de la ville de Tlemcen.
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Ce travail est réalisé au laboratoire de recherche « Antibiotiques Antifongiques :
physico-chimie, synthése et activité biologique » (LapSab) de I'Université Aboubekr
BELKAID-Tlemcen.

1. Prélevements buccodentaires

Pendant les mois de février et mars de 2024, vingt enfants atteints de diabete de type
1, 4gés de 3 a 15 ans, de la ville de Tlemcen, suivis a la Clinique BOUDGHENE du
CHU de Tlemcen, sont soumis a des prélevements buccodentaires par écouvillonnage

de la langue (face dorsale et face ventrale).

Les écouvillons sont acheminés au laboratoire et placés dans des tubes contenant
2mL d'eau physiologique stérile. Aprés une agitation au vortex pendant 2 minutes,
100uL sont prélevés et ajoutés a 900uL de bouillon nutritif. Les tubes sont placés dans

une étuve a 37°C pendant 24 heures.
2. Isolement et purification des bactéries Gram négatives

A partir des échantillons présentant un trouble, des boites de Pétri contenant de la
Gélose Mac conkey sont ensemenceées puis placées dans une étuve a 37°C pendant
24 4 48 heures.

Les souches isolées sont purifiées par passages successifs sur gélose Mac conkey.
Chaque souche pure est ensemencée sur gélose nutritive inclinée en tube puis

incubée a 37°C pendant 24 a 48 heures et conservée a +4 °C.
3. Identification des bactéries Gram négatives

Les bactéries Gram négatives isolées sont identifiées par des tests biochimiques

macroscopiques et microscopiques.
3.1. Croissance sur milieu Triple Sugar Iron (TSI)

La gélose TSI est utilisée pour l'identification présomptive des entérobactéries, basée
sur la fermentation de trois sucres (glucose, lactose et saccharose) ainsi que sur la

production de gaz et d'H2S.

L’ensemencement se fait par des stries serrées sur la pente de la gélose TSI avec une

piqdre centrale du culot. Les tubes sont incubés pendant 18 heures a 37°C.

La fermentation du glucose se manifeste par un changement de la couleur du culot au

jaune, la production de gaz se traduit par la formation de bulles de gaz dans la gélose
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ou son décollement. La fermentation du lactose et/ou du saccharose se traduit par un
virage de la couleur de la pente au jaune et la production de Hz2S par noircissement du
milieu.

3.2. Croissance sur milieu CHROM-Agar Orientation

La gélose CHROM-Agar Orientation est un milieu chromogéene qui permet
l'identification de certains groupes bactériens d'intérét clinique grace a des couleurs

bien distinctes.

Apres ensemencement sur boites de Pétri et incubation pendant 24 heures a 37°C,
les différents groupes bactériens produisent des colonies colorées caractéristiques de

certaines espéces ou genres bactériens (Tableau N°1).

Tableau N°1 : Couleurs de quelques bactéries Gram négatives sur milieu Chrom-

Agar Orientation

Espéces Klebsiella Enterobacter | Pantoea Pantoea Escherichia
oxytoca cloacae agglomerans | dispersa Coli
complexe
Couleur y & ™D .
des . - e e :H‘ -
colonies - oy - > »
- . -
- = e .\h . .

3.3. Identification par Galerie APl 20E

La galerie API® 20E est I'identification des

Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram négatif. Elle comporte 20 microtubes

un systéme standardisé pour

contenant des substrats déshydratés.

Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne et les réactions
produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages de couleurs
spontanés ou révélés par addition de certains réactifs.

La lecture se fait apreés 24 heures d’incubation a 37°C a l'aide du tableau de lecture et
I'identification est obtenue en se référant au catalogue analytique ou au logiciel

d'identification.
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4. Détermination du profil de résistance des bactéries Gram négatives isolées
4.1. Antibiogramme

L’antibiogramme est réalisé par la technique de diffusion sur gélose selon les
recommandations du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016).
A partir d’'une culture de 18 heures, des colonies isolées et identiques sont prélevées
et placées dans un tube contenant 5mL d’eau physiologique stérile. La concentration
cellulaire de départ est ajustée 0,5 Mc Farland par lecture de la densité optique a une
longueur d’'onde de 625nm a l'aide d’un spectrophotométre UV visible. La densité

optique doit étre comprise entre 0,08 et 0,1.

Des disques avec des concentrations déterminées d’antibiotiques sont déposés sur la
surface d’'une boite de Pétri contenant de la gélose Miuller-Hinton préalablement

ensemencée par la souche a tester.

La comparaison des diamétres des zones d’inhibition aux valeurs critiques permet de

classer les bactéries dans I'une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.
Les antibiotiques utilisés sont regroupés dans le tableau N°2.

Tableau N°2 : Antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme

Familles Antibiotiques Abréviations | Charge du disque (ug)
B-lactamines Amoxicilline AMO 20
Ceftazidime CAZ 30
Imipeneme IPM 10
Ticarcilline IT 30
Pipéracilline PRL 36
Amoxicilline + Acide Clavulanique AMC 10
Aminosides Gentamicine CN 10
Tobramycine TOB 10
Amikacine AK 30
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine CIP 5
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4.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des

antibiotiques vis-a-vis des bactéries Gram négatives

La sensibilité des bactéries Gram négatives isolées de la cavité buccale des enfants
diabétiques de la ville de Tlemcen a trois antibiotiques (la gentamicine, 'amikacine et
la ciprofloxacine) est déterminée par la techniqgue de microdilution sur microplaque
96 puits selon le protocole standard de Clinical and Laboratory Standards Institute
publié en 2016 (CLSI, 2016).

Les solutions meéres des antibiotiques sont préparées en extemporané dans l'eau

distillée stérile a une concentration de 512ug/mL.

50uL d’une suspension bactérienne a une concentration de 10°UFC/mL sont introduits
dans les puits d’'une microplaque, auxquels 50uL des solutions des antibiotiques a
tester sont ajoutés. Les concentrations finales des antibiotiques varient de 0,125ug/mL

a 64ug/mL.

La microplague est ensuite scellée puis incubée pendant 24 heures a 37°C.
Les CMils correspondent a la concentration d’antibiotique ou aucune croissance n’est
visible a I'ceil nu.

5. Evaluation du potentiel des bactéries isolées a former des biofilms in vitro

Le potentiel des bactéries Gram négatives a former des biofilms in vitro est évalué
selon le protocole de Christensen et coll., (1985), basé sur la quantification de la

biomasse des biofilms formés par coloration au crystal violet.

Une préculture de 24 heures sur milieu Trypticase de soja (TSB) est centrifugée a
+4°C pendant 15 minutes a 1000g. Le culot est lavé deux fois avec du tampon
phosphate salé PBS (pH 7,4 ; 10mM) puis resuspendu dans le milieu TSB.

100uL d’une suspension bactérienne a une concentration de 10’cellules/mL sont
répartis dans les puits d’'une microplaque qui est ensuite placée dans une étuve a 37°C

pendant 24 heures.

Les microplagues contenant des biofilms de 24heures sont lavées avec du PBS afin
d’éliminer les cellules planctoniques et non adhérentes aux surfaces des puits.
Les microplaques sont séchées en position inversée pendant 15 minutes a
température ambiante et les biofilms formés sont fixés par addition de 100uL de

méthanol a 99 %. Aprés une incubation de 10 minutes a température ambiante,
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100uLde la solution de crystal violet sont ajoutés et les microplaques sont réincubées
pendant 20 minutes a température ambiante. Aprés élimination de I'excés du crystal
violet, 150uL d'acide acétique (33%) sont ajoutés dans tous les puits pour libérer le

colorant lié aux cellules adhérentes.

La biomasse des biofilms formés est quantifiée par lecture de la densité optique a une
longueur d’onde de 570nm dans un lecteur de microplaques (BiochromAsys
UVM340).

Selon les valeurs de la densité optique, les bactéries sont classées dans I'une des trois

catégories définies par Mathur et coll., (2006).

DO < 0,120 : non formatrices ou faiblement formatrices de biofilms
0,120 =DO =<0,240 : modérément formatrices de biofilms

DO> 0,240 : fortement formatrices de biofilms

11
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1. Taux d’altérations buccodentaires par les bactéries Gram négatives

A partir des vingt prélévements réalisés, neuf ont donné une culture positive sur milieu
Mac conkey soit un taux d’altération par les bactéries Gram négatives de 45%.

Les prélevements altérés sont répartis entre 5 filles et 4 garcons.

La figure N°2 présente la répartition des altérations par sexe et par age des enfants

inclus dans cette étude.
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Figure N°2: Répartition des prélévements altérés par les bactéries Gram
négatives par sexe et par age des enfants diabétiques de la ville de

Tlemcen

Nous constatons que les 5 filles présentant une altération par les bactéries Gram
négatives sont dans les tranches d’age [5-10[ ans et [10-15] ans avec une et quatre
filles respectivement. Alors que pour les garcons, un est dans la tranche d’age

[0-5] ans et trois dans celle de [10-15] ans.
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2. ldentification des bactéries Gram négatives isolées

Sur les neuf prélévements positifs, quatorze bactéries Gram négatives sont isolées

dont douze fermentaires et deux non fermentaires.

Les bactéries Gram négatives isolées sont identifiées par croissance sur milieu

Chrom-Agar Orientation, par galerie API-20E et par Vitek2 (figure N°3).

Klebsiella oxytoca
W Enterobacter cloacae
N Pantoea agglomerans

B Pantoea dispersa

Figure N°3 : Identification des bactéries Gram négatives isolées de la langue

des enfants atteints d’un diabéte de type 1

Nous remarguons que sur les quatorze souches isolées, douze sont des
entérobactéries dont huit appartiennent a I'espéce Klebsiella oxytoca (57,14%), quatre
a 'espéce Enterobater cloacae complex (28,57%) et deux souches sont des bactéries
Gram négatives non fermentaires, une assignée a I'espéce Pantoea agglomerans

(7,14%) et une a I'espéce Pantoea dispersa (7,14%).

Les entérobactéries et les bacilles a Gram négatif non fermentaires occupent une
place trés importante en pathologie humaine infectieuse en raison de la variété des
especes bactériennes qui les composent et de leur incidence en santé humaine
(Freney et coll., 2002).

L’espéce Klebsiella oxytoca est la plus rencontrée dans nos prélevements ; il s’agit de

'une des deux especes du genre Klebsiella, qui fait partie de la grande famille des
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Enterobacteriaceae, tout comme Klebsiella pneumoniae. Elle est présente dans le

tractus gastro-intestinal de ’homme (Holt et coll., 2015).

Enterobater cloacae est une espéece présente également a I'état commensal dans le

tractus gastro-intestinal de ’'homme (Mezzatesta et coll., 2012).

Par ailleurs, Klebsiella oxytoca et Pantoea spp. sont des entérobactéries pathogenes
opportunistes émergentes qui ont été identifiées dans des infections orales au Burkina
Faso ce qui montre I'importance de la cavité orale comme réservoir de bactéries

potentiellement pathogenes (Wendpoulomdé et coll., 2016).

Ces bactéries peuvent coloniser la cavité buccale et causer des infections chez les
individus immunodéprimés ou présentant d'autres facteurs de risque tels qu’une
mauvaise hygiene buccodentaire, la présence de prothéses dentaires, la xérostomie,
le diabéte non équilibré, I'utilisation prolongée d’antibiotiques a large spectre, la

chimiothérapie ou la radiothérapie (Aas et al., 2008).

Selon Sedgley et Samaranayake, (1994), la fréquence des bacilles entériques dans
la cavité buccale est liée a la santé buccodentaire.

3. Profil de résistance des bactéries Gram négatives isolées
3.1. Antibiogramme

La sensibilité des bactéries Gram négatives isolées est testée vis-a-vis de onze
antibiotiques appartenant a 4 familles différentes. Les résultats de I'antibiogramme

sont regroupés dans le tableau N°3.

Nous constatons que toutes les bactéries isolées sont sensibles a I'imipénéme, a la
cirpofloxacine, a I'amikacine et a la gentamicine. Ces antibiotiques constituent une
option thérapeutique potentielle pour traiter les infections buccodentaires causées par
ces bactéries. En outre, les souches isolées ne contiennent pas de carbapénémases

en raison de leur sensibilité a l'imipéneme, un antibiotique de la classe des

carbapénémes (Bissong et coll., 2014).

Par ailleurs, toutes les souches sont sensibles a la tobramicine a I'exception de

K. oxytoca (Ko8) et E. cloacae (Ec2).

D’autre part, toutes les bactéries isolées sont résistantes a I'amoxicilline, a la
pipéracilline et a la ticarcilline. De plus, a I'exception de K. oxytoca (Ko3) qui est

sensible a la ceftazidime, les autres souches sont résistantes a cet antibiotique.
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Tableau N°3: Antibiogramme des bactéries Gram négatives isolées de la langue des enfants diabétiques de la ville de

Tlemcen

CAZ AMC IPM AMO PRL IT CIP AK TOB CN

<17220 <13218 <19223 <13218 <17221 <14220 <15221 <14217 <12215 <12215
Kol 6 R 11 R 27 S 14 R 6 R 14 R 41 S 25S 26 S 25S
Ko2 6R 22 S 27 S 6R 6R 6R 32S 22S 20S 26 S
Ko3 29 S 6 R 27 S 6 R 6 R 6 R 40 S 24 S 17 S 22S
Ko4 6 R 11 R 32S 10R 6 R 14 R 40 S 25S 20S 30S
Ko5 6 R 10R 27 S 11 R 6 R 14 R 35S 23S 26 S 25S
Ko6 6R 6R 26 S 6R 6R 8R 36 S 25S 22S 24 S
Ko7 6R 11 R 27 S 14 R 6R 10R 32S 24 S 20S 26 S
Ko8 6 R 22S 27 S 9R 6 R 6 R 22S 18S 11 R 18S
Ecl 6R 18 S 27 S 13R 6 R 6 R 33S 24 S 20S 22S
Ec2 6R 22 S 25S 10R 6R 6R 30S 33S 11 R 19S
Ec3 6R 22 S 27 S 16 R 6R 6R 40 S 22S 17 S 26 S
Ec4 6R 28 S 39S 12 R 6R 6R 37S 27 S 24 S 24 S
Pa 6R 25S 31S 9R 6 R 6 R 43 S 28 S 21S 26 S
Pd 6 R 20S 30S 9R 6 R 6 R 37S 22 S 26 S 26 S

Caz : Ceftazidime, AMC : Amoxicilline + Acide calvunalique, IPM : Imipeneme, AMO : Amoxicilline, PRL : Pipéracilline, IT :Ticarcilline,

CIP : Ciprofloxacine, AK : Amikacine, TOB : Tobramyine, CN : Gentamicine.
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3.2. Concentrations minimales inhibitrices des bactéries Gram négatives

Les CMIs de l'amikacine, de la gentamycine et de la ciprofloxacine vis-a-vis des
quatorze bactéries Gram négatives isolées de la langue des enfants diabétiques de la

ville de Tlemcen sont représentées sur la figure N°4.
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Figure N°4 : Concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques testés

vis-a-vis des bactéries Gram négatives isolées

Les valeurs des CMIs obtenues varient de 0,25 a 4ug/mL pour I'amikacine de 0,125 a
4ug/mL pour la ciprofloxacine et de 0,25 a 16ug/mL pour la gentamicine.

Selon le CLSI, (2016), les Enterobacteriaceae sont considérées comme sensibles a la
ciprofloxacine, a la gentamicine et a I'amikacine si la CMI est inférieure ou égale a
1lpg/mL, 4ug/mL et 16pg/mL respectivement. En revanche, les souches sont classées
dans la catégorie résistante si la CMI est supérieure ou égale a 4ug/mL pour la
ciprofloaxcine, a 16ug/mL pour la gentamicine et a 64pg/mL pour I'amikacine.
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De ce fait, toutes les bactéries isolées sont sensibles aux trois antibiotiques testés
(amikacine, ciprofloxacine et gentamicine), a I'exception de la souche K. oxytoca (Ko3)
qui est résistante a la cirpfloxacine et a la gentamicine avec des CMiIs respectives de

4 et 16pg/mL. Les résultats de la CMI confirment ceux de I'antibiogramme.

Pour ce qui est de la souche Klebsiella oxytoca (Ko3), sa résistance a la gentamicine
et a la cirpofloxacine s’explique par les valeurs des CMIs qui sont dans la limite

inférieure des seuils fixés par le CLSI, (2016).

La sensibilité des entérobactéries a la ciprofloxacine, a 'amikacine et a la gentamicine
a déja été rapportée dans la littérature par Cheng et coll., (2013) a Taiwan, Loucif et

coll., (2016) en Algérie et par Wasfi et coll., (2016) en Egypte

Les aminoglycosides, comme I'amikacine et les fluoroquinolones telles que la
ciprofloxacine, sont connus pour leur large spectre d'action. Leur efficacité vis-a-vis de
nombreuses bactéries Gram négatives fait de ces molécules un choix thérapeutique
pour la prise en charge des infections causées par ces microorganismes [(Dalhoff,
2012) ; (Krause et coll., 2016)].
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4. Biomasses des biofilms formés in vitro par les bactéries Gram négatives

La figure N°5 représente les biomasses des biofilms formés in vitro par les quatorze

bactéries Gram négatives isolées de la langue des enfants diabétiques de la ville de

Kol Ko2 Ko3 Ko4 Ko5 Ko6 Ko7 Ko8 Ecl Ec2 Ec3 Ec4 Pa
Souches

Tlemcen.

2.5

N

570nm)

1

&)

DO (A
[E=Y

0

[&)]

o

Figure N°5 : Biomasses des biofilms formés in vitro par les bactéries Gram

négatives isolées

Il ressort de cette figure que les densités optiques mesurées a une longueur d’'onde
de 570nm sont comprises entre 0,17 et 2,7. Selon I'étude de Mathur et ses
collaborateurs publiée en 2006, une bactérie est formatrice de biofilms, si la densité
optique est supérieure a 0,120, par conséquent, les quatorze bactéries Gram

négatives sont formatrices de biofilms.

D’aprés ces mémes auteurs, la souche K. oxytoca (Ko6) est classée dans la catégorie
« modérément formatrices de biofilms » avec une DO de 0,17. Toutes les autres, en
revanche, sont classées comme « fortement formatrices de biofilms » avec des

densités optiques allant de 0,412 a 2,7.

La formation des biofilms par les bactéries est un phénomene courant, en particulier

dans I'environnement buccodentaire, ou ils jouent un rdle crucial dans le
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développement de pathologies telles que la carie dentaire et les maladies
parodontales, on parle alors de plaque dentaire (Marsh, 2005). En effet, la plaque
dentaire fut décrite pour la premiére fois comme un biofilm bactérien en 1991 par
Marsh (Marsh et Bradshaw, 1995).

Cette capacité des bactéries a adhérer et a se maintenir sur une surface est une
stratégie de survie fondamentale chez les microorganismes. De plus, la présence des
biofilms bactériens dans la cavité buccale peut étre particulierement préoccupante
chez les patients diabétiques en raison de leur susceptibilité élevée aux infections et
de leur systeme immunitaire affaibli, ainsi qu’'un déséquilibre de la glycémie qui peut
favoriser la prolifération bactérienne [(Novak et coll., 2007) ; (Al-Maskari et coll.,
2011)].
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La présente étude menée au laboratoire de recherche « Antibiotiques Antifongiques :
physico-chimie, synthese et activité biologique » a porté sur la recherche des
altérations liées aux bactéries Gram négatives de la cavité buccale des enfants atteints

de diabéte de type 1 de la ville de Tlemcen.
Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :

- Sur les vingt prélévements réalisés sur la langue des enfants atteints de diabéte de
type 1 de la ville de Tlemcen inclus dans cette étude, neuf sont altérés par les bactéries
Gram négatives, ce qui représente un taux d’altération global de 45%. Ces altérations

concernent 5 filles et 4 garcons.

- La répartition de ces altérations en fonction de I'age et du sexe des enfants a montré
qgu’une fille est dans la tranche d’age [5-10[ ans et quatre dans celle de [10-15] ans.
Alors que pour les gargons, un est dans la tranche d’age [0-5] ans et trois dans celle
de [10-15] ans.

- Quatorze bactéries Gram négatives sont isolées a partir des neuf prélevements
positifs. Leur identification par galerie API 20E et Vitek2 a montré que huit souches
appartiennent a lI'espéce Klebsiella oxytoca, six a I'espéce Enterobacter cloacae
complex, une souche a I'espéce Pantoea agglomerans et une a I'espéce Pantoea

dispersa.

- Toutes les bactéries isolées sont sensibles a I'imipénéme, a la cirpofloxacine, a
'amikacine et a la gentamicine. En revanche, elles sont résistantes a la pipéracilline
et a la ticarcilline. De plus, a I'exception de Klibsiella oxytoca (Ko3) et de Pantoea
dispersa (Pd) qui sont sensibles a la ceftazidime et a 'amoxicilline respectivement, les

autres souches sont résistantes a ces deux antibiotiques.

- Les CMIs obtenues sont comprises entre 0,25 et 4ug/mL pour I'amikacine entre
0,125 et 4ug/mL pour la ciprofloxacine et entre 0,25 et 16ug/mL pour la gentamicine.
Selon les normes du CLSI (2016), toutes les bactéries isolées sont sensibles a ces
trois antibiotiques a I'exception de la souche Klibsiella oxytoca (Ko3) qui est résistante

a la cirpfloxacine et a la gentamicine avec des CMIs respectives de 4 et 16ug/mL.

- Les résultats des CMIs confirment ceux de I'antibiogramme. La résistance de la
souche Klebsiella oxytoca (Ko3) a la gentamicine et a la cirpofloxacine s’explique par
les valeurs des CMIs qui sont dans la limite inférieure des seuils fixés par le CLSI,
(2016).
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- Toutes les souches isolées sont formatrices de biofilms in vitro. La quantification des
biomasses des biofilms formées par ces espéeces a montré que la souche Klibsiella
oxytoca (Kob6) est classée dans la catégorie « modérément formatrices de biofilms ».
En revanche, les autres souches sont dans la catégorie « fortement formatrices des

biofilms ».

Notre étude a mis en évidence l'implication des entérobactéries dans les infections

buccodentaires des enfants diabétiques.

Selon Jepsen et coll., (2017), la prise en charge des enfants diabétiques doit inclure
une hygiene bucco-dentaire rigoureuse, un suivi rapproché par un parodontiste,
éventuellement associé a des antibiotiques locaux ou systémiques et un contrble

glycémique strict.
Pour poursuivre ce travall, il serait intéressant de réaliser :

- Une étude élargie sur 'ensemble des enfants diabétiques de la wilaya de Tlemcen

avec une caractérisation moléculaire des souches isolées

- Une évaluation de I'impact des biofilms buccodentaires sur I'efficacité des traitements
antibiotiques et [I'évolution des pathologies buccodentaires chez les enfants

diabétiques.
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