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Introduction

L'étiopathogénie de la parodontite est l'infection bactérienne, les bactéries concernées

étant présentes dans la plaque sus et sous gingivale. Il semble que la majeure partie de celles

ci soit compatible avec la santé parodontale, ce qui pose le problème de distinguer les

bactéries pathogènes des bactéries non pathogènes. Il existe à ce sujet deux modalités. La

première est que ces bactéries proviennent d'un réservoir extra buccal, et que leur acquisition

déclenche la pathologie. La deuxième est que l'apparition de la pathologie soit la conséquence

d'un déséquilibre de l'écosystème bactérien: certaines espèces bactériennes opportunistes

deviennent dominantes et pathogènes.

Au fil des progrès technologiques, de nombreuses méthodes se sont succédées pour

identifier et dénombrer les bactéries présentes dans le sillon sous-gingival. La culture a été, et

reste encore, une méthode de choix pour identifier les souches bactériennes et tester leur

sensibilité aux antibiotiques. Cependant, de nouvelles technologies de biologie moléculaire lui

font aujourd'hui concurrence. Si elles ne peuvent remplacer certains aspects de la culture, ces

techniques sont néanmoins précises et fiables et peuvent détecter jusqu'à la présence d'un seul

exemplaire bactérien. Elles permettent également d'identifier des bactéries difficilement

cultivables, de différencier des bactéries de phénotype proche, et même de distinguer

différents variants génétiques d'une même espèce. Ces nouveaux procédés, aux possibilités

apparemment illimitées, peuvent aider les praticiens à déterminer de manière plus claire

l'étiologie des pathologies parodontales, pourvu qu'on choisisse la bonne technique.

L'identification des espèces bactériennes ou des complexes bactériens à l'origine de la

pathologie parodontale est devenue un nouvel enjeu. Elle permettrait non seulement de mieux

comprendre l'étiopathogénie de la parodontite, mais possiblement de prévenir la pathologie,

de rationaliser les traitements, et d'éviter les récidives. En effet, s'il était possible d'identifier

certains pathogènes comme étant à l'origine de l'apparition de la pathologie, cela pourrait

aboutir à la réalisation de campagnes de prévention. De même, si on parvient à déterminer la

cause microbiologique précise de la pathologie, il pourrait être possible de rationaliser le

traitement afin d'obtenir l'élimination des bactéries causales et lou la rééquilibration de la

flore afin de la rendre compatible avec la santé parodontale. Enfin, définir quelles bactéries

sont à l'origine de récidives lors de la maintenance pourrait aider à prévenir ces « rechutes ».
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Partie 1

Etiologie microbiologique de la parodontite
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Les classifications successives des maladies parodontales ont toujours distingué les

pathologies gingivales des pathologies parodontales. Les gingivopathies correspondent à une

inflammation de type infectieuse plus ou moins importante de la gencive sans perte d'attache,

c'est-à-dire sans lyse osseuse. Elles sont causées par la plaque sus-gingivale qui se dépose sur

la dent le long de la gencive marginale. Les parodontopathies correspondent à une formation

de poche parodontale et une perte d'attache simultanée. En plus de l'inflammation, il y a

destruction des tissus parodontaux. Cette pathologie est causée par la plaque bactérienne qui

se dépose dans le sulcus.

La parodontite est caractérisée par la présence de poches parodontales contenant de la

plaque bactérienne sous-gingivale. On s'intéressera donc principalement à la composition de

cette plaque ou biofilm bactérien, qui contient les agents étiologiques.

Lors de la santé gingivale, les micro-organismes à gram positif tels que les

streptocoques et les actinomyces sont dominants dans la composition de la plaque. Lors de la

pathologie, cette composition évolue: elle est caractérisée par une présence importante de

bactéries anaérobies à gram négatif (Ezzo Pl and Cutler CW, 2003).

Les travaux effectués depuis plus de 20 ans ont montré que seules une vingtaines

d'espèces parmi les centaines présentes en bouche, sont potentiellement parodontopathogènes.

A l'opposé des maladies infectieuses « classiques », il n'y a pas un seul germe responsables

de l'infection: c'est une infection polybactérienne, dite mixte car le pouvoir pathogène de

chaque espèce prise isolément est faible. Une coopération entre les bactéries est nécessaire

pour qu'elles puissent chacune exprimer leur pouvoir pathogène. Il faut donc prendre en

considération plusieurs facteurs pour déterminer si une bactérie a un potentiel pathogène: les

facteurs de virulence qu'elle possède, les interactions avec les autres bactéries, et les

interactions avec l'hôte.

Page 5 sur 174



L'écosystème parodontal est constitué par l'ensemble des organismes dans un

environnement spécifique, et par les éléments non microbi ens qui l' entourent. Il inclut aussi

les associations entre les microorganismes et les constituants organiques et inorganiques

caractérisant ce site particulier. Pour résumer, l' écosystème parodontal comprend:

• L'h abitat: c'est le sulcus, qu 'il soit sain ou pathologique (poche parodontale).

• Le milieu abiotique : il s'agit des éléments histologiques, physiques,

biochimiques et immunologique de l'hôte présents dans le sulcus.

• La communauté biotique : ce sont les bactéries du biofilm sous gingival.

• La dynamique écologique : ce sont les relations entre la communauté biotique

et l'hôte d'une part, et les relations des bactéries entre elles d'autre part.

Les scientifiques qui étudient cet écosystème étudient donc les effets des

microorganismes sur leur environnement et l'influence de l'habitat sur ceux-ci. Ici, on se

limitera à l' étude de la communauté biotique et aux relation s des bactéries entre elles.

Figure 1: la plaque dentaire (www.scharfphoto.com),
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/.1. Les interactions bactériennes.

Les interactions bactériennes peuvent être positives ou négatives. Le mutualisme, le

commensalisme et le synergisme sont des interactions positives. La compétition et

l'antagonisme sont des interactions négatives.

Le mutualisme est une relation de symbiose dont les deux espèces profitent. Il y a

synergisme si le profit des deux espèces conjointes est supérieur à la somme des profits de

chaque espèce prise séparément.

Il y a commensalisme quand seule une espèce profite de l'association, sans qu'il y ait

bénéfice ou préjudice pour la seconde. Une synergie de virulence a été montrée sur un modèle

expérimental chez la souris entre P.gingivalis et Tdentieola (Kesavalu L, Holt LC et al,

1988). Une étude réalisée sur un modèle animal d'infection mixte a aussi montré une synergie

entre P.gingivalis et Fnucleatum. Leur potentiel pathogénique était de loin supérieur au

potentiel de chacune, et pouvait provoquer la destruction des tissus mous (Feuille F, Ebersole

JL et al, 1997).

La compétition se produit lorsque deux espèces ne peuvent pas occuper la même niche

écologique selon le principe d'exclusion compétitive. L'organisme le plus apte à utiliser les

ressources de l'habitat fini par dominer jusqu'à le faire disparaître complètement.

Il y a antagonisme quand une espèce sécrète des substances inhibitrice pour l'autre ou

des substances qui altèrent le milieu, défavorisant le développement de l'autre. P.gingivalis a

l'une des capacités inhibitrices les plus étendue, contre des bactéries gram négatives comme

Finiermedia, Porphyromonas endodontalis, Prevotella loeseheii et P.melaninogeniea, et

contre des bactéries à gram positif comme Streptoeoeeus mutans, Smitis, Aetinomyces

viseosus, Aetinomyces naeslundii, Aetinomyees israelii, Corynebaeterium matruehotii,

Corynebaeteium parvum, et Propionibaeterium aenes. De même, des espèces telles que

Staphyloeoeeus aureus, Smutans, P.melaninogeniea, P.intermedia,

A.aetinomyeetemeomitans, et Fnucleatum, sont capables de modifier la croissance de

Pgingivalis par des mécanismes inconnus à l'heure actuelle (Nakamura T, Fujimura S et al,

1981). Des études d'isolement et de culture ont aussi montré l'existence d'un lien entre la

présence de Ssanguis et l'absence de A.aetinomycetemeomitans. Cela serait dû à la

production de peroxyde d'hydrogène par Ssanguis en quantité suffisante pour que la catalase

deA.aetinomycetemeomitans soit inactive (Shivers M, Hillman JD et al, 1987).
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Enfin, il existe un antagonisme entre Simutans et A.actinomycetemcomitans. Cette

dernière est retrouvée en grande quantité chez les sujets atteints de parodontite juvénile, et en

faible quantité chez les sujets sains. On a pu établir un lien entre sa présence dans les lésions

parodontales et une faible présence de S. mutans (Hillman JD, Socransky SS et al, 1985). Cet

antagonisme serait dû à une bactériocine, l'actinobacilline, produite par

A.actinomycetemcomitans (Stevens RH, Lilard SE et al, 1987).
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1.2. Les complexes bactériens au sein de la plaque

dentaire.

Pour désigner les bactéries responsables de la parodontite, on peut s'appuyer sur les

postulats de Koch, modifiés dans ce cas par Socransky (Slots J and Taubman Me, 1992). En

effet, les postulats de Koch ont été définis pour des infections « mono bactériennes », alors que

la parodontite est causée par plusieurs bactéries évoluant elles-mêmes au sein d'un

écosystème complexe : la plaque dentaire. Parmi ces postulats, on peut retenir les critères

suivant pour définir un microorganisme comme parodontopathogène :

• Le microorganisme doit être présent en proportion plus élevée dans les sites

malades actifs que dans les sites malades inactifs.

• L'élimination du microorganisme doit arrêter la progression de la maladie.

• Le microorganisme doit posséder des facteurs de virulence pertinents par

rapport à la physiopathologie de la maladie.

• Le microorganisme doit provoquer une réponse immunitaire humorale ou

cellulaire de la part de l'hôte.

• Les tests sur les modèles animaux doivent confirmer son potentiel pathogène.

A partir de ces données, le World Workshop on Clinical Periodontics, en 1996, a

décidé de limiter ses résultats à trois microorganismes considérés actuellement comme les

trois principaux parodontopathogènes. Il s'agit de Actinobacillus actinomycetemcomitans,

Tannerella forsythensis (à l'époque Bacteroides forsythus) et Porphyromonas gingivalis

(Offenbacher Sand Zambon 11, 1996).

Toutefois, il faut toujours considérer la parodontite comme une infection

polybactérienne, étant données les nouvelles connaissances concernant les complexes

bactériens.

En effet, des études s'appuyant sur les connaissances acquises depuis 20 ans, mais

aussi sur la technique des sondes ADN et l'interprétation statistique des résultas ont montré

l'association en complexes de certaines espèces bactériennes et l'association de certains

complexes avec l'état pathologique (Haffajee AD, Socransky SS et al, 1999; Socransky SS,

Haffajee AD et al, 1998). Les résultats de ces études allaient dans le sens des résultats
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d'études de coaggrégation in vitro (Kolenbrander PE, Ganeshkumar N et al, 1993 ;

Kolenbrander PE and London J, 1993). L'origine de cette approche est la supposition que

doivent s 'effectuer des associations bactériennes spécifiques dans le biofilm, puisque c'est un

phénomène courant dans d'autres écosystèmes naturels. La notion de complexe bactérien

repose sur l'observation suivante: quand on détecte une bactérie, on peut détecter aussi très

probablement d'autres bactéries du même complexe. Cette notion a été testée avec des

données provenant de plus de 13000 échantillons de plaque sous gingivale provenant de 185

sujets à différents stades de santé ou de pathologie parodontale (Socransky SS, Haffajee AD ,

1998).

S. mm,
S.om/18
S. sBnguis

StruptoCOCèUS sp.
S. gordonlJ

S. tntermêdfus S. èOllstellatutl

A. IJcttoo. b

, ,

" .• t' • ;

.E. ~odtltum ' . ; ,
, : 1 :

• ' l .

C,'show,,11

S. noxJB

Figure 2 : Les complexes bactériens de la plaque dentaire (Socransky SS and Haffajee AD, 2005).
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Tableau 1 : Détails des complexes bactériens de la plaque dentaire (Socransky SS and Haffajee

AD,2005).

Genre et espèce
Appartenance au complexe de

Socransky et al.

Actinomyces odontolyticus
Pourpre

Veillonel/a parvula

Streptococcus :

- S. gordonii

- S. intermedius Jaune

- S. mitis-S. oralis

- S. sanguis

Actinobacil/us actinomycetemcomitans sérotype a

Camphylobacter concisus

Capnocytophaga :

- C. gingivalis Vert

- C. ochracea

- C. sputigena

Eikenel/a corrodens

Camphylobacter:

- C. gracilis

- C. rectus

- C. showae

Eubacterium nodatum

Fusobacterium :

- F. nucleatum se nucleatum

- F. nucleatum se polymorphum Orange

- F. nucleatum se vincentii

- F. periodonticum

Micromonas micros (Peptostreptococcus micros)

Prevotel/a :

- P. intermedia

- P. nigrescens

Streptococcus constel/atus

Bacteroides forsythus

Porphyromonas gingivalis Rouge

Treponema denticola

Actinomyces :

A gerencseriae

Aisraelii Espèces d'Actinomyces

A naeslundii espèce génomique 1

A naeslundii espèce génomique 2

Actinobacillus actinomycetemcomitans sérotype b

Selenomonas noxia Non groupables

P. melaninogenica
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Mais les complexes ont aussi des relations entre eux. Les espèces du complexe rouge

sont toujours en association avec celles du complexe orange, alors que A..naeslundii et les

complexes jaune et vert sont plutôt associ és entre eux qu 'avec les complexes orange et rou ge.

Il existerait un « tronc commun » de bactéries entre les sites sains et les sites atteints ; il serait

constitué de bactéries appartenant aux divers complexes : des représentant s des genres

Actinomyces, Streptococcus, Capnocytophaga, Fusobacterium, et Veillonella.

Dans un écosystème en développement , certaines espèces dites « pionnières »

colonisent l'habitat en premier. Ces espèces sont souvent remplacées par d 'autres après avoir

modifié l'habitat, le rendant ainsi favorable aux espèces suivantes. Il y a deux types de

succession. Il y a succession autogénique quand la population résidente altère sont

environnement de telle façon qu 'elle soit remplacée par d 'autres espèces mieux adaptées à ce

nouvel environnement. Il y a succession allogénique quand une communauté remplace une

autre du fait de la modification de l'habitat par des facteurs non microbi ens, comme des

changements des propriétés chimiques ou phy siques du milieu (Socransky SS and Haffaje e

AD, 2005).

Il y a succession microbienne dans la gingivite. Des études ont montré que lors du

développement de la gingivite, il y a colonisation initiale par des cocci et des bâtonnets à

gram positif, puis par des cocci et bâtonnets à gram négatif, puis par des fusobactéries et des

filaments , et enfin par des spirilles et des spirochètes . L'apparition des symptômes était

corrélée à l'apparition des formes à gram négatif (Loe H, Theilade E et al, 1965; Theilade E,

Wright WH et al, 1966). Socransky et al ont établi un schéma de succ ession bactérienne

utilisant les complexes bactériens de la plaque.

Microbial succession

tf#:ii~ ....
~;: :· Green ,~')

-------""

Reciprocal interaction

Figure 3 : Succession des complexes bactériens au sein de la plaque dentaire (Socransky SS and

Haffajee AD, 2005).
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On voit que les complexes se succèdent, puis qu'une fois l'état de gingivite atteint, la

présence des complexes orange et rouge «auto stimulent» leur propre croissance. Cette

succession d'espèces est une succession autogénique. Au contraire, l'élimination de la plaque

qui entraîne une succession des espèces « à l'envers» avec retour à la présence des complexes

pourpre, jaune et vert, est une succession allogénique. Il y a en effet diminution de l'état de

gingivite, donc modification de l'habitat, ce qui arrête « l'auto stimulation» des complexes

orange et rouge (Socransky SS and Haffajee AD, 2005). Les espèces des différents complexes

semblent être localisées dans différentes régions de la poche parodontale ou du sulcus, d'après

des études par immunocytochimie (Kigure T, Saito A et al, 1995; Noiri Y and Ebisu S, 2000;

Noiri Y, Ozaki K et al, 1997).

LBrer81spread Vertical growth
wator cnannots

Attachment Ccaggregation 5pread

o

o
"

Figure 4 : Formation de la plaque dentaire (Socransky SS and Haffajee AD, 2005).
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Figure 5 : Localisation des complexes bactériens au sain de la plaque sous gingivale (Socransky SS

and Haffajee AD, 2005).

Les proportions entre les espèces de la plaque sus et sous gingivale ne sont pas

significativement différentes chez les sujets sains. Il y une proportion plus grande

d'Actinomyces et de Ssanguis dans les sites sus gingivaux, alors que les espèces du complexe

orange sont en plus grande proportion dans les sites sous gingivaux (Socransky SS and

Haffajee AD, 2005). Par contre, chez les sujets atteints de parodontite, il y a une nette

augmentation en proportion des espèces des complexes orange et rouge dans la plaque sous

gingivale. Cela a été confirmé par de nombreuses études employant la PCR pour examiner la

fréquence de détection à l'état sain ou lors d'une parodontite (Ashimoto A, Chen C et al,

1996; Choi BK, Park SH et al, 2000; Griffen AL, Becker MR et al, 1998; Klein MI and

Gonclaves RB, 2003 ; Kumar PS, Griffen AL et al, 2003 ; Leys El, Lyons SR et al, 2002 ;

Mayanagi G, Sato T et al, 2004; Takeuchi Y, Umeda M et al, 2001), la real time PCR

(Kawada M, Yoshida A et al, 2004; Lyons SR, Griffen AL et al, 2000) , la culture (Haffajee

AD and Socransky SS, 1994), les sondes ADN (Albandar lM, Brown Ll et al, 1997), et des

techniques utilisant des anticorps (Chaves ES, Jeffcoat MK et al, 2000 ; Di Murro C,

Paolantonio M et al, 1997; Gmur Rand Thurnheer T, 2002 ; Simonson LG, Goodman CH et

al, 1990; Yang HW, Huang YF et al, 2004). Il existe aussi une différence marquée entre la

flore des sites sains des sujets sams, et celle des sites «sains » des sujets atteints de
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parodontite chronique pour quasiment toutes les espèces. Pour les sujets atteints, les sites

considérés malades étaient les poches parodontales de profondeur supérieure à 6mm saignant

au sondage et les sites considérés sains étaient des poches de moins de 4mm de profondeur

qui ne saignaient pas au sondage. On constatait en particulier une plus grande proportion de

bactéries des complexes orange et rouge dans la plaque sous gingivale des sites sains des

sujets malades que dans celle des sites sains des sujets sains (Socransky SS and Haffajee AD,

2005). Riviere et al avaient déjà démontré précédemment une plus grande fréquence de

détection de Pigingivalis (complexe rouge) et de spirochètes dans les sites sains de sujets

malades par rapport aux sites sains de sujets sains (Riviere GR, Smith KS et al, 1996).

La plupart des bactéries des complexes vert, jaune, et pourpre, seraient compatibles

avec la santé parodontale, et seraient même protectrices. Les espèces des complexes jaune et

pourpre sont des espèces pionnières ou colonisatrices précoces.

Au contraire, les complexes orange et rouge sont associés à la pathologie, qu'il

s'agisse de gingivite ou de parodontite. Les espèces du complexe orange précèdent et

permettent la colonisation du sulcus par les espèces du complexe rouge.

Il faut aussi noter la tendance des bactéries du biofilm à former des communautés

«abouties» (climax communities). Les interactions entre les facteurs microbiens et non

microbiens d'un écosystème engendrent un état de stabilisation dans lequel les composants

microbiens et non microbiens coexistent en harmonie et en équilibre avec leur environnement.

Il s'agit alors d'une communauté «aboutie ». Cet «aboutissement» est une entité qui a

tendance à se reproduire elle-même avec une remarquable fidélité. Cet « aboutissement» peut

être modifié par des forces exogènes mais a tendance à retourner à son état d'origine, de

même donc que l'habitat. Il est possible que les traitements préventifs et thérapeutiques soient

contrariés par cette tendance de l'écosystème et donc de l'habitat à revenir à son état

d'origine. Cependant, il convient de définir précisément la flore compatible avec la santé

parodontale ou protectrice avant de vouloir modifier durablement l'équilibre en place. On

pourrait sinon obtenir une modification vers un équilibre tout aussi, voire plus défavorable

(Socransky SS and Haffajee AD, 2005). De même, on ne sait pas encore si le passage de l'état

sain à la pathologie, qui entraîne l'apparition d'un nouvel équilibre microbien (pathologique),

est initié par un changement de la flore bactérienne, ou un changement de l'hôte.
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1.3. Les principales bactéries parodontopathogènes.

1.3.1. Actinobacillus actinomycetemcomitans.

Figure 6 : Une colonie d'Aiactinomycetemcomitans sur un milieu de culture (www.dgl<.org).

A..actinomycetemcomitans est une bactérie à morphologie en bâtonnet court , ou

bacillaire. Le terme « actinobabillus » fait référence d'une part à cette morphologie, et d'autre

part à la forme en étoile visible de ces bactéries quand elles sont mises en culture sur boîte de

Petri. Elle est non mobile, à gram négatif, saccharolytique et capnophile (Haffajee AD and

Socransky SS, 1994). Elle connue pour être le parodontopathogène majeur dans la parodontite

agressive localisée, mais on la retrouve aussi dans les lésions de certaines parodontopathies de

l'adulte. Elle peut enfin être l'agent causal d'infections extra buccales comme l'endocardite,

la péricardite, la méningite, l'ostéomyélite et les abcès sous-cutanés.
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I3.1.1. Epidémiologie.

Son rôle a été très vite mis en évidence dans la parodontite agressive localisée, ou

anciennement, parodontite juvénile localisée (Slots J, Reynolds HS et al, 1980). Elle est mise

en évidence chez 75 à 100% des sujets atteints (Slots J and Ting M, 1999; Zambon J,

Christersson LA et al, 1983). Sa prévalence peut varier, mais augmente de façon

caractéristique chez les sujets malades. Selon une étude, 0 à 26% d'enfants sains étaient

porteurs de A.actinomycetemcomitans en sous-gingival, alors que 40 à 100% des sites sous

gingivaux chez des patients ayant une parodontite agressive contenaient cette même bactérie

(Slots J and Ting M, 1999). Dans une autre étude, cette bactérie a même été détectée avant la

maladie sur des sites qui ont ensuite subi une perte d'attache supérieure à 2mm en trois mois.

La proportion de la bactérie au sein de la flore augmentait moins de un an avant l'apparition

des symptômes (Bogert M, Berthold P et al, 1989). Plus les poches sont profondes, plus il y a

de chances de retrouver A.actinomycetemcomitans dans la flore sous gingivale. Il y a aussi

quatre fois plus de chances de la retrouver dans les défauts infra osseux que dans les défauts

supra osseux (Van der Weijdein G, Timmerman M et al, 1994). Il a aussi été démontré que les

patients atteints de parodontite agressive ont un taux élevé d'anticorps contre cette bactérie

(Altman LC, Page RC et al, 1982) et qu'il y a une synthèse locale de ces anticorps (Ebersole

JL, Taubman MA et al, 1985; Smith DJ, Gadalla LM et al, 1985). Après un traitement réussi,

on constate une baisse du nombre de A.actinomycetemcomitans. Parallèlement, les échecs de

traitements sont associés à un niveau de bactéries toujours élevé dans les sites traités

(Kornman KS and Robertson PB, 1985; Mandell RL, Tripodi LS et al, 1986).

Elle est aussi fréquemment présente chez les sujets sains, mais avec une distribution

très variable selon les régions du globe. Sa prévalence chez les sujets jeunes est de 13% en

Finlande, 20-25% aux Etats-Unis, de 60% à Panama chez des adolescents d'origine africaine,

et de 78% chez des enfants vietnamiens (Slots J, 1999; Slots J and Schonfeld S, 1991). Il est

donc vraisemblable que des facteurs ethniques influent sur l'épidémiologie de

A.actinomycetemcomitans. De même les facteurs ethniques influeraient sur le risque de

développer une parodontite agressive localisée. Selon une étude réalisée sur différents types

de population à Los Angeles, la relation entre la présence de A.actinomycetemcomitans et

parodontite est 12 fois plus forte chez les patients d'origine hispanique et 7 fois plus forte

chez les patients d'origine asiatique, par rapport aux patients d'origine caucasienne (Umeda

M, Tominaga Y et al, 1996).
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A.actinomycetemcomitans semble avoir un rôle important dans le caractère réfractaire

des parodontites, peut-être parce que cette bactérie est capable d'envahir les tissus

parodontaux, échappant ainsi aux efforts des praticiens et des patients (Slots J, 1999). Dans

une étude, 40 patients ayant une parodontite réfractaire au traitement et 50 ayant une

parodontite sévère généralisée, tous présentant des prélèvements positifs pour

A.actinomycetemcomitans, ont été traités. Le traitement consistait en un débridement

mécanique et l'administration systématique d'amoxicilline et de métronidazole pendant sept

jours. Seulement un patient sur les quatre-vingt dix était positif pour cette bactérie trois à neuf

mois après le traitement. Il y avait eu un gain d'attache significatif et une diminution de la

profondeur des poches chez presque tous les patients (van Winkelhoff Al, Tijhof Cl et al,

1992).

Cette bactérie a aussi été impliquée dans certains cas de parodontite chronique de

l'adulte (Papapanou PN, Baelum V et al, 1997; Rodenburg lP, van Vinkelhoff Al et al, 1990).

Les données les plus convaincantes quant au rôle de A.actinomycetemcomitans dans la

parodontite chronique concernent les réponses immunitaires des patients ayant une

parodontite chronique réfractaire. Des examens réalisés au Forsyth Dental Center à différentes

périodes sur des patients ayant une parodontite chronique réfractaire ont montré que trente-six

adultes sur cinquante-six avaient un taux élevé d'anticorps sériques contre cette bactérie.

Parallèlement, les taux d'anticorps contre d'autres bactéries étaient généralement beaucoup

plus faibles (Haffajee AD and Socransky SS, 1994).

La distribution des souches virulentes et non virulentes varie selon les régions du

globe. Il a été observé que chez 62% des chinois atteints de parodontites à progression peu

rapide, 63% des souches étaient du sérotype c, peu virulent. Il n'y avait pas de sérotype b, la

souche la plus virulente (Mombelli A, Gmür R et al, 1998). Il semble aussi que les clones les

plus producteurs de leucotoxine soient prédominants chez les sujets d'origine africaine alors

qu'ils sont absents en Europe du Nord (Haubek D, Poulsen K et al, 1995; Haubek D, Poulsen

K et al, 1996).

Le seul habitat connu de A.actinomycetemcomitans est la cavité buccale. Elle y

colonise préférentiellement les muqueuses, le dos de la langue, la salive, et les poches

parodontales. La cavité buccale étant le seul réservoir de cette bactérie, il semble qu'elle se

transmette d'une bouche à l'autre. Cela a été vérifié par plusieurs études. Quand un enfant est

positif pour cette bactérie, une souche similaire est toujours retrouvée chez un des parents. Et
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quand un parent atteint de parodontite est positif pour A.actinomycetemcomitans, une souche

similaire est retrouvée chez l'enfant dans 32% des cas (Asikainen S, Chen C et al, 1996). Il

est aussi admis que la présence de A.actinomycetemcomitans dans la cavité buccale indique

un déséquilibre de l'écosystème et un risque de perte d'attache (Asikainen S and Chen C,

1999).

1.3.1.2. Caractéristiques.

La structure cellulaire de A.actinomycetemcomitans est caractéristique d'une bactérie à

gram négatif. Elle comprend une membrane externe recouverte d'une micro capsule de nature

glucidique, un espace péri plasmique, et une membrane cytoplasmique.

Sa croissance est difficile dans l'air mais forte dans un air enrichi de 5 à 10% de gaz

carbonique et sous des conditions anaérobies. Cette bactérie est capnophile et n'est pas

anaérobie stricte.

Quand elle est cultivée sur boîte de Pétri, elle forme des colonies de 0,5 à 1mm de

diamètre très adhérentes à la gélose, circulaires, convexes et translucides, au sein desquelles

est visible une structure en étoile.

Les caractères permettant son identification sont: la présence d'une catalase, l'absence

d'oxydase, d'uréase, et de production d'indole.

Cinq sérotypes différent d'A.actinomycetemcomitans ont pu être mis en évidence: les

sérotypes a, b, c, d, et e. Les sérotypes a et b sont les plus communs dans la cavité buccale,

alors que le sérotype c n'est mis en évidence que dans 10% des prélèvements. Les antigènes

qui définissent les sérotypes permettent la détection de la bactérie par immunofluorescence.

Le sérotype b, considéré comme le plus virulent est fréquemment retrouvé chez les sujets

atteints de parodontite agressive, alors que le sérotype a est associé à la parodontite chronique

(Asikainen S, Chen C et al, 1995; DiRienzo JM, Slots J et al, 1994).
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13.1.3. Facteurs de virulence.

A.actinomycetemcomitans possède plusieurs facteurs de virulence qUI en font une

bactérie à f011 potentiel pathogène.

Ses facteurs de virulence reconnus sont: une leucotoxine, une cytotoxine, le

lipopolysaccharide et un antigène de la capsule polysaccharidique (CPA : Capsular

Polysacharide Antigen). Une collagénase a aussi été décrite.

La leucotoxine est une protéine de 115 kD appartenant à la famille des toxines RTX

(Repeats-in-ToXin). Baheni et al ont été les premiers à montrer sa cytotoxicité pour les

polymorphonucléaires neutrophiles (Baehni P, Tsai CC et al, 1979). Elle a des séquences

similaires à l'a-hémolysine d'Escherichia coli, la cytolysine de Pasteurella haemolytica et la

leucotoxine d'Actinobacillus pleuropneumoniae (Lally ET, Golub EE et al, 1989). Elle agit en

formant des pores dans la membrane des polymorphonucléaires neutrophiles (PMN), des

monocytes, et de certaines sous populations de lymphocytes. Son tropisme pour les cellules de

la lignée myéloïde est dû à une interaction avec la ~2-intégrine LFA-1 (Lymphocyte Function

Associated molecule) se trouvant à la surface des cellules cibles. Cette toxine est dépendante

de l'environnement de la bactérie, notamment de la présence ou l'absence de fer (Spitznagel

J, Kraig E et al, 1991). Les bactéries du sérotype b produisent de grandes quantités de

leucotoxine, de même que la variété RFLP groupe II (Haubek D, Dirienzo lM et al, 1996). Il

est probable que la capacité de cette leucotoxine à détruire les PMN assurant la première ligne

de défense assure à cette bactérie une protection contre la phagocytose et donc contre la

bactéricidie. La libération des granules des PMN entraînerait la destruction des tissus. Une

étude a montré que la protection d'une souche hyper productrice de leuctoxine est obtenue

avec un rapport de 25 bactéries par PMN. Un nombre inférieur de bactéries ou des souches

peu leucotoxiques permettent une phagocytose efficace (Johansson A, Sandstrôm G et al,

2000). Il a aussi été démontré que des protéines produites par A.actinomycetemcomitans, en

particulier la leucotoxine, entraîne aussi l'apoptose des cellules de l'hôte. L'apoptose, quand

elle est bien régulée, est un phénomène normal de l'homéostasie tissulaire. La nécrose

entraîne la libération de granules détruisant les tissus mais aussi la libération d'enzymes anti

bactériennes: les défensines. Ces enzymes peuvent tuer la bactérie et attirer des cellules de la

réaction inflammatoire. Comme A.actinomycetemcomitans pénètre dans les cellules

épithéliales de l'hôte, il bénéficie de cette induction de l'apoptose au lieu de la nécrose car il
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échappe aux défensines et n'est pas détecté par les cellules immunitaires (Korostoff J, Wang

JF et al, 1998; Meyer DH, Sreenivasan PK et al, 1991).

Une cytotoxine de 50 kD produite par A.actinomycetemcomitans est capable de

bloquer la synthèse de l'ADN chez les fibroblastes, inhibant ainsi leur prolifération

(Helgeland K and Nordby 0, 1993).

Les lipopolysaccharides (LPS) et l'antigène de la capsule polysaccharidique (CPA)

sont des médiateurs puissants de la résorption osseuse. Le LPS a le pouvoir de moduler la

réaction immunitaire en stimulant le relargage par les macrophages d' IL-l ~ et de TNF œ. Ces

cytokines ont un effet pro inflammatoire et participent à la résorption osseuse (Fives-Taylor P,

Hutchins Meyer D et al, 1999; Kiley P and Host SC, 1980; Saglie FR, Simon K et al, 1990). Il

faut aussi remarquer que le A.actinomycetemcomitans de sérotype b produit une LPS

différente de celle des autres sérotypes. En effet, l'antigène ° du LPS diffère par rapport à

celui des autres sérotypes. Chez la souris, le CPA du sérotype b provoque la formation

d'ostéoc1astes par production d'IL-l~, et son action antiproliférative sur les ostéoblastes

entraîne la mort de ceux-ci par apoptose (Yamamoto S, Mogi M et al, 1999).

A.actinomycetemcomitans libère des vésicules qui résultent d'excroissances de la

membrane externe. Ces vésicules qui contiennent des facteurs de virulence solubles

(leucotoxine, cytotoxine) en plus de leurs composants intrinsèques (LPS, adhésines,

antigènes) sont des véhicules privilégiés des facteurs de virulence et doivent donc être

considérés comme des facteurs pathogènes à part entière.

Le dernier facteur de virulence que l'on peut citer est la capacité de cette bactérie à

envahir les tissus gingivaux (Christersson LA, Albini B et al, 1998). Un épithélium de cellules

humaines de carcinome épidermoïde peut être pénétré à partir du contact de cette bactérie

avec les microvillosités cellulaires. Une fois à l'intérieur, elle peut se déplacer par

l'intermédiaire des microtubules de la cellule hôte.
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1.3.2. Porphyromonas gingivalis.

Figure 7 : Une bactérie de l'espèce Porphyromonas gingivalis vue à fort grossissement

(www.microbewiki.kenyon.edu),

Cette bactérie fait partie du groupe des Bacteroides à pigmentation noire. Les

microorganismes de ce groupe forment des colonies noires à brunes sur des milieux composés

de sang et d'agar, et ont été au départ classés dans une même espèce: Bacteroides

melaninogenicum (Haffajee AD and Socransky SS, 1994). Les bacteroides à pigmentation

noire sont depuis longtemps associées à la parodontite, depuis les premières études de Burdon

(Burdon KL, 1928). L'intérêt porté à P.gingivalis ainsi qu'aux autres bacteroides à

pigmentation noire, a été dû au départ, à leur rôle dans certaines infections mixtes

expérimentales (Macdonald lB, Socransky SS et al, 1963) et à leur production de nombreux

facteurs de virulence.
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13.2.1. Epidémiologie.

Des études ont montré que Pigingivalis est une espèce bactérienne prédominante en

prévalence comme en nombre dans les lésions des parodontites de l'adulte, alors qu'elle est

peu ou pas présente chez des sujets sains ou ayant une gingivite (Choi l, Nakagawa S et al,

1990; Slots J, 1999). Aux Etats-Unis, les patients d'origine hispanique et africaine ont

respectivement 6,5 et 3 fois plus de chances d'être positifs pour Pigingivalis que les patients

de race blanche (Umeda M, Chen C et al, 1998). De grandes variations de prévalence sont

aussi observées chez les enfants en fonction de leur origine ethnique. Mais on ne peut pas

établir une corrélation liant une prévalence augmentée de Pigingivalis à une augmentation du

nombre de parodontites. Il est possible que la présence de Pigingivalis dans les poches

parodontales soit liée à la présence de cytomégalovirus ou du virus d'Epstein Barr de type 1,

qui affaibliraient les défenses immunitaires du parodonte (Contreras A, Umeda M et al, 1999;

Contreras A, Zadeh HH et al, 1999).

Cette espèce est considérablement réduite dans les sites traités avec succès, alors

qu'on la rencontre fréquemment dans les sites réfractaires après traitement (Bragd L, Dahlén

G et al, 1987; Haffajee AD, Dzink JL et al, 1988). D'après une étude, le taux de Pigingivalis

augmente avec l'aggravation de la pathologie, et est également augmenté sur les sites où la

pathologie est active par rapport aux sites stables (Papapanou PN, Baelum V, 1997). Chaves

et al ont essayé de corréler la progression de la pathologie avec les microorganismes présents.

Dans cette étude, P.gingivalis a été couramment retrouvé dans la plaque des patients

présentant une perte osseuse progressive (Chaves ES, Jeffcoat MK, 2000). P.gingivalis

pourrait aussi avoir un rôle dans les parodontites chroniques réfractaires, car on retrouve

souvent ce microorganisme dans les sites toujours actifs après traitement d'une parodontite

chronique (Shiloah J, Patters MR et al, 1998).

P.gingivalis est détecté dans de faibles proportions dans les lésions des parodontites

agressives localisées, même quand la maladie évolue. Des exceptions ont toutefois été

constatées au Chili et en Jamaïque. Par contre, c'est une espèce dominante dans les

parodontites agressives généralisées (Slots J, 1999). On la retrouve aussi sur la langue, les

amygdales, la muqueuse buccale, les gencives, et dans la salive des patients atteints de

parodontite (Loos B, Dyer D et al, 1993).
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Il a aussi été montré que Pigingivalis induit des réactions immunitaires systémiques et

locales élevées chez les sujets atteints de parodontite (Mahanonda R, Seymour GJ et al, 1991).

Des études animales réalisées sur des singes et des rats gnotobiotiques ont montré que

l'immunisation contre les microorganismes entiers ou des antigènes spécifiques affecte la

progression des lésions parodontales. Dans la plupart des cas cependant, la progression est

simplement diminuée (Evans RT, Klausen B et al, 1992; Persson R, Weinberg A et al, 1993).
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I3.2.2. Caractéristiques.

Figure 8 : Des colonies de Porphyromonas glngivalis (www.alunos.crb.ucp.pt).

Il s'agit d'une bactérie en bâtonnet à gram négatif de dimension 0,5 sur 1,2 um,

anaérobie stricte, non motile , et assaccharo1ytique. Sur une gélose au sang enrichie en hémine

et en vitamine K, elle forme des colonies marron foncées à noir qui ne sont pas fluorescentes

sous la lumière ultraviolette. Au laboratoire, l'identification définitive est obtenue d'après les

caractéristiques suivantes: l'absence de fermentation des sucres, l'agglutination des

érythrocytes, l'absence de production de catalase, la présence d'une enzyme pseudo-trypsine,

la présence d'une N-acétyl-bD-glucosaminidase, et la production d'acide phénylacétique.

Il existe une grande diversité au sein de l'espèce. Six sérotypes correspondant à des

antigènes de la capsule ont été identifié, ainsi que cinq sérotypes selon les fimbriae et de

nombreux types clonaux (Laine ML, Appelmelk Bl et al, 1997; Lee J'Y, Sojar HT et al, 1991;

Ménard C and Mouton C, 1995).
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13.2.3. Facteurs de virulence.

P.gingivalis a un potentiel pathogène qui ne s'exprime qu'en synergie avec d'autres

bactéries. Des études d'infection expérimentale chez l'animal ont montré que P.gingivalis

était le composant bactérien indispensable pour qu'une lésion apparaisse suite à l'injection

d'une combinaison de bactéries à potentiel parodonpathogène. Mais aucune espèce injectée

seule, y compris P.gingivalis ne provoquait de lésion (Mayrand D and Holt SC, 1988).

Les facteurs de virulence de P.gingivalis sont: les adhésines, le LPS, les enzymes, en

particuliers protéolytiques, et les vésicules.

Les adhésines

La surface de cette bactérie est recouverte de fimbriae, qui sont des filaments fins et

longs d'un diamètre de 3 à 5 nm et d'une longueur allant jusqu'à 25 nm. Ils sont constitués

par la juxtaposition d'une même protéine, la fimbrilline. Celle-ci est sous le contrôle d'un seul

gène nommé jimA. Les fimbriae permettent d'établir un pont entre la bactérie et la surface à

coloniser, et d'établir un contact même si elle est à distance de cette surface. La fimbrilline

elle-même joue le rôle d'adhésine et permet la fixation de P.gingivalis à l'hydroxyapatite

couverte de salive. D'autres adhésines qui n'appartiennent pas aux fimbriae, surtout des

cystéines protéinases spécifiques de l' arginine, seraient responsables de l'adhésion de

P.gingivalis aux fibroblastes, au collagène, et à la fibronectine. Enfin, l'hémagglutinine, en

conjonction avec les fimbriae, permettrait son adhésion aux cellules épithéliales (Mouton C

and Chandad F, 1993).

L'adhésion de P.gingivalis aux cellules épithéliales est dépendante de plusieurs

facteurs (environnementaux, souches et lignées épithéliales). Mais il existe un plateau de

saturation d'adhérence aux cellules épithéliales qui témoigne que celles-ci possèdent un

nombre limité de sites récepteurs à P.gingivalis (Huart-Delcourt A, Ménard C et al, 1998).

Les déterminants génétiques et fonctionnels de l'adhésion, de la protéolyse, de

l'hémagglutination, et de la fimbriation sont étroitement liés chez P.gingivalis (Lamont RJ

and Jenkinson HF, 1998). Des mutants de P.gingivalis déficients en fimbriae n'adhèrent

presque pas aux cellules eucaryotes (Weinberg A, BeIton CM et al, 1997). Le fimbriae de

P.gingivalis permet donc son adhérence à des récepteurs spécifiques des cellules de l'hôte, en

particulier les cellules épithéliales. La fimbrilline de P.gingivalis possède des domaines de

fixation à la fibronectine, à la lactoferrine, aux PRP (Prolin-Rich Prote in), et à la stathérine.
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Il semblerait que, ensemble, ces mécanismes d'adhésion permettent une association

stable de la fimbrilline avec plusieurs récepteurs de la salive, et donc permettent une

adhérence à toute surface de la cavité buccale recouverte de salive (Amano A, Sharma A et al,

1996).

Le fimbriae module aussi la production de cytokines pro inflammatoires comme IL

l~, IL-6, et TNFa ; et induit l'activation des lymphocytes T chez la souris (Isogai E, Sogal H

et al, 1994; Ogawa T, Uchida H et al, 1999).

L'activité hémagglutinante de P.gingivalis est liée d'une part aux fimbriae, et d'autre

part à des hémagglutinines distinctes des fimbriae à tout stade de la synthèse ou de

l'assemblage (Chandad F and Mouton C, 1995; Du L, Pellen-Mussi P et al, 1997; Ogawa T

and Hamada S, 1994). Cinq hémagglutinines ont été décrites, et sont codées par les gènes

hagA, hagB, hagC, hagD, et hagE (Lépine Gand Progulske-Fox A, 1996). Le potentiel

protéolytique important de P.gingivalis, dont en particulier les gingipaïnes, auraient un rôle

dans l'adhérence aux tissus gingivaux, grâce à la formation de complexes protéinase-adhésine

(Kontani M, Ono H et al, 1996; Pike R, McGraw W et al, 1994).

La séquence d'acides aminés des fimbriae de P.gingivalis n'a aucune homologie avec

ceux des autres bactéries. Il représenterait donc une classe unique de fimbriae (Dickinson DP,

Kubiniec MA et al, 1988). Les souches mutantes avec un fimbriae déficient, comme la souche

DGP-3, se lient peu aux composants salivaires et adhèrent faiblement aux surfaces dentaires

et aux cellules épithéliales; et la vaccination contre le fimbriae protège les animaux contre la

parodontite (Malek RJ, Fisher JG et al, 1994). La souche DGP-3 est également incapables

d'envahir les cellules épithéliales et n'induit pas de parodontite chez le rat (Sandros J,

Madianos PN et al, 1996; Xie H, Cai S et al, 1997).

Dans des cultures de cellules non transformées, il a été observé la fixation,

l'enrobement par des replis de la membrane cytoplasmique, puis l'internalisation de

P.gingivalis (Lamont RJ, Chan A et al, 1995). Seulement 10% des cellules d'une souche

donnée de cette bactérie seraient capable d'adhérer, et seulement 10% des cellules épithéliales

seraient envahies (Duncan MJ, Nakao S et al, 1993). C'est le fimbriae qui induirait

l'internalisation de la bactérie en activant et mobilisant le cytosquelette de la cellule (Ezzo PJ

and Cutler CW, 2003). La pénétration de P.gingivalis entraîne une désorganisation de la

signalisation cellulaire, basée sur des mécanismes de phosphorylation-déphosphorylation des

protéines. Il s'agit d'un détournement au profit de la bactérie.
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Il semble que certains évènements intracellulaires le confirment (lzutsu KT, Belton

CM et al, 1996) :

• L'augmentation de la concentration de calcium à l'intérieur de la cellule,

• La phosphorylation de résidus tyrosine sur une protéine de 43 kD modifie le

système des cascades enzymatiques à l'origine de la stimulation de facteurs

transcriptionnels du noyau cellulaire,

• La désorganisation du cytosquelette lors de l'adhésion.

Pigingivalis est capable d'envahir les cellules de l'épithélium gingival humain in vitro

et a été trouvé en plus grande quantité dans des cellules provenant de l'épithélium de poches

parodontales que dans des cellules de l'épithélium provenant de zones sus gingivales (Duncan

MJ, Nakao S, 1993; Sandros J, Papapanou P et al, 1993).

Page 28 sur 174



Le lipopolysaccharide

Le lipopolysaccharide est un constituant amphipathique très important de la membrane

externe des bactéries à gram négatif, qui permet leur intégrité structurelle et leur activité

biologique. Le lipopolysaccharide de P.gingivalis est unique, tant au niveau de la structure

chimique du polysaccharide et des lipides A de sa partie centrale, qu'au niveau de son activité

biologique, par rapport à ceux des autres bactéries à gram négatif (Ezzo Pl and Cutler CW,

2003; Ogawa T, 1994). Il a une faible teneur en heptose et en 2-kéto-3-déoxyoctonate.

Il se caractérise par un faible pouvoir endotoxique : le lipide A de P.gingivalis est

mille fois moins actif que celui des bactéries entériques. Le lipide A stimule indirectement la

réponse inflammatoire en déclenchant la production d'IL-l~, d'Il-6 et d'IL-S. Le lipide A

participe aussi, par action sur les cellules endothéliales, au déclenchement de l'inflammation

en inhibant l'expression de la E sélectine. Certaines souches de P.gingivalis sont capables de

stimuler plus que d'autres la sécrétion de TNFa, d'IL-2, d'IL-4 et d'IL-6 par les macrophages.

Il est probable que la faible action du lipide A, et surtout sa faible endotoxicité, permettent à

P.gingivalis de passer inaperçu de l'hôte, et donc d'envahir le parodonte.

Sur le modèle animal, TRL4 est le principal récepteur transmembranaire pour le

lipopolysaccharide des bactéries à gram négatif, et TRL2 permet la réponse contre les

bactéries à gram négatif et les levures. Une exception à cette règle serait le lipopolysaccharide

de P.gingivalis, qui pourrait utiliser le récepteur TRL2 (Hirschfeld M, Weis JJ et al, 2001;

Jotwani R, Palucka AK et al, 2001; Pulendran B, Kumar P et al, 2001). Le déclenchement des

récepteurs TRL2 des macrophages murins provoque des schémas distincts d'expression des

gènes de l'inflammation, comparés à l'activation des récepteurs TRL4 (Hirschfeld M, Weis

JJ, 2001). Le lipopolysaccharide de P.gingivalis semble donc avoir une action régulatrice de

la réponse immunitaire en favorisant une réponse humorale, ce qui faciliterait sa survie in vivo

(Ezzo Pl and Cutler CW, 2003).
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Les enzymes

Les enzymes protéolytiques de P.gingivalis sont soit extracellulaires, sous forme

soluble ou incluse dans des vésicules, soit liées à la cellule. Trois activités protéolytiques sont

le fait de protéinases différentes :

• Les cystéine-protéinases (appelées aussi trypsin-like proteinases) clivent les

protéines ou les polypeptides spécifiquement après l'arginine ou la lysine. On

les appelle collectivement les gingipaïnes. Leur activité catalytique est liée à la

présence d'un groupement thiol dans la cystéine de la molécule.

• La X-prolyl-dipeptidyl peptidase est active sur des aminopeptides.

• Les collagénases.

Environ quarante protéinases de Pigingivalis ont été décrites, mais l'essentiel de

l'activité protéolytique serait due aux gingipaïnes. Les gingipaïnes sont des protéases

produites par Pigingivalis, et dont la fonction majeure est l'acquisition de nutriments via la

dégradation des protéines en peptides. Trois gènes codant pour trois protéines distinctes ont

été identifiés: les Arg-gingipaïnes 1 et 2 (RGP-I et RGP-2) et la Lys-gingipaïne (KGP)

(Potempa J, Pike R et al, 1995). Les deux premières sont capables d'hydrolyser les liens des

peptides avec des résidus Arg-X, et la dernière les liens avec les résidus Lys-X (Pike R,

McGraw W, 1994). Des souches mutantes de Pigingivalis déficientes en certaines protéinases

définies, dont les gingipaïnes RGP et KGP, ont été testées sur l'animal. Il en résulte que ces

gingipaïnes sont essentielles dans l'expression de la virulence de Pigingivalis. La gingipaïne

de type RGP est un médiateur de la perméabilité vasculaire par le relargage de bradykinine,

permet la liaison du fimbriae aux fibroblastes et détruit les protéines du complément. La

gingipaïne KGP a des effets similaires et est une fibrinogénase très puissante (Fletcher HM,

Schenkein HA et al, 1995; Nakayama K, Kadawi T et al, 1995; Park Y and McBride BC,

1993; Pike R, McGraw W, 1994).

La gingivaïne, une autre cystéine protéinase, est une hémolysine, c'est-à-dire qu'elle

est capable de lyser les globules rouges.

L'activité collagénolytique de Pigingivalis serait due à au moins une collagénase,

différente des collagénase des vertébrés, et active sur les collagènes de type I, II, et III.

Certaines Arg-gingipaïnes seraient active sur les collagènes de type I, II, IV, et V, ainsi que
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sur le C3 du complément, le fibrinogène, la fibronectine, l'al-antitrypsine, l'a2

macroglobuline, l'apotransferrine, et l'albumine sérique.

Les protéinases donnent à P.gingivalis un pouvoir infectieux, en intervenant à trois

niveaux dans :

• L'adhérence,

• La croissance de la bactérie,

• Et l'inactivation des systèmes de défense de l'hôte.

Les protéinases fixées à la surface de la bactérie peuvent agir comme des adhésines,

permettant ainsi à la cellule d'adhérer à un substrat. Les protéinases peuvent aussi, par leur

activité enzymatique, découvrir un site de fixation normalement caché (on parle alors de

cryptitope) à la sub-surface du substrat. Celui-ci peut être une cellule épithéliale, un complexe

fibronectine-collagène, un globule rouge, ou une autre bactérie.

P.gingivalis est asaccharolytique et n'utilise donc pas les sucres pour sa croissance,

mais a besoin de peptides courts et d'acides aminés pour assurer son développement. La

dégradation des protéines de l'environnement parodontal par ses protéinases permet donc à

P.gingivalis de se fournir en nutriments nécessaires à sa survie et à sa multiplication. La

dégradation des opsonines du sérum et celle des tissus de l'hôte contribuent respectivement à

la résistance à la phagocytose et à la formation d'abcès extensifs chez la souris (Genco CA,

Cutler CW et al, 1991). La destruction tissulaire qui découle de la dégradation des peptides est

donc, pour une grande partie, le résultat direct de l'activité protéolytique propre à cette

bactérie.

Le fer est un facteur de croissance également indispensable à P.gingivalis. Il est

présent dans le milieu parodontal sous forme d'hémoglobine, d'hémine, ou de ferritine et peut

être libéré par P.gingivalis en libérant l'hémine des érythrocytes grâce à son hémolysine.

L'inactivation des défenses immunitaires locales est aussi le résultat de cette activité

protéolytique. En effet, les protéinases dégradent les immunoglobulines IgA et IgG, les

protéines C3 et CS du complément et des inhibiteurs plasmatiques des protéases. Les

mécanismes locaux de la réponse inflammatoire sont ainsi perturbés au profit des bactéries

infectantes qui échappent à la phagocytose et à la bactériolyse.
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En plus des protéinases, Pigingivalis produit de nombreux autres enzymes:

phosphatase alcaline, sulfatase, héparinase, chondroïtinase, qui ont une action catalytique sur

les composants de la matrice intercellulaire. Une superoxyde dismutase lui permet aussi de

résister aux ions superoxyde produits par les PMN, et bénéficie ainsi d'une protection contre

l'effet toxique de l'oxygène. Bien qu'elle soit une bactérie anaérobie stricte, elle peut donc

tolérer des taux d'oxygène dissous.

Des produits du métabolisme de P.gingivalis, comme l'acide acétique, l'acide

propionique, l'acide butyrique, des composés sulfurés, et les méthylmercaptans, peuvent avoir

un effet délétère sur les tissus parodontaux. Entre autres, les méthylmercaptans seraient

responsables d'un élargissement des espaces intercellulaires de l'épithélium et altèreraient le

métabolisme des fibroblastes (Johnson PW, Ng W et al, 1992).

Les vésicules

Les vésicules sont des excroissances de la membrane externe de P.gingivalis. Elles

sont relâchées dans le milieu environnant et sont en elles-mêmes un facteur de virulence car

elles assurent la diffusion, à distance de la cellule bactérienne, ses attributs pathogènes. La

faible dimension de ces vésicules (de 10 à 15 nm) leur permet de traverser les barrières

épithéliales et donc d'accéder aux tissus sous-jacents.

Les vésicules contiennent tous les enzymes synthétisés par la bactérie et stockés avant

leur excrétion dans l'espace péri plasmique (Mayrand D and Grenier D, 1989). De plus,

comme elle sont issues de la membrane externe, elles en possèdent les propriétés

endotoxiques et antigéniques. Il est possible que les vésicules protègent ainsi la bactérie en

fixant une partie des anticorps dirigés contre elle.
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1.3.3. Tannerella forsythensis.

Figure 9 : Une cellule de l'espèce Tannerellu forsythensis (anciennement Bforsythusï vue à fort

grossissement (www.acsu.buffalo.edu).

C'est une bactérie peu connue, qui portait précédemment le nom de Bacteroides

forsythensis. Elle a été récemment renommée Tannerella forsythensis (Sakamoto M, Suzuki

M et al, 2002). Cette bactérie a été décrite pour la première fois en 1979, et était difficilement

cultivable. Les colonies sont très petites et n'apparaissent qu'après 7 à 14 jours sur des

milieux enrichis contenant un supplément d'acide muramique, ou en co-culture avec

Enucleatum. En effet, lors des prélèvements dans des poches parodontales, Tforsythensis, qui

appartient au complexe rouge de Socransky, est habituellement isolé en même temps que des

bactéries du groupe orange, dont Fnucleatum (Haffajee AD and Socransky SS, 1994).
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13.3.1. Epidémiologie.

Les cellules se présentent sous la forme de très petits fuseaux aux extrémités

allongées, parfois étirées en filaments. C'est une bactérie à gram négatif, anaérobie stricte, et

non glucidolytique (Haffajee AD and Socransky SS, 1994).

Une étude utilisant une sonde ADN dans un protocole de très haute sensibilité a révélé

une prévalence de 82% dans une cohorte de 39 individus boliviens âgés de 4 à 79 ans dont

l'hygiène bucco-dentaire était sommaire (Chandad F, Guillot E et al, 1997).

Tforsythensis est communément détecté dans les sites sous gingivaux et son taux est

fortement lié à la profondeur de poche (Gmur R, Strub JR et al, 1989). Lai et al ont confirmé

ces découvertes en utilisant des techniques d'immunofluorescence, démontrant ainsi que

Tforsythensis est beaucoup plus fréquent dans la plaque sous gingivale que dans la plaque sus

gingivale (Lai CH, Listgarten MA et al, 1987).

Cette bactérie est plus souvent retrouvée dans les sites avec perte d'attache que dans

les sites sains ou en état de gingivite (Lai CH, Listgarten MA, 1987). C'est une espèce

prédominante en prévalence et en nombre dans les lésions actives, par rapport aux sites

inactifs (Dzink J, Socransky SS et al, 1988). De plus, Tforsythensis était trouvé en plus

grande concentration dans les sites de récidive après traitement parodontal que dans les sites

stables.

Cette espèce est aussi fréquemment détectée chez les sujets réfractaires, et les

anticorps contre cette bactérie se sont révélés élevés chez de nombreux patients atteints de

parodontite, ainsi que chez un certain nombre de sujets réfractaires (Listgarten MA, Lai CH et

al, 1993; Taubman MA, Haffajee AD et al, 1992).

Dibart et al, en utilisant l'hybridation d'ADN, ont enfin démontré que Tforsythensis

est la bactérie la plus retrouvée sur ou dans les cellules épithéliales provenant de poches

parodontales, et au contraire était rare en ce qui concerne les cellules épithéliales de sites sains

(Dibart S, Skobe Z et al, 1994).
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13.3.2. Caractéristiques et facteurs de virulence.

T'forsythensis possède plusieurs particularités. Elle produit une protéase trypsine-like

et un lipopolysaccharide (Moncla BJ, Braham P et al, 1991), et elle peut pénétrer dans les

cellules de l'hôte et induire l'apoptose (Arakawa S, Nakajima T et al, 2000).

L'enzyme trypsin-like peut être mise en évidence par un test utilisant le substrat

benzoyl-D-L-arginine-b-naphtyl-amine (BANA). Un test BANA positif signifie la présence

dans un échantillon de Pigingivalis, 'Ldenticola, et T'forsythensis, ensemble ou séparément.

La capacité de A.actinomycetemcomitans et de Pigingivalis à envahir les cellules hôte

in vivo et in vitro a été bien décrite. Comme T'forsythensis est presque toujours retrouvée là

où est localisée Pigingivalis, les chercheurs ont supposé qu'elle devait aussi pénétrer les

cellules hôte. Grâce à la PCR, puis à l'hybridation in situ par fluorescence (FISH), les

chercheurs ont réussi à détecter T'forsythensis à l'intérieur des cellules de l'épithélium buccal

(Rudney JD and Chen R, 2001). Ils ont aussi été capables de montrer que la bactérie se

multiplie activement à l'intérieur des cellules. Cela implique que T'forsythensis garde des

« réserves» intracellulaires dans des zones autrement difficiles à coloniser à cause de ses

caractéristiques anaérobies. Il est aussi possible que ces cellules infectées transmettent des

bactéries de site à site, et d'hôte à hôte lors du turnover cellulaire, ce qui les protègerait des

conditions hypotoniques défavorables de la salive (Baron S, Poast J et al, 2000).

T'forsythensis induit l'apoptose. Quand elle est mise en présence de HL-60 ou d'autres

cellules leucémiques humaines, une activité cytocide est décrite. La perte du potentiel de

membrane mitochondrial et de l'intégrité de la membrane cellulaire caractérise le processus

d'apoptose induit par cette bactérie (Arakawa S, Nakajima T, 2000). Comme l'apoptose

repose sur le principe que l'organisme ne doit pas être reconnu comme étranger par les

macrophages, il se pose la question de savoir si T'forsythensis déclenche un mécanisme de

réponse auto-immun.
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1.3.4. Prevotella intermedia.

Figure 10 : La bactérie Prevotella intermedia vue à fort grossissement

(www.mmsimages.cardiff.ac.uk).

Il s'agit d'un coccobacille anaérobie à gram négatif, modérément glucidolytique, et

producteur de pigment noir. La présence en grand nombre de P.intermedia a été mise en

évidence dans les maladies parodontales nécrosantes aiguës, les gingivites inflammatoires et

différentes parodontites (Loesche W, Syed S et al, 1982; Moore L, Moore W et al, 1987;

Moore W, 1987).

Cette bactérie possède beaucoup de facteurs de virulence communs avec Pigingivalis

et fait partie des bactéries nécessaires pour déclencher une infection mixte par injection chez

l'animal (Haffajee AD and Socransky SS, 1994).

On sait aujourd'hui que le taxon est composé de deux espèces distinctes: Prevotella

intermedia et Prevotella nigrescens (Shah HN and Gharbia SE, 1992). L'identification

différentielle est délicate et requiert des analyses biochimiques élaborées et le recours aux

marqueurs sérologiques ou génétiques. Cela explique que les deux espèces ont été longtemps

confondues (Bernal LA, Guillot E et al, 1998). Des travaux postérieurs à cette découverte

permettraient d'associer Pinigrescens à la santé gingivale et Piiruermedia aux lésions avec

perte d'attache (Gmür R and Guggenheim B, 1994; Matta J, Saarela M et al, 1996).

Le taxon P.intermedia est connu pour regrouper la majorité des souches résistantes

aux pénicillines par production de ~-lactamase que l'on peut isoler des poches parodontales

(Kinder S, Holt S et al, 1986). Mais il semblerait que trois quarts des souches productrices de

~-lactamase appartiennent à l'espèce P.nigrescens contre seulement 20% à l'espèce

P.intermedia (Bernal LA, Guillot E, 1998).
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1.3.5. Fusobacterium nucleatum.

Figure Il : Fusobacterium nucleatum vu à fort grossissement (www.zuova.cz).

C'est une espèce anaérobie à gram négatif dont les cellules ont une forme

caractéristique de fuseau aux extrémités pointues. En dimension, elle peut aller de 0,4 à

O,7flm de largeur pour 3 à l Oum de longueur.

Cette bactérie couvre ses besoins énergétiques par le métabolisme des acides aminés,

et produit de l'indole et de l'hydrogène sulfuré.

Cette bactérie est la plus commune dans les prélèvements sous-gingivaux, toutes

conditions cliniques confondues (Dzink J, Socransky SS, 1988; Moore L, Moore W et al,

1985; Moore W and Moore L, 1994). Plusieurs sous-espèces ont été décrites. Les travaux de

Socransky et al ont pu montrer que Fnucleatum se nucleatum, Fnucleatum se polymophum,

et Fnucleatum se vincentii étaient inclus le complexe orange des bactéries

parodontopathogènes (Socransky SS and Haffajee AD, 2005).

F nucleatum, et en particulier F nuceatum se nucleatum sont des espèces riches en

adhésines, qui peuvent reconnaître des récepteurs sur plus de dix espèces bactériennes de la

flore buccale. Elles auraient donc un rôle clé dans l'évolution complexe de la plaque dentaire,

et notamment dans l'évolution vers l'acquisition des bactéries du complexe rouge

(Kolenbrander PE, Andersen RN et al, 1999).

On remarque que Fusobacterium periodonticum, proche de Fnucleatum, fait

également partie des espèces du complexe orange (Socransky SS and Haffajee AD, 2005).
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1.3.6. Eubacterium.

Figure 12 : Une bactérie du genre Eubacterium à fort grossissement (www.zuova.cz),

Le genre Eubacterium rassemble beaucoup d'espèces anaérobies à gram positif, qui

sont des petits coccobacilles souvent pléomorphes.

Il a pu être établi que la proportion des espèces Ealactolyticum, Ebrachy,

Enodatum; Esaphenum, et Etimidum augmente avec la gravité des lésions (Moore W and

Moore L, 1994). Des phylotypes non-cultivables sont aussi associés à la maladie parodontale

(Kumar PS, Griffen AL et al, 2005).
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1.3.7. Capnocytophaga.

Le genre Capnocytophaga rassemble de nombreuses espèces propres à la cavité

buccales: ce sont de longs bâtonnets à gram négatif. Ces bactéries ne sont pas anaérobies

strictes: elles sont capnophiles mais leur croissance est meilleure en conditions d'anaérobie.

Ces bactéries ont la faculté de se déplacer à la surface des milieux de culture par un

glissement appelé translocation. Cela donne aux colonies un aspect étalé.

Le métabolisme énergétique de ces bactéries est glucidolytique et elles sont

naturellement résistantes au métronidazole.

Diverses études associent Capnocytophaga à la santé parodontale (Haffajee AD,

Cugini MA et al, 1998; Kumar PS, Griffen AL, 2005; Tanner A, Maiden MF et al, 1998).

Les espèces Cigingivalis, Cochracea et Csputigena sont classées dans le complexe

vert (Socransky SS and Haffajee AD, 2005).
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1.3.8. Peptostreptococcus.

Peptostreptococcus micros (ou Micromonas micros) et Peptostreptococcus anaerobius

sont des espèces anaérobies à gram positif. Ces bactéries ont une forme de coques qui peuvent

isolées ou associées en courtes chaînettes.

Ces espèces sont connues pour leur rôle dans de nombreuses pathologies extra

buccales, en association avec des espèces des gemes Bacteroides, Prevotella, et

Fusobacterium. Il s'agit d'infections abdo-péritonéales, d'infections cérébrales, ou de

cellulites cervico-faciales.

P.micros est augmenté en prévalence et en nombre dans les lésions parodontales par

comparaison avec les sites sains, et dans les sites actifs par rapport aux sites inactifs (Dzink J,

Socransky SS, 1988; Rams T, Feik D et al, 1992). Cette bactérie est classée dans le complexe

orange (Socransky SS and Haffajee AD, 2005).

Cependant une étude plus récente tend à montrer que P.micros ferait partie de la flore

buccale normale, quel que soit son génotype (il existe deux génotypes: Sm et Rg). Par contre

ces deux génotypes se comporteraient de manière opportuniste dans les parodontites (Kremer

BH, Loos BG et al, 2000).

La proportion de P.anaerobius augmente avec la sévérité des lésions, surtout dans les

parodontites à début précoce (Moore W and Moore L, 1994).

Il semble que les différentes espèces de peptostreptococcus soient liées à la

parodontite (Salari MH and Kadkhoda Z, 2004).
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1.3.9. Campylobacter rectus,

Campylobacter rectus, anciennement Wolinella recta, est un vibrion motile, à gram

négatif, anaérobie, et non glucidolytique. Sa motilité en trajectoires rectilignes est due à son

flagelle simple unipolaire.

Il est probable que cette bactérie colonise l'espace sous gingival grâce à son tropisme

pour le formate produit par d'autres bactéries telles que Micromonas micros, les genres

Eubacterium et Fusobacterium nucleatum.

C rectus produit une leucotoxine. C rectus et A.actinomycetemcomitans sont les deux

seules espèces buccales connues ayant cette caractéristique (Gillespie J, De Nardin E et al,

1992).

Crectus est rarement trouvé dans les sites sains (dans 3%) des cas, mais est trouvé

dans près de 50% des sites atteints de parodontite modérée (Moore W and Moore L, 1994). Il

est aussi présent chez 80% des individus de tout âge présentant des lésions avancées (Rams T,

Feik D et al, 1993). C'est aussi une espèce prédominante en prévalence et en nombre dans les

lésions actives par rapport aux sites inactifs (Dzink J, Socransky SS, 1988).

Cette bactérie est aussi trouvée en quantité significativement plus importante chez les

patients atteints de parodontite agressive par rapport aux patients atteints de parodontite

chronique (Gajardo M, Silva N et al, 2005).

C rectus, ainsi que deux espèces proches, Campylobaver gracilis et Campylobacter

showae, appartiennent au complexe orange de Socransky (Socransky SS and Haffajee AD,

2005).
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1.3.10. Eikenella corrodens.

Eikenella corrodens est une bactérie à gram négatif, non glucidolytique, et anaérobie

facultative. Sa croissance peut être stimulée par le C02 : elle est capnophile.

Les cellules ont une forme de bâtonnet rigide, et les colonies sont à l'origine d'une

corrosion de la gélose où elles s'incrustent.

E.corrodens est un pathogène pouvant provoquer des infections extra buccales telles

que l'ostéomyélite ou des infections du système nerveux central.

Mais, bien qu'elle puisse faire partie de la flore sous gingivale, aucune association

importante avec les parodontites n'a été montrée (Chen CK, Dunford R et al, 1989).

Cette espèce est classée dans le complexe vert de Socransky (Socransky SS and

Haffajee AD, 2005).

1.3.11. Selenomonas et Centipeda periodontii.

Deux genres, Selenomonas et Centipeda, rassemblent les bactéries dont la motilité est

remarquable dans des prélèvements de plaque sous gingivale issus de lésions parodontales et

examinés à l'état frais en contraste de phase ou sur fond noir.

Les bactéries du genre Selenomonas ont une forme de croissant de lune. Leur motilité

en culbutes successives est due à une touffe de flagelles ancrés dans la concavité de la cellule.

Les Selenomonas sont des bactéries à gram négatif, anaérobies strictes, glucidolytiques, et

produisent de l'acide propionique. La proportion relative de Sfleggei, S infelix, S noxia, et

Ssputigena augmente avec la sévérité des lésions (Moore W and Moore L, 1994).

Centipeda periodontii est une bactérie anaérobie stricte, à gram négatif, et

glucidolytique. Elle possède de multiples flagelles disposés en spirale le long de la cellule, et

auxquels elle doit sa motilité.
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1.3.12. Spirochètes.

Figure 13 : Un spirochète vu à fort grossissement (www.nescb.org),

La famill e des spirochètes (Spirochetaceae) comprend quatre genres, tous anaérobies

stricts à gram négatif, dont seul le genre Treponema est présent dans la cavité buccale.

Les tréponèmes sont des bâtonnets spiralés dont le système de locomotion est un

ensemble de fibrilles axiales enveloppées dans une gaine, ont une motilité en vrille. Les

spirochètes ont ainsi une capacité unique chez les procaryotes de se mouvoir dans un

environnement très visqueux.

Ces bactéries sont prédominantes dans les préparations fraîches de prélèvements de

débris de poches parodontales lorsqu'ils sont examinés en microcopie à fond noir ou à

contraste de phase (Saglie FR, Carranza FAl et al, 1985). Les chercheurs ne se sont pas

beaucoup intéressés aux spirochètes après les années quatre-vingt, étant donnée la difficulté

de les cultiver et le peu de résultats obtenus par les études utilisant les méthodes de culture. Il

y a eu plus récemment un regain d'intérêt pour les spirochètes grâce à l'utilisation de

nouvelles méthodes comme les anticorps monoclonaux, l'hybridation génétique, la PCR, et le

séquençage d'ADN. Celles-ci ont replacées les spirochètes en tête d 'une longue liste de

pathogènes possibles (Moter AC, Hoenig BK et al, 1998).
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L'habitat le plus favorable pour eux au niveau buccal est le sillon gingivodentaire.

Seulement quatre espèces sont cultivables:

• T denticola et T vincentii qui utilisent le métabolisme des acides aminés,

• Tpectinovorum et Tsocranskii qui sont glucidolytiques.

Sur un plan uniquement morphologique, il existe 12 types supplémentaires de

spirochètes, non cultivables. On les classe en petits, moyens, et grands spirochètes.

Un spirochète présentant des similarités antigéniques avec Treponema pallidum,

l'agent de la syphilis, a été observé dans la plaque sous gingivale de sujets atteints de

maladies parodontales nécrosantes aiguës (Riviere GR, Elliot K et al, 1992). Une étude

utilisant le clonage de gènes 16S rRNA amplifiés directement à partir d'échantillons de

plaque provenant de diverses lésions parodontales a révélé la présence de 47 espèces de

spirochètes jusqu'alors inconnues et incultivables (Dewhirst F, Tamer M et al, 2000). La

diversité des espèces de spirochètes ainsi que la difficulté de leur identification est un obstacle

pour définir le rôle de chaque espèce dans les pathologies parodontales.

Les spirochètes peuvent constituer jusqu'à la moitié des bactéries de la plaque sous

gingivale dans les maladies parodontales nécrosantes aiguës et certaines parodontites de

l'adulte (Lembariti BS, Mikx FH et al, 1995). Au contraire, ils sont rares ou absents dans les

sites sains (Loesche W, 1988). Et plus la lésion parodontale est sévère, plus la quantité de

spirochètes augmente (Simonson LG, Goodman C et al, 1987). La quantité de spirochètes

détectables par microscopique fluctue en réponse aux thérapies par surfaçage des racines et

par des antibiotiques appropriés. Une quantité importante de spirochète est considérée comme

le signe de la persistance d'une population importante d'anaérobies en général (Loesche WJ,

Grossman N et al, 1993; Mousques T, Listgarten MA et al, 1980). D'où l'intérêt diagnostic

d'observer les spirochètes, en tant qu'indicateurs de l'activité de la maladie ou d'efficacité de

la thérapie. Des études ont montré l'association des spirochètes avec à la fois l'étendue, et la

sévérité des lésions (Aimetti M, Romano F et al, 2004; Beikler T, Abdeen G et al, 2001;

Sakamoto M, Huang Y et al, 2004; Takeuchi Y, Umeda M, 2001). Tdenticola est aussi plus

souvent détecté chez les patients réfractaires au traitement que chez ceux traités avec succès

(Socransky SS, Smith C et al, 2002). Enfin, les spirochètes sont un pathogène majeur dans les

maladies parodontales nécrosantes aiguës (Riviere GR, Weisz KS et al, 1991).
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Figure 14 : Des bactéries de l'espèce Treponema denticola (complexe rou ge) vues à fort

grossissemcnt (11 ttp://www.biltek.tubltak.gov.tr/canlila r/im g/treponem a_dcnticola. png).

Tdenticola est la seule espèce dont les facteurs de virulence ont pu être étudiés . Elle

peut se lier à de nombreux substrats du parodonte: fibroblastes, cellules épithéliales,

fibronectine, collagè ne de type 1 et IV, laminine, gélatine et fibrinogène, par l'interm édia ire

de la denti lys ine (Chan ECS and McLaughin R, 2000). La dentil ysine est un facteur qui induit

la dégradation des protéines de la matrice endogène qui sont expr imées à la surface des

cellules hôtes, ainsi que celle des protéines de jonction (Ko KSC, Lo CM et al, 1998). La

dentilysine a auss i la capac ité d 'activer les m étallo-prot éinases matricielles de l'hôte,

provoquant ainsi la destruction de la matric e extra cellul aire.

Lorsqu ' elle se fixe à la surface des fibroblastes par l'interm édiaire d 'une protéase

analogue à la chymotrypsine, Tdenticola est cytotoxique et entraîne la mort cellulaire. Une

hémolysine et la pseudo-chymotrypsin e entraînent l' agglutination et la mort des hématies.

L' hémine libérée par l'hémolyse est captée par un récepteur de membrane, permettant ainsi

l'acquisition du fer, qui est un facteur de croissance esse ntiel pour cette bactérie (Ellen RP

and Galimanas VB, 2005). Cela contribuerait à endommager le parodonte tout en favorisant

l'invasion de la gencive par d' aut res bactéries (Ding Y, Uitto VJ et al, 1996).

Les spirochètes seraient situés en grande partie à la jonction entre la plaque sous

gingivale et la gencive, d 'après des études par microscopie électronique à transmission

(Listgarten MA, 1976). La capacité des spirochètes à se mouvoir en mili eu visqueux leur

permet de se déplacer dans le fluide ging ival et la plaque dentaire, ce qui leur permet l'accès

au parodonte sous-jacent : des spirochètes ont été observés entre les cellules de l' épithélium

de jonction, dans le tissu conjonctif et dans le tissu osseux (Carranza FA, Sag lie R et al,

1983).

Page 45 sur 174



1.3.13. Entérobactéries.

Les entérobactéries des genres Enterobacter, Klebsiella, et Pseudomonas, ne sont

jamais présentes dans la plaque des patients sains. Par contre, elle sont présentes relativement

fréquemment dans la plaque des patients atteints de parodontopathies, et auraient un rôle dans

la pathogénie de la maladie (Barbosa FC, Mayer MP et al, 2001).

Leur rôle étiologique n'a pas été démontré. Cependant, un traitement par

ciprofloxacine, antibiotique actif sur les entérobactéries, s'accompagne d'une réduction de la

profondeur de poche (Slots J, Feik D et al, 1990; Tezel A, Yucel 0 et al, 2005).
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1.4. Microorganismes non bactériens à potentiel

parodontopathogène.

Le facteur étiologique principal de la maladie parodontale est bactérien. On se doit

tout de même de mentionner quelques microorganismes dont le potentiel parodontopathogène

a été évoqué.

1.4.1. Parasites.

Les protozoaires Entamoeba gingivalis et Trichomonas tenax font partie de la flore

normale de nombreux individus. Leur nombre augmente dans les pathologies bucco-dentaires,

et notamment dans les parodontopathies. Egingivalis est aussi augmenté chez les personnes

âgées.

On a pensé longtemps que Egingivalis avait un rôle important dans le déclenchement

des parodontites. Cette affirmation se fondait sur le fait que l'augmentation du nombre

d'amibes était associée à une gingivite ou des lésions parodontales (Barrett M, 1914).

L'hypothèse amibienne a été invalidée quand il a été démontré que des bouches saines

pouvaient contenir des amibes alors que des sites atteints en étaient indemnes (Socransky SS

and Haffajee AD, 1994).
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1.4.2. Virus.

La présence de virus au sein de la plaque dentaire et des tissus parodontaux ainsi que

leur rôle dans l'étiologie des parodontopathies a longtemps été suspecté. La présence de

cytomégalovirus (HCMV), ou de virus d'Epstein Barr (EBV), voire la co-infection par ces

deux virus du parodonte est très liée aux pathologies parodontales telles que les parodontites

destructives, la gingivite ulcéro-nécrotique chez l'enfant et les abcès parodontaux.

Il n'est pas rare que des patients reviennent avec un «bouton de fièvre» après de

longues séances de soins ou de chirurgie. Il est donc vraisemblable que le trauma occasionné

par les soins ou la chirurgie réactive le virus Herpes simplex de type 1. HSV1 peut provoquer

une gingivostomatite aiguë chez l'enfant. Il est présent à l'état latent chez 90% des adultes.

Le cytomégalovirus (HCMV) est aussi fréquemment présent sans signes chez

l'adulte: 50 à 80% des adultes de 40 ans ont des anticorps anti-CMV. Le HCMV infecte les

cellules endothéliales, épithéliales, et les fibroblastes. Il serait donc probable de le retrouver

dans les tissus lors des parodontites. La réactivation du virus HCMV semble être liée à

l'activité de la maladie.

Grâce à la biologie moléculaire, des études sont venues confirmer la présence de virus

dans le parodonte. Mais le rôle étiologique des virus dans les parodontites n'a pas été prouvé.

On pense qu'une infection virale des tissus parodontaux, en particulier par un virus de type

Herpes, peut diminuer la résistance de ceux-ci et donc faciliter l'infection par des bactéries

parodontopathogènes (Contreras A, Umeda M, 1999; Contreras A, Zadeh HH, 1999). Cette

supposition s'appuie sur le fait que HCMV entraîne une diminution des CD4+ et une

augmentation des CD8+, c'est-à-dire une immunité cellulaire diminuée. Il infecte aussi les

monocytes, les macrophages, et les lymphocytes T. De même, le virus d'Epstein Barr (EBV)

est cytotoxique pour les lymphocytes T et infecte les lymphocytes B. La présence des

différents virus du groupe Herpes dans la plaque sous-gingivale lors des parodontites est

associée à la présence de bactéries parodontopathogènes comme Pigingivalis, Pinigrescens,

T.forsythensis, ou 'Ldenticola, mais non à celle de A.actinomycetemcomitans (Slots J, 2004).

D'autres études tendent à monter un lien entre infection virale et parodontopathies.

Chez des enfants nigériens atteints de maladies parodontales nécrosantes aiguës, on constate

dans 68% des cas la présence d'un ou plusieurs des virus suivant dans le fluide gingival:

HCMV, EBV, HSV1, HSV6 (Contreras A, Falker W et al, 1997). Des biopsies de tissus
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parodontaux sains révèlent la présence de HCMV dans 9% des cas et de EBV dans 27% des

cas, contre respectivement 86% et 79% des cas sur des tissus atteints de parodontite. Il faut

aussi remarquer qu'une co-infection à plusieurs virus est fréquente (Contreras A, Nowzari H

et al, 2000).

La présence de papillomavirus (il s'agit des génotypes 6, Il, et 16) dans le tissu

gingival lors des parodontites a aussi été rapportée (Madinier I, Doglio A et al, 1992).

Selon Contreras et Slots, il y aurait quatre mécanismes possibles de participation des

virus dans la pathogénie de la parodontite (Contreras A and Slots J, 2000) :

• Les virus affaiblissent les défenses immunitaires en induisant des défauts de

phagocytose et de bactéricidie oxygéno-dépendante, et permettraient donc la

pénétration des bactéries dans les tissus.

• Les protéines virales exprimées à la surface des cellules infectées servent de

récepteurs aux bactéries. Les virus autorisent donc ainsi l'adhésion et la

colonisation des bactéries dans le biofilm sous-gingival.

• Les virus sont toxiques pour les fibroblastes, les cellules endothéliales et

épithéliales, et pourraient donc provoquer un retard de cicatrisation.

• Les virus diminuent l'expression des complexes CMH de classe I, empêchant

la présentation des antigènes aux lymphocytes et la reconnaissance de

l'antigène.
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1.4.3. Candida.

Figure 15 : Candida albicans vu à fort grossissement (www.academics.hamilton.edu).

Les Candida sont des levures, microorganismes unicellulaires, saprophytes de la

cavité buccale. Parmi les espèces connues, seules certaines sont pathogènes pour l'homme.

Candida albicans est la plus fréquente. Ces levures peuvent devenir des agents opportunistes

en cas d'immunodépression ou de déséquilibre de l'écosystème du biofilm, ce qui peut se

produire après une intervention chirurgicale, en présence d'ulcération muqueuses, ou après

une antibiothérapie.

Au cours d'une infection à VIH, la candidose buccale est un signe fréquent et précoce.

Sa présence correspond à un taux de lymphocytes CD4 inférieur à 400/mm3 .

Le port de prothèses amovibles est le principal facteur prédisposant le plus fréquent à

la candidose, du fait des altérations muqueuse qu 'elles peuvent provoquer (Butz-Jërgensen E

and Lombardi T, 1996).

Une augmentation du nombre de Candida dans les poches parodontales profondes peut

être observée après antibiothérapie (Helovuo H, Hakkarainen K et al, 1993).

Cependant le rôle étiologique de Candida dans les parodontites semble peu probable

(Dalhén Gand Wikstrôm M, 1995). Il est toutefois possible de trouver Candida dans les

poches parodontales, et dans ce cas sa présence est fréquemment associée à celle de

Eubacterium saburreum (Reynaud AH, Nygaard-Ostby B et al, 2001).
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Partie II

Méthodes actuelles de diagnostic: principes,

avantages et inconvénients.
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La maladie parodontale étant d'origine infectieuse, un diagnostic microbiologique doit

être réalisé avant la mise en œuvre d'une thérapie spécifique. Celle-ci pourra ainsi être dirigée

précisément contre le ou les agents étiologiques en cause, qu'il s'agisse de bactéries, de virus,

ou de protozoaires. Pour que la maladie parodontale soit prise en charge comme une véritable

infection, ce diagnostic devrait faire partie intégrante du protocole de soins. Ce n'est pas

souvent le cas, pour de nombreuses raisons. La principale est que l'infection parodontale

diffère beaucoup des infections « classiques ». En effet, alors que les infections des autres

parties du corps obéissent souvent à la règle « un microorganisme/une pathologie », les

infections bucco-dentaires sont polymicrobiennes, avec une dominance fréquente des

bactéries anaérobies à gram négatif.

Comme nous l'avons vu précédemment, seules quelques unes des centaines d'espèces

vivant dans le sulcus ont un rôle significatif dans l'étiologie de la maladie parodontale.

Cependant, la seule présence de ces pathogènes dans le sillon gingivo-dentaire ne suffit pas

pour initier l'inflammation des tissus parodontaux. Il faut pour cela que leur proportion

relative soit augmentée et que leur masse (ou leur nombre total) soit suffisant pour créer des

dommages tissulaires. Le but du diagnostic microbiologique n'est donc pas seulement

d'identifier les espèces des bactéries présentes dans les échantillons prélevés, mais aussi de

déterminer leurs nombres et leurs proportions respectives.
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1/. 1. Prélèvement de la flore parodontale.

Le prélèvement de la plaque est un préalable commun à toutes les techniques

d'identification de la flore parodontale.

Le prélèvement de la plaque dentaire supra-gingivale, d'accès immédiat ne pose pas

de difficulté. Un raclage de la surface dentaire concernée à l'aide une sonde, d'une curette, ou

d'une brossette interdentaire stérile, suivi du transfert dans un milieu de transport adéquat

jusqu'au laboratoire, est suffisant. Cependant, le prélèvement de plaque supra-gingivale est

d'un intérêt mineur en parodontologie. En effet, si la flore supra-gingivale est responsable de

la gingivite « classique », nous avons vu précédemment que ce sont des microorganismes de

la plaque sous-gingivale qui sont responsables des maladies parodontales avec perte d'attache.

De nombreuses techniques de prélèvement d'échantillons de plaque sous-gingivale ont

été décrites par différents laboratoires. On peut citer comme technique de prélèvement, les

pointes de papier endodontiques, les curettes, les cure-dents montés, les excavateurs, les limes

endodontiques protégées par une canule sous mélange gazeux anaérobie, ainsi que le lavage et

l'aspiration du milieu de lavage. Ces prélèvements peuvent s'effectuer directement dans la

poche parodontale, mais aussi lors d'une chirurgie par lambeau, ou après avulsion de la dent.

Chaque matériel ou technique utilisée peut affecter de façon variable résultat de l'analyse. Le

protocole de choix est celui qui reflète le plus fidèlement la composition bactérienne réelle du

site. Des études contradictoires montrent la supériorité tantôt de la technique à la curette,

tantôt de celle à la pointe de papier endodontique (Baker PJ, Butler R et al, 1991; Sixou M,

Duffaut-Lagarrigue D et al, 1991).
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11.1.1. Précautions préalables.

Avant le prélèvement, il faut enlever la plaque supra-gingivale avec une compresse

stérile ou une boulette de coton stérile, imprégnée de sérum physiologique ou de

chlorhexidine. Puis, il faut assécher le site à l'aide de coton ou d 'une compresse sèche (pas

avec un pistolet à air).On doit isoler le site de la contamination par la salive, avec des

rouleaux de coton par exemple. Il faut éviter tout contact de l'instrument servant au

prélèvement avec les muqueuses jugales.

Figure 16 : Le site doit être séché et isolé. Les instruments de prélèvements ne doivent pas toucher

la muqueuse jugale (http://www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/polymerase.html).

11.1.2. Prélèvement au cure-dent monté.

On peut utiliser des cure-dents en bois de section ronde, disponibles dans le

commerce, ou des bâtonnets interdentaires de section triangulaire. Il faut les couper pour ne

conserver qu'une extrémité pointue d 'environ 2cm de long, puis les conditionner en

emballage qui sera ensuite stérilisé.

Une fois ces bâtonnets stérilisés, on les monte sur un porte-brossette à manche coudé

comportant un orifice d 'insertion et une vis de serrage. On insère la pointe du cure-dent dans

l'espace sous-gingival ou la poche parodontale, puis on fait remonter l'instrument avec une

légère rotation en appuyant sans forcer sur la surface radiculaire. Enfin on dévisse la vis de

serrage et on fait tomber le cure-dent dans le flacon contenant le milieu de transport (Charon J

and Mouton C, 2003).
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11.1.3. Prélèvement avec une pointe de papier

endodontique.
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Figure 17 : Les prélèvements sont effectués en plusieurs sites, puis sont séparés et étiquetés.

Avec une précelle, on insère une ou plusieurs pointes de papier successivement aussi

profondément que possible dans la poche parodontale. On laisse en place pendant 20

secondes, et on les transfère dans le milieu de transport.

L'insertion dans un site très enflammé, où le tissu est distendu, est plus facile que dans

un site où l'inflammation est modérée. En particulier, les fumeurs ou les personnes ayant subi

récemment un surfaçage, présentent un anneau gingival peu enflammé au niveau coronaire,

même au niveau de poches parodontales.

L'inconvénient de cette méthode est le manque de rigidité des pointes papiers une fois

qu'elles sont imprégnées de fluide. Il peut être difficile de les insérer aussi profondément que

souhaité. Il est donc préférable de choisir des pointes de papier du plus gros diamètre possible.

La pointe de papier doit ensuite être déposée dans le tube contenant le milieu de

transport, sans entrer en contact avec la salive, du pus, ou la muqueuse buccale. Cette

technique de prélèvement avec des pointes de diamètre moyen est la plus couramment utilisée

(Charon J and Mouton C, 2003).

11.1.4. Prélèvement avec une curette.

Il faut insérer la curette le plus profondément possible dans la poche et la remonter en

s'appuyant sans forcer sur la surface radiculaire. Puis il faut plonger la curette dans le tube

contenant le milieu de transport et l'agiter pour libérer l'échantillon prélevé.

A cause de la forme et des dimensions des curettes du commerce, il est parfois difficile

d'atteindre le fond des poches. En effet, la pénétration maximale est de 3 ou 4 mm. Pour

accéder à des profondeurs plus importantes, on peut utiliser de vieilles curettes aux

dimensions réduites par les affûtages répétés.
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Il est aussi important que le prélèvement à la curette ne soit pas agressif. Si c'est le

cas, la flore bactérienne est diluée dans du sang, des cellules épithéliales, voire du tartre. Les

conséquences sont mineures si l'échantillon est destiné à être placé dans un milieu de culture.

Par contre l'échantillon devient quasi inutilisable pour une analyse en immunofluorescence ou

en contraste de phase.

L'échantillon recueilli avec une curette est de bonne densité par rapport à celui obtenu

avec une pointe de papier, ce qui garantit la détection des espèces bactériennes présentes en

faible quantité dans le site étudié (Charon J and Mouton C, 2003).

11.1.5. Conclusion.

Les informations obtenues grâce aux différentes méthodes de prélèvement diffèrent,

de par la nature même de ces méthodes. En effet, le prélèvement à la curette fournit des

bactéries provenant de toute la poche parodontale, alors que la pointe de papier adsorbe en

majorité des bactéries des couches externes du biofilm, qui ont plus de probabilités de

contenir des espèces pathogènes.

De même, les pointes de papier, par leur manque de rigidité, ne peuvent collecter

efficacement la plaque de la partie la plus apicale de la poche. Comme les bactéries sont

inégalement réparties au sein des poches, les prélèvements à l'aide de pointes de papier ne

peuvent représenter avec précision la plaque située la plus apicalement, là où la maladie

progresse.

Le prélèvement à la curette présente aussi des inconvénients. Malgré la bonne densité

des échantillons, les curettes ne peuvent pénétrer au plus profond des poches parodontales. Ce

type de prélèvement peut aussi provoquer des saignements, ce qui rend malaisée voire

impossible l'identification des bactéries.

Aucune technique de prélèvement n'étant idéale, il faut essayer de choisir la meilleure

dans chaque cas de figure (Loomer PM, 2004).
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1/.2. Evaluation des méthodes de diagnostic.

La méthode de référence est la culture bactérienne. Les nouvelles méthodes de

diagnostic microbiologiques doivent être plus efficaces, plus faciles, plus rapides, plus

précises, non invasives, etc. Elles doivent être autant voire plus utiles que l'ancien «gold

standard », auquel elles sont comparées.

Pour chaque test, on détermine la valeur prédictive négative et lou positive, la

sensibilité, et la spécificité. Ces données déterminent la valeur ou validité du test.

Tableau 2 : Tableau déterminant les différents paramètres d'évaluation d'un test (Wolf HF,

Rateitschak EM et al, 2005).

Maladie Absence de

maladie

Test positif A: vrai B: faux Valeur

positif positif prédictive positive:

A/(A+B)

Test négatif C : faux D : vrai Valeur

négatif négatif prédictive négative:

D/(D+C)

Sensibilité : Spécificité :

A/(A+C) D/(D+B)

La sensibilité est la probabilité (en %) qu'une maladie existante soit évaluée comme

telle (résultat positif) lors du test. Une sensibilité élevée signifie que seul un petit nombre

d'individus malades (faux négatifs) est ignoré par le test.

La spécificité est la probabilité (en %) qu'un individu sain soit identifié comme tel

(résultat négatif). Une spécificité élevée signifie que peu d'individus en bonne santé sont

classés de manière erronée comme malades (faux positifs).

Certains auteurs estiment que, dans le cas de la parodontite, une sensibilité de 70% et

une spécificité de 90% seraient suffisantes pour un test diagnostic (Wolf HF, Rateitschak EM,

2005).
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1/.3. Examen direct.

Le prélèvement est effectué à la curette ou au cure-dent, puis l'échantillon est monté

entre lame et lamelle dans une goutte d'eau.

La microscopie à fond noir et la microscopie à contraste de phase permettent un

diagnostic bactérien directement au fauteuil. Ce sont des techniques faciles et rapides qui ne

nécessitent pas de fixation ou de coloration de gram. Cependant, elles ne permettent qu'un

diagnostic limité: seuls les morphotypes bactériens sont identifiables, ainsi que leur motilité.

Mais elles permettent d'évaluer la diversité microbienne de l'échantillon. L'examen direct

permet donc d'évaluer la densité microbienne (ce qui conditionne le choix des dilutions à

ensemencer pour la culture) et surtout la motilité des bactéries. La motilité est un caractère

physiologique particulier à certaines bactéries, qui leur permet de se déplacer de manière

autonome.

Il faut observer l'échantillon dans les minutes qui suivent le prélèvement. Un objectif

x l Oû à immersion dans l 'huile ou x40 est conseillé. On note pour chaque échantillon la

présence de bactéries selon leur morphotype :

• Spirochètes (grands, moyens, petits),

• Spirilles,

• Bacilles motiles droits,

• Bacilles motiles incurvés,

• Bacilles et coccobacilles,

• Fusiformes,

• Filaments,

• Coques,

• Amibes,

• Trichomonas.

Il est aussi possible d'observer le nombre et la qualité des cellules épithéliales et des

polymorphonucléaires qui sont souvent présents dans les prélèvements de plaque sous

gingivale.
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Des coques et des bâtonnets immobiles indiquent une flore pathogène peu active, alors

que la présence de nombreuses bactéries mobiles indique une phase d'activité de la poche et

de sa flore (Charon J and Mouton C, 2003).

Cette méthode d'examen a peu d'intérêt clinique. Le bénéfice principal est la

motivation du patient qui prend alors conscience de l'existence de la flore pathogène, surtout

face à une image de nombreuses bactéries mobiles (Wolf HF, Rateitschak EM, 2005).

On peut aussi faire une analyse plus fine de la flore en laboratoire par examen direct

grâce aux méthodes suivantes.

11.3.1. Coloration à l'orange d'acridine.

Cette méthode requiert un équipement d'épifluorescence et une source d'ultraviolets.

Elle est donc peu utilisée en clinique.

Une goutte de l'échantillon est déposée sur une lame et séchée à l'air. On y dépose une

goutte de solution d'acridine d'orange, puis la lame est rincée à l'eau distillée et séchée à

l'aide d'un papier buvard. L'observation est faite sous lumière ultraviolette (avec par exemple

une lampe à vapeur de mercure de 50 watts).Un objectif x100 à immersion dans l'huile et un

oculaire de x 10 permettent une bonne observation.

L'orange d'acridine est un fluorochrome qui se fixe aux acides nucléiques, qUI

produisent alors une fluorescence orange sous lumière ultraviolette. Les bactéries de

l'échantillon sont donc colorées en orange vif, contrastant fortement avec le fond noir. La

distinction entre les bactéries et les autres composants de l'échantillon (cellules eucaryotes,

débris de pointe de papier, débris alimentaires, ... ) en est facilitée. Cette coloration est aussi

utile pour l'observation de la morphologie cellulaire, la présence de granulations internes, et

la disposition des bactéries les unes par rapport aux autres (formation de chaîne) (Charon J

and Mouton C, 2003).
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11.3.2. La coloration de Gram.

C'est une technique de coloration différentielle qui permet de classer les bactéries en

deux groupes: les bactéries à gram positif et les bactéries à gram négatif. Cette technique est

réalisée selon les indications du fabriquant.

On obtient souvent des résultats peu tranchés à partir d'échantillons complexes comme

ceux provenant d'infections buccodentaires. Il est en effet fréquent de n'observer que des

bactéries à gram positif, les bactéries à gram négatif ne prenant que peu la coloration

différentielle. C'est par un repiquage des subcultures que l'on peut avoir une identification

définitive du caractère gram positif ou négatif d'une bactérie (Charon J and Mouton C, 2003).

L'information obtenue peut être confirmée par un test à la potasse. Pour ce test, une anse de la

colonie est émulsifiée sur une lame de microscope, dans une goutte de solution de potasse. La

rupture des parois des bactéries à gram négatif entraîne une viscosité qui est mise en évidence

par la formation d'un filament à partir de l'anse. Cette réaction est caractéristique des

microorganismes à gram négatif (Halebian S, Harris B et al, 1981).

•', ..- .,.."
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Figure 18 : Coloration de gram d'AcÜnomyces (http://pharmacie.univ

Iille2.fr/recherche/labos/Bacteriologie/photos/show.php?start=O&fiIe=Actinomyces.jpg&album=2).
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1/.4. Culture bactérienne.

11.4.1. Principe.

La culture bactérienne est l'une des plus anciennes techniques de diagnostic.

Elle est toujours considérée comme la méthode de référence (« goId standard ») quand

il s'agit de déterminer l'utilité d'un nouveau test microbiologique.

En général, les échantillons de plaque sont cultivés en milieu anaérobie en utilisant des

milieux de culture sélectifs et non sélectifs, ce qui, en association avec plusieurs tests

physiques et biochimiques, permet d'identifier les bactéries pathogènes (Marchal N, Bourdon

JL et al, 1991).

114.1.1.

1999).

Milieux d'isolement (Chromarat M, Dubreuil L et al,

L'immense majorité des bactéries des infections bucco-dentaires sont anaérobies,

strictes ou facultatives. Des techniques de culture en anaérobiose sont donc nécessaires pour

isoler et cultiver les espèces présentes dans les prélèvements. Des milieux appropriés à la

culture primaire en anaérobiose doivent être sélectionnés. On peut utiliser deux types de

milieu: les milieux sélectifs et les milieux non sélectifs.

Les milieux non sélectifs.

Un milieu non sélectif devrait permettre la croissance de toutes les bactéries présentes

dans l'échantillon, et dans les mêmes proportions que celles de l'échantillon clinique.

Beaucoup de préparations ont été testées pour retrouver en qualité et en quantité les

microorganismes des échantillons cliniques d'infections buccodentaires. Une constante en a

été dégagée: la nécessité d'utiliser une gélose au sang enrichie.

Différents milieux de base ont été proposés: la gélose trypticase soja, le bouillon

cœur/cervelle gé1osé, la gélose Brucella, et la gélose Columbia. On y ajoute du sang de

mouton, de cheval ou de lapin à des concentrations de 3 à 5%. Ces géloses au sang sont

ensuite enrichies en hémine et en méniadone (vitamine KI) à des concentrations allant de 10-4

à 5.10-4 %. On peut encore enrichir les milieux avec du formate, du fumarate, du carbonate,

du succinate, du nitrate, ou du lactate.
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Des études ont comparé l'efficacité de différentes géloses au sang enrichies pour

l'isolement des bactéries de la plaque sous gingivale provenant ou non de poches

parodontales. Elles ont montré un relative supériorité du milieu MMI0, car celui-ci permet

des comptes bactériens plus élevés que ceux des autres milieux (Olsen land Socransky SS,

1981; Slots J, 1975; Syed SA and Loesche WJ, 1973). Comme la préparation de cette gélose

est difficile, on peut lui substituer la gélose au sang Todd-Hewitt rendue semi solide par

l'ajout d'agar et enrichie avec de l'hémine et de la vitamine KI (Charon J and Mouton C,

2003).

Figure 19 : Colonies de Punelaninogentca sur une gélose au sang (http://pharmacie.univ

IiIle2.fr/recherche/labos/Bacteriologie/photos/show.php?start=O&fiIe=Prmelaboite.jpg&album=7).

Les milieux sélectifs.

Des espèces ayant un rôle étiologique non négligeable risquent de ne pas être

retrouvées dans les milieux non sélectifs utilisés en culture primaire. Certaines peuvent être en

nombre insuffisant pour résister aux dilutions en série. Par exemple,

A.actinomycetemcomitans et Tforsythensis peuvent être présents en faible quantité dans un

échantillon et pourtant avoir un rôle étiologique important. Sur un milieu non sélectif,

certaines bactéries peuvent ne pas se développer, suite à la production par d'autres espèces

bactériennes d'un facteur inhibiteur de la croissance de cette première espèce. Au contraire,

certaines espèces peuvent mieux se développer sur des milieux non sélectifs, grâces à des

agents stimulant leur croissance produits par d'autres espèces. Ainsi, certaines espèces

bactériennes ne peuvent se développer que sur des milieux non sélectifs car elles dépendent

entièrement de ces facteurs stimulants.

Un milieu sélectif est un milieu de croissance favorisant une espèce déterminée au

détriment des autres espèces de l'échantillon. Leur croissance est inhibée. Cette sélection est

due à un ou plusieurs agents inhibiteurs, le plus souvent des antibiotiques, qui sont ajoutés en

concentration suffisante pour empêcher la croissance des bactéries indésirables et permettre la

croissance de l'espèce souhaitée (qui est résistante à cette concentration de l'agent inhibiteur).
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Ceci a des inconvénients. La sélectivité peut être exagérée ou insuffisante. On ne peut

assurer à la fois la croissance d'une espèce et la suppression de toutes les autres. Quand la

sélectivité est exagérée, on obtient que certains variants, certaines sous-espèces de l'espèce

souhaitée, ce qui fausse la représentation de l'importance de cette espèce dans la pathologie

(en la diminuant). C'est le cas en particulier de Tforsythensis, de certains Actinomyces, et des

streptocoques du groupe mutans.

Une sélectivité trop faible peut être à l'origine du masquage par les espèces

« indésirables » de l'espèce recherchée, en particulier si les morphologies des colonies sont

similaires.

Ces milieux restent toutefois intéressants si l'espèce recherchée a une morphologie de

colonie typique.
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Il4.1.2. Préparation de l'échantillon.

Pour obtenir chaque microorganisme de l'échantillon en culture pure, et en assurer

l'identification, une série de manipulations est nécessaire. Il faut disperser l'échantillon, faire

une dilution en série, puis l'ensemencer par étalement sur gélose et en bouillon. Chaque étape

est importante pour obtenir la séparation des bactéries en colonies distinctes sur la gélose

primaire et en obtenir des isolats. Chaque isolat est une population homogène qui constitue

une culture pure. Elle s'obtient par repiquage d'une seule colonie isolée sur une gélose. Une

colonie est un amas visible à l'œil nu de cellules toutes identiques provenant d'une seule

cellule d'origine (c'est un clone). Mais on n'obtient pas toujours des colonies provenant d'une

seule cellule. Le plus souvent, les colonies proviennent d'un amas de plusieurs cellules que

l'on appelle « unité formant une colonie» (UFC).

Il est difficile d'isoler et de cultiver les bactéries de la plaque dentaire à cause de la

forte densité microbienne des échantillons, de la multitude et de la diversité des espèces

présentes, et de la cohésion des bactéries entre elles. La dispersion, la dilution et l'étalement

(ensemencement) doivent être rigoureusement effectués pour permettre la croissance de toutes

les UFC et permettre ainsi le dénombrement des bactéries viables, des anaérobies viables, etc.

La dispersion est une étape particulièrement critique pour ce type d'échantillon. Il faut qu'elle

soit suffisamment efficace pour garantir la constitution de colonies à partir de cellules isolées

ou d'UFC homogènes sans porter préjudice à la vitalité des bactéries. Il faut si possible

effectuer cette dispersion en anaérobiose. Une dispersion optimale de la plaque dentaire est

obtenue en appliquant la technique à la seringue, puis celle par bain aux ultrasons (Charon J

and Mouton C, 2003).
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11.4.2. Avantages.

C'est la méthode de choix qui permet de faire évoluer les connaissances sur les agents

étiologiques des infections buccodentaires. Elle est la seule méthode qui révèle l'identité de

pathogènes encore inconnus et permet ensuite leur caractérisation ainsi que celle de leur

potentiel pathogène. Une identification précise n'est possible que grâce à une taxonomie

stricte, elle-même basée sur la culture bactérienne.

Cette technique permet d'obtenir un comptage absolu et relatif des espèces cultivées.

Elle permet enfin la réalisation d'un antibiogramme. Celui-ci détermine à quels

antibiotiques le germe cultivé est sensible ou résistant. Ainsi une antibiothérapie efficace

pourra être mise en place si nécessaire (Greenstein G, 1988; Lamster lB, Celenti RS et al,

1993; Socransky SS, Haffajee AD et al, 1987).

Figure 20 : Antibiogramme de Bifragilis (http://pharmacie.univ-

HUe2. fr/recherche/la bos/Bacteriologie/photos/show.php?sta rt=O&file=B_frag_ATB.j pg&albu m=16).

Ceci explique que la culture bactérienne trouve encore sa place en tant que diagnostic

de routine quand il s'agit d'identifier et de quantifier des pathogènes, malgré l'avènement de

nouvelles méthodes, telles que celles de la biologie moléculaire.
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11.4.3. Inconvénients.

Les germes prélevés doivent être maintenus en vie jusqu'à leur arrivée dans le milieu

de culture. Comme vu précédemment, les bactéries parodontopathogènes sont le plus souvent

anaérobies, ce qui pose des problèmes pour le prélèvement et le transport jusqu'au laboratoire

(présence d'oxygène, température, milieu de transport ... ).

Certaines bactéries pathogènes, comme les espèces de Treponema (spirochètes) et

Tannerella forsythensis, sont très difficiles à cultiver et demandent beaucoup de moyens

(Sakamoto M, Suzuki M, 2002).

La culture est une technique lente et chère. Elle requiert du matériel de laboratoire

spécifique et du personnel expérimenté. Elle prend aussi beaucoup de temps : les bactéries

anaérobies buccales se multiplient très lentement et un résultat significatif n'est souvent

obtenu qu'après trois semaines.

Isolement et culture ont un seuil de détection élevé: pour être détectée, une espèce

doit être présente dans l'échantillon à plus de103
, voire 104 exemplaires. La sensibilité de la

culture bactérienne est donc assez basse, surtout pour les milieux non sélectifs. Une

concentration faible d'un pathogène précis ne sera donc pas détectée (Sanz M, Lau L et al,

2004).
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1/.5. Détection immunologique des pathogènes.

Cette détection repose sur des anticorps spécialement créés et marqués par des

molécules rapporteuses (RM). Ce marquage peut être effectué par des substances colorées ou

fluorescentes.

11.5.1. Immunofluorescence directe ou indirecte.

11. 5.1.1. Principe.

L'immunofluorescence met à profit la réaction entre des antigènes et des anticorps

présents à la surface de cellules bactériennes cibles d'une espèce dont on cherche à déterminer

la présence.

Les anticorps peuvent provenir de trois sources:

• Du sérum hyperimmun produit chez un animal (le lapin, par exemple) par

injection d'une préparation de la bactérie cible (des cellules entières ou des

extraits),

• De la fraction IgG purifiée à partir d'un sérum hyperimmun,

• De l'anticorps monoclonal produit contre la préparation d'une bactérie cible.

Dans la technique d'immunofluorescence directe, les bactéries, placées sur un support

en verre, se fixent par l'intermédiaire d'antigènes de surface spécifiques à leur espèce

(structures comme les pili ou fimbriae, en général des hydrates de carbone ou des

glycoprotéines) aux anticorps spécifiques fournis. Ces anticorps deviennent visibles à la

lumière ultraviolette (au microscope par fluorescence) grâce à leurs molécules fluorescentes

(Gmür R and Guggenheim B, 1994). Les bactéries mortes et vivantes sont ainsi recensées et

peuvent être différenciées par leur couleur (Netuschil L, Brecx M et al, 1996).
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La technique de l'immunofluorescence indirecte se déroule en deux étapes :

• Les anticorps responsables de la réaction antigène/anticorps à la surface des

cellules bactériennes cibles sont déposés sur les frott is,

• Cette réactio n est rendue vis ible par la lumière ultraviolette , grâce à des

anticorps secondaires marqués par un fluoroc hrome . On les appe lle le

conjugué. Ces anticorps prov iennent s' un sérum hyperimmun produit con tre

les IgO de lapin (si les anticorps initiaux proviennent du lapin) par un animal

d'une autre espèce. Les IgO (d' une autre espèce) anti-IgO de lapin sont isolés

et conjugués à un colorant fluorescent: la fluorescéine (qui donne une

fluorescence verte) ou la rhodamine (qui donne une fluorescence rouge)

1pliAnticorps secondaire couplé
N~ \111 tl iorochrome

Anticorps primaire

Figure 21 : Principe de l'immunofluorescenc e indirect e

(www.theses.ulaval.ca/2005/22895/ch0 2.html).

Figure 22 : Détection de fibroblastes par immunoflu orescence : à ga uche la fluorescence verte est

du e à la fluor escéine, et à droite la fluorescence rouge est du e à la rh odamine

(www.img.cas.cz/dbc/gall ery.html).
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II5.1.2. Avantages.

Ces techniques permettent d'identifier un pathogène donné et de calculer son

pourcentage par rapport à la flore globale en utilisant un frottis d'un échantillon de plaque.

L'immunofluorescence indirecte est utilisée principalement pour la détection

d'A.actinomycetemcomitans, Pigingivalis, et T'forsythensis. Il a été démontré que cette

méthode a une sensibilité plus grande que celle de la culture bactérienne pour la détection

d'A.actinomycetemcomitans et Pigingivalis. Des études comparatives ont démontré que cette

méthode avait une sensibilité allant de 82 à 100% pour la détection

d'A.actinomycetemcomitans, de 91 à 100% pour la détection de Pigingivalis, et une spécificité

allant respectivement de 88 à 92% et de 87 à 89% (Zambon JJ, Bochacki V et al, 1986;

Zambon JJ, Reynolds HS et al, 1985).

L'immunofluorescence indirecte présente également une plus grande sensibilité pour

la détection de Pigingivalis et T'forsythensis que les sondes ADN complémentaires de la

région hypervariable 16S rRNA des bactéries (Listgarten MA, Wong MY et al, 1995).

II 5.1.3. Inconvénients.

La difficulté principale de l'immunofluorescence est d'obtenir la spécificité de la

fluorescence observée. Il faut être sûr que la réaction détecte uniquement les bactéries cibles

et non pas celles d'autres espèces. Il faut aussi que les anticorps détectent toutes les variantes

de l'antigène au sein de l'espèce cible.

D'autre part, le seuil de détection de l'immunofluorescence est de 105 bactéries cibles.

La capacité de l'immunofluorescence à détecter une bactérie cible n'est pas fiable si

l'échantillon en contient moins de 105
.
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11.5.2.

Il5.2.1.

La technique ELISA.

Principe.

La technique ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) peut être réalisée selon

deux modalités: la fixation d'anticorps ou la fixation d'antigène.

• La fixation d'anticorps (antibody capture): un antigène bactérien « capture» un

anticorps monoclonal spécifique auquel est fixé un second anticorps marqué

par une molécule rapporteuse.

• La fixation d'antigène (antigen capture): un anticorps de surface de la bactérie

« capture» un antigène élaboré spécifiquement pour s'y fixer. A cet antigène

est fixé un autre anticorps marqué d'une molécule rapporteuse,

La molécule rapporteuse est révélée ensuite par une réaction enzymatique ayant des

produits de dégradation colorés, ce qui permet de mettre en évidence les bactéries. L'intensité

de la couleur dépend de la concentration d'antigènes. Le résultat est lu par spectrophotomètre,

ce qui permet une grande précision (Wolf HF, Rateitschak EM, 2005). Mais si on peut

mesurer la quantité d'antigènes présents, il est difficile de la relier précisément à la quantité

de cellules bactériennes, étant donné que le nombre de marqueurs par cellule est variable.

La fixation d'antigène était le principe de base du test Evalusite® (Kodak), test

donnant une coloration semi-quantitative des germes A.actinomycetemcomitans, Pigingivalis,

et P.intermedia. Ce test a un seuil de détection de 105 bactéries pour

A.actinomycetemcomitans et 106 pour P.gingivalis : il a une sensibilité basse. Cependant, une

étude a montré que le test Evalusite® est efficace pour détecter une colonisation cliniquement

significative par les bactéries testées chez les individus à risque de parodontite (Boyer BP,

Ryerson CC et al, 1996). Le manque de fiabilité de ce test a toutefois entraîné son abandon en

France.
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Figure 23 : Principe de la technique EL ISA (www.biosystemdevelopment.co m/tec hnology.html).
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Il5.2.2. Avantages.

Cette méthode permet d'avoir une quantification ou une semi-quantification des

bactéries recherchées.

Ces tests donnant des résultats par coloration (comme Evalusite®) sont intéressants

car ils peuvent être réalisés entièrement au fauteuil et nécessitent peu de matériel (Wolf HF,

Rateitschak EM, 2005).

I!5.2.3. Inconvénients.

Ils sont les mêmes que ceux de l'immunofluorescence.

11.5.3. Avantages et inconvénients communs à ces deux

techniques.

Les techniques de détection immunologique des pathogènes donne une quantification

ou une semi-quantification des microorganismes ciblés. Elles ne nécessitent pas la viabilité

des microorganismes, et ne nécessitent donc pas des conditions de prélèvement et de transport

draconiennes. Elles ont une sensibilité et une spécificité accrues par rapport à la culture pour

certains pathogènes.

Par contre, il faut utiliser des anticorps monoclonaux pour avoir une bonne spécificité,

et les seuils de détection ne sont pas significativement plus bas que ceux de la culture. Ces

méthodes sont enfin limitées par le nombre d'anticorps testés et ne permettent pas de

connaître la sensibilité des microorganismes aux antibiotiques.
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1/.6. Identification bactérienne par détection d'activité

enzymatique: test BANA.

La BANA (N-abenzoyl-DL-arginine-2-naphtylamide) est un substrat synthétique qui

est hydrolysé par une enzyme similaire à la trypsine (trypsin-like). Cette enzyme est elle

même synthétisée par certaines bactéries parodontopathogènes, notamment par Tannerella

forsythensis, Porphyromonas gingivalis, et Treponema denticola, qui appartiennent au

complexe rouge (Socransky SS, Haffajee AD, 1998). L'un des produits de dégradation de la

BANA est la p-naphtylamide, qui peut être mise en évidence par une réaction de coloration.

La présence des bactéries productrices d'enzyme trypsin-like est ainsi détectée.

Une étude a relié ce test à la « morbidité parodontale », par l'intermédiaire de la

profondeur de poche, en considérant que plus une poche est profonde, moins la dent

concernée a de chance de « survivre ». Il a été démontré que le test BANA était positif pour

10% des échantillons provenant de poches peu profondes, et qu'il était positif pour 90% des

échantillons provenant de poches profondes Omm ou plus) (Loesche WJ, 1992).

Une autre étude a démontré que la sensibilité de test et sa précision étaient similaires à

celles des techniques immunologiques ou des sondes ADN, et supérieures à celles de la

culture. Toutefois, une réaction BANA clairement positive indique la présence d'au moins 105

bactéries cibles. Le seuil de détection est donc élevé (il se situe de 105 à 106 bactéries

présentes dans l'échantillon). On ne peut pas effectuer de quantification précise, mais un

résultat fortement positif suggère la nécessité d'un traitement antibiotique en association du

traitement mécanique (Loesche WJ, Lopatin DE et al, 1992).

Les inconvénients de ce test sont que A.actinomycetemcomitans, qui appartient aussi

au complexe rouge, ne peut être détecté, et que d'autres bactéries peu pathogènes des poches

parodontales peuvent aussi être positives à ce test. D'autre part, ce test ne détecte qu'une

combinaison de pathogènes peu nombreux. Un résultat négatif n'exclue donc pas la présence

d'autres pathogènes parodontaux importants, ou même celle des pathogènes ciblés s'ils sont

en nombre réduit.

Il a aussi été démontré que le test BANA ne peut être corrélé au risque de perte

d'attache (Beek JD, Koch GG et al, 1990). Il n'a pas non plus été testé sur la détection à long

terme des sites en évolution. On ne peut donc pas tirer de conclusion certaine quant à l'utilité

de ce type de test.
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Ce test est toutefois bon marché et faisable en cabinet.

!r~.. .
1' - '. -=- \1J • • 1

il" . ' y

Figure 24 : Peu de matériel est nécessaire pour effectuer ce type de test en cabinet

(visionplumbing.com/product.asp?product_id=87).

Une étude suggère que ce type de test peut être un outil pour contrôler l'efficacité du

traitement mécanique (par surfaçage et curetage). En effet, la diminution de l'intensité de la

réaction précédait la diminution des symptômes cliniques: diminution de la profondeur de

poche, diminution des saignements au sondage, etc. (Yoshie H, Ohtake T et al, 1995)

Les tests Dentocheck® (Butler/Heico Dent), Perioscan®, et Periocheck® sont

disponibles sur le marché.

Le test Dentocheck® n'est plus utilisé.

Le test Perioscan® détecte, comme vu précédemment, une enzyme similaire à la

trypsine. Un échantillon de plaque sous gingivale doit être prélevé à l'aide d'une curette

stérile, puis transféré sur une bandelette contenant de la BANA. La coloration peut alors

apparaître et on peut lire le résultat.

Le test Periocheck® est un test de détection d'activité enzymatique, mais ne détecte

pas l'enzyme similaire à la trypsine. Il détecte la présence de protéases neutres au sein du

fluide sulculaire. Ces protéases ont été mises en cause dans la lyse du collagène, qui est une

composante importante de la maladie parodontale (Eley BM and Cox SW, 1995). Ce test

requiert l'isolation et le séchage du site. Puis des bandelettes sont placées dans le sulcus à une

profondeur de lmm pendant 30 secondes. La bandelette est ensuite placée sur un gel de
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collagène spécifique. La décomposition de ce collagène par les protéases neutres fait virer la

couleur du papier au bleu. La lecture du résultat comporte l'intensité de la couleur associée au

niveau (la hauteur) auquel elle est parvenue sur le papier. Cela donne une idée de la

concentration de protéases neutres dans l'échantillon de départ.

Une étude a montré que les tests Perioscan® et Periocheck® ne reflètent de façon

fiable ni l'évaluation clinique de la maladie parodontale, ni le résultat du traitement suivant le

diagnostic: la probabilité que les résultats des tests soient en accord avec le résultat du

traitement était de 50,4% pour Periocheck® et 52% pour Perioscan® (Hemmings KW,

Griffiths GS et al, 1997).
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1/.7. Techniques de biologie moléculaire.

Les techniques de biologie moléculaire, au contraire des autres méthodes, ne détectent

pas des substances codées par les gènes, mais détectent directement ces derniers.

L'ADN est une molécule hélicoïdale formée de deux chaînes de sucres phosphatés, sur

lesquelles s'articulent des bases : adénine, guanine, thymine, et cytosine. Les bases sont liées

entre elles par des liaisons hydrogènes. L'adénine interagit avec la thymine de l'autre brin, et

de même la guanine interagit avec la cytosine. On dit que les deux brins sont

complémentaires. L'ADN peut être dénaturé en deux molécules simple brin (monocaténaires)

par chauffage ou par traitement à pH alcalin élevé (Charon 1 and Mouton C, 2003).

Le matériel génétique d'une bactérie est composé d'ADN chromosomique

(bicaténaire) et d'ARN ribosomal et messager (monocaténaire). L'ADN chromosomique est

dispersé dans la cellule et n'est retenu par aucune enveloppe (Holt SC and Progulsken A,

1988). Les techniques diagnostiques utilisant la biologie moléculaire requièrent des fragments

d'ADN spécifiques reconnaissant des séquences complémentaires d'ADN bactérien

provenant des microorganismes cibles. Pour développer ces techniques, il est donc essentiel

de pouvoir extraire l'ADN bactérien des échantillons de plaque et d'amplifier les séquences

ADN spécifiques des pathogènes cibles.

Différentes méthodes sont utilisées pour analyser l'ADN bactérien en qualité et en

quantité.

Auparavant, des produits chimiques organiques ou des détergents sont utilisés pour

détruire les composants cellulaires (la membrane et les protéines), évitant leur interférence

dans les réactions chimiques (Smith GLF, Sansone C et al, 1989; Smith GLF, Socransky SS et

al, 1989). Le lysozyme est utilisé pour cliver la membrane bactérienne et la protéinase K pour

détruire les composants protéiques de la cellule (Leys El, Griffen AL et al, 1994). Des

techniques physiques comme l'utilisation de la chaleur entraînent l'éclatement de la cellule et

la dénaturation des protéines. La centrifugation et les colonnes chromatographiques

permettent ensuite l'extraction et la purification de l'ADN. Pour le diagnostic

microbiologique parodontal, la plupart des tests développés utilisent la protéinase K ou

l'ébullition suivie de la centrifugation (Ting M and Slots J, 1997; Umeda M, Contreras A et

al, 1998).
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Une fois que l'ADN a été extrait et purifié, différentes méthodes ont été développées

pour détecter voire quantifier les pathogènes cibles.

DNA
Molecule:
Two
Views

Sug<V'- 0
C'M$III~ aM

lh vmlne

Figure 25 : Structure de la molécule d'ADN

(http://www.accessexcellence.org/RCNL/GG/dna_molecule.html).
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11.7.1. Sondes ADN et ARN.

Il 7. 1.1. Principe.

Une sonde est une molécule d'acide nucl éique (ADN ou ARN) connue, provenant

d'un microorganisme synthétisé artificiellement , et qui est marquée pour pouvoir être détectée

après son mélange avec l'échantillon de plaque. La molécule signal ne doit pas interférer avec

la réaction d'hybridation.

Les sondes ADN sont des segments d'acide nucléique monobrin, marqués par un

enzyme, une molécule fluorescente, ou un radio-isotope, qui peuvent s'hybrider à leur

séquence d'acide nucléique complémentaire et ainsi détecter la présence du microorganisme

cible . L'hybridation est l'association de deux brins complémentaires d 'ADN pour former un

ADN double brin . Cette asso ciation est très spécifique et ne peut se produire que si les deux

séquences sont complémentaires. Toutes les méthodes d'hybridation utilisent des sondes

ADN marquées par radioactivité, enzyme, ou fluorescence, qui permettent la visualisation de

la séquence cible en se liant à elle (Crockett Aü and Wittwer CT, 1998; Dawson MT, Powell

R et al, 1996; Lawer G, Lippke J et al, 1990; Loesche WJ, 1992; Nicholl DST, 1994; Tanner

AeR, Maiden MF et al, 1998).

Figure 26: Exemple d'une sonde marquée par des molécules fluorescentes

(www.uJ"Ovysion.com/DirectProbes_352.asp).

Les bactéries de l'échantillon sont décomposées, et les doubles brins d 'ADN ou

d'ARN sont séparés, fragmentés, et fixés à une membrane. Dans le cas des sondes à ARN, les

brins d 'ARN ribosomal étant présents en milliers d 'exemplaires dans chaque bactérie, il n 'y a

pas besoin d'amplification. Par contre, dans le cas des sondes à ADN, l'ADN bactérien doit

parfois d'abord être amplifié par PCR avant de pouvoir être détecté (il n'existe pas
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suffisamment d'exemplaires d'une séquence génomique dans un seul échantillon pour

permettre une lecture directe).

Les sondes à ADN ou à ARN sont déposées sur la membrane et se fixent aux

séquences d'ADN ou d' ARN complémentaires des bactéries par hybridation.

Les résultats sont lus par autoradiographie si les sondes sont radioactives, à la lumière

ultraviolette dans le cas des sondes fluorescentes, et sinon à l'aide d'enzymes provoquant une

réaction de coloration. Les isotopes radioactifs les plus utilisés sont l'iode 125, le phosphore

32, et le soufre 35 (plus rarement le tritium: 3H). Dans les marquages froids, la molécule de

détection est couramment couplée à la phosphatase alcaline, qui en présence d'un substrat

chromogène, le décomposera en résidus colorés.

La technique FISH (Fluoresence In Situ Hybridization), utilise des sondes couplées à

un agent fluorescent visible à la lumière ultraviolette. Ces sondes peuvent permettre

d'identifier des bactéries en s'hybridant à des gènes qui leur sont spécifiques. En outre, cette

technique peut permettre de localiser certaines séquences du génome.

Figure 27 : La technique FISH : elle permet de localiser des séquences génomiques spécifiques

(http://www.accessexcellence.org/RCNL/GG/fish.html).
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Figure 28 : Détection de bactéries productrices de méthane par la technique FISH

(www.er.ebara.com/research/bio/al.html).

Les sondes à ADN peuvent cibler un ADN génomique entier ou des gènes individuels.

L'ADN génomique entier a plus de risques de réagir avec des microorganismes non ciblés du

fait de l'existence de séquences homologues communes à plusieurs espèces bactériennes. En

effet, les molécules d 'acide nucléique peuvent tolérer un certain nombre de mauvais

appariements. Des duplex stables peuvent se former si un nombre important d'autres bases

s'apparie correctement. La spécificité des sondes génomiques globales est reconnue comme

faible (van Steenbergen Tl, Timmerman MF et al, 1996).

Les sondes les plus couramment utilisées sont donc de 20 à 30 nucléotides (Dawson

MT, Powell R, 1996; Nicholl DST, 1994). Ces oligonucléotides sont synthétisés en

laboratoire. Leur spécificité est grande si on applique des conditions précises de « stringence »

lors des étapes d'hybridation et de lavage.
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Des tests utilisant des sondes à ADN sont disponibles dans le commerce (Wolf HF,

Rateitschak EM, 2005):

• PathoTek/DMDx® des laboratoires OmniGene : ce test utilise des sondes

d'ADN génomique. Il détecte de façon standard A.actinomycetemcomitans,

P.gingivalis, et P.intermedia, et peut aussi détecter Tforsythensis, Crectus,

Tdenticola, Enucleatum, et Ecorrodens. Il est surtout employé en Europe et

plus particulièrement en Allemagne et en Suisse (Conrads G, 2002).

• Test à l'aide de sondes DNS Meridol 3/8v : cette technique est similaire à la

précédente.

• Test MicroDent®: ce test utilise des sondes ADN oligonuc1éotidiques. Les

fragments d'ADN cibles sont ensuite amplifiés par PCR pour pouvoir être

identifiés. Ce test détecte principalement A.actinomycetemcomitans,

P.gingivalis, Tforsythensis, P.intermedia, et Tdenticola. Il peut être étendu

pour détecter aussi P.micros, Fnucleatum, Crectus, Enodatum, Eicorrodens,

et les espèces du genre Capnocytophaga. Ce test donne des informations semi

quantitatives. Différents kits permettent de tester soit un seul, soit plusieurs

sites. Ce test a été validé comme étant égal voire supérieur à la culture pour

détecter les germes concernés (Eick Sand Pfister W, 2002).

• Perio Diagnostics® (Meridol) : Il utilise la même méthode, mais la PCR est

effectuée en temps réel, ce qui permet une quantification précise des germes de

l'échantillon. Il détecte A.actinomycetemcomitans, Fnucleatum, P.gingivalis,

P.intermedia et Tforsythensis, et Tdenticola.

• Test Perio Bac®: il

A.actinomycetemcomitans,

T denticola.

utilise des

P.gingivalis,

sondes à ADN et détecte

Tforsythensis, P.intermedia, et

• lAI Pado Test 4.5® (Institue for Applied lmmunology): il utilise des sondes

ADN oligonuc1éotidiques reconnaissant l'ARN ribosomal bactérien. Ce test est

donc le seul ne nécessitant pas d'amplification (PCR). Les sondes sont

marquées par des isotopes radioactifs. Il détecte A.actinomycetemcomitans,

Tforsythensis, P.gingivalis, et Tdenticola.

Page 81 sur 174



Il7.I.2. Intérêts et limites.

Cette méthode ne nécessite pas que les bactéries soient vivantes, ce qui résout le

problème du transport jusqu'au laboratoire. Elle permet la détection de bactéries difficiles à

cultiver et à identifier. Elle permet d'atteindre une haute sensibilité grâce à un seuil de

détection de l'ordre de 103 cellules cibles dans l'échantillon. Par contre, les sondes ne peuvent

détecter que des bactéries connues : il faut posséder la sonde correspondant à la bactérie à

rechercher. Elles ne permettent pas non plus de détecter la présence de bactéries résistantes

aux antibiotiques. Leur utilisation peut tout de même être utile car la culture à partir

d'infections polymicrobiennes est difficile. On peut détecter des espèces réputées pour leur

résistance grâce aux sondes à ADN et réaliser en deuxième intention une culture et un

antibiogramme si nécessaire (Charon J and Mouton C, 2003).

Des sondes d'ADN génomique entier pour la détection de A.actinornyceterncornitans,

P.gingivalis, P.interrnedia, et Tdenticola ont été développées et sont à l'origine de tests

diagnostic commercialisés (PatoTek DMDx®). Une étude qui les compare à la culture reporte

que ces sondes ont montré une sensibilité et une spécificité respectivement de 96% et 86%

pour A.actinomyceterncomitans, et de 60% et 82% pour P.gingivalis dans des isolats purs de

laboratoire (van Steenberghe D, Rosling B et al, 1999). Cependant, lorsqu'elles sont testées

sur des échantillons cliniques, la sensibilité et la spécificité sont significativement diminuées,

ce qui suggère des réactions «parasites» avec des bactéries inconnues des échantillons de

plaque sous gingivale.

Pour éviter ces réactions parasites, des sondes d'oligonucléotides complémentaires des

régions variables des gènes bactériens 16S rRNA ont été créées afin de détecter plusieurs

pathogènes. Ces gènes 16S rRNA bactériens contiennent deux régions communes à

différentes bactéries et de petites séquences de régions variables partagées seulement par des

microorganismes spécifiques appartenant à la même espèce ou au même genre (Moncla BJ,

Braham P et al, 1990). Leur spécificité est donc meilleure.

Ces sondes sont stables et faciles à préparer grâce à des appareils commercialisés.

Cependant, chaque oligonucléotide ne peut être marqué que d'une molécule signal. Leur

sensibilité est ainsi moins grande que celle des sondes d'ADN génomique entier qui peuvent

être marquées par plusieurs molécules signal (Charon J and Mouton C, 2003).
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Ces sondes ont été comparées à la culture à partir d'échantillons cliniques: la

sensibilité est de 100% pour la détection de A. actinomycetemcomitans et 91% pour

Pigingivalis quand la concentration est telle quelle pourrait être aussi détectée par la culture

(soit plus de 103 cellules) (Savitt ED, Strzempko MN et al, 1988). Par contre, les sondes à

ADN étaient plus sensibles que la culture pour détecter ces pathogènes dans la population des

patients atteints de parodontite. Par exemple, A. actinomycetemcomitans a été détecté par

sonde à ADN dans 70% des échantillons provenant de cas de parodontite juvénile. Par contre

la culture n'a détecté sa présence que dans 10% des cas.

Mais il a été montré que les sondes à ADN sont significativement moins sensibles et

moms spécifiques que l'immunofluorescence indirecte pour détecter Pigingivalis et

T'forsythensis (Listgarten MA, Wong MY, 1995).
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117.1.3. La méthode «DNA-DNA Checkerboard Hybridization» :

une méthode d'identification utilisant les sondes à ADN.

Décrite pour la première fois en 1994, cette méthode a été développée dans le but de

détecter et de déterminer les niveaux de présence de 40 espèces bactériennes communes de la

cavité buccale (Socransky SS, Smith C et al, 1994). Cette technique utilise des sondes d'ADN

génomique entier marquées à la dioxygénine. Les sondes ADN utilisées sont ordinairement

conçues pour détecter chaque espèce à partir d'un seuil de 104 cellules, mais peuvent être

configurées pour avoir un seuil de détection de 103 cellules. Elles sont prévues pour éviter au

maximum les réactions croisées avec des espèces, sous-espèces ou variants proches.

L'ADN bactérien est extrait des cellules contenues dans l'échantillon. L'ADN de

chaque échantillon est disposé en une ligne spécifique sur la membrane de nylon à l'aide d'un

« minislot ». L'ADN est donc fixé sur la membrane en autant de lignes qu'il existe

d'échantillons à tester. Les sondes sont alors déposées sur la membrane à l'aide d'un

« miniblotter ». Chaque type de sonde (correspondant à une espèce) est déposé selon une

colonne, qui croise les lignes d'ADN des échantillons. L'hybridation des sondes à l'ADN de

l'échantillon se produit, puis les sondes non hybridées sont éliminées. Le marquage apparaît à

chaque intersection de la ligne d'un échantillon où l'espèce est présente avec la colonne de la

sonde correspondante.

"MIMSlOT'

-.

"MINIB LOTTEn"

1 j •••• 1•••
• • • u •. 1 1 • __

:. .: .. :: :: .: : - .. ~-

Figure 29 : Principe du DNA-DNA Checkerboard (www.immunetics.com/...Jminicheck.html).
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Figure 30 : L'ADN de l'échantillon est disposé horizontalement; les sondes sont déposées

verticalement (www.immunetics.com/...Jminicheck.html).
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Figure 31 : Exemple d'une feuille de résultat. Un signal (en noir) est émis quand l'ADN de

l'échantillon croise la sonde qui lui correspond

(http://j mm.sgmjournals.org/cgi/content/full/51112/1 090/FIG1).

Elle facilite l'analyse de grands nombres d'échantillons de plaque grâce à

l'hybridation multiple pour une quarantaine d'espèces bactériennes en un seul test. C'est une

technique rapide, avec une bonne sensibilité. Elle permet de surmonter certains inconvénients

de la culture: les bactéries n'ont pas besoin d'être vivantes; on peut détecter certaines

espèces difficiles à cultiver ainsi que celles ayant peu de caractères phénotypiques particuliers

(qui sont donc difficilement identifiables en culture). Un autre avantage est que l'échantillon

entier est utilisé, sans dilution ni amplification (par PCR), si l'échantillon est assez important.

Cela évite les problèmes de quantification provoqués par la dilution et l'amplification. Enfin

cette méthode fournit des informations quantitatives qui peuvent être utiles (Socransky SS,

Haffajee AD et al, 2004).

Cette méthode nécessite des équipements de laboratoire et d'analyse très sophistiqués.

Elle ne peut détecter que les espèces recherchées pour lesquelles des sondes ont été préparées.
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D'autre part, les sondes sont « spécialisées ». Elles sont optimisées pour fournir de bons

résultats dans des échantillons spécifiques (par exemple des échantillons de plaque sous

gingivale) et d'un taille déterminée. Elles sont déconseillées pour des échantillons d'une autre

type et d'une taille très différente (pour des échantillons beaucoup plus gros par exemple)

(Socransky SS, Haffajee AD, 2004).

Cela a empêché la généralisation de ce procédé en tant que méthode diagnostique. Par

contre, il est très utile pour les études épidémiologiques et écologiques car il ne nécessite pas

de bactéries vivantes, et permet l'analyse de nombreux échantillons de plaque ainsi que

l'identification de nombreuses espèces (Haffajee AD, Cugini MA et al, 1997; Haffajee AD

and Socransky SS, 2001; Levy RM, Giannobile WV et al, 1999; Papapanou PN, Baelum V,

1997; Ximenez-Fyvie LA, Haffajee AD et al, 2000).

Une étude a comparé cette technique à la culture pour l'identification de la flore sous

gingivale. L'utilisation du « DNA-DNA Checkerboard Hybridization » donnait une plus

grande prévalence pour la moitié des espèces testées (notamment pour Pigingivalis,

Pintermedia, P.nigrescens, Enucleatum, et Tforsythensis) et un comptage significativement

plus élevé (au niveau statistique) pour la majorité des espèces. Cependant, les deux techniques

étaient relativement concordantes (Papapanou PN, Madianos PN et al, 1997).
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11.7.2. Technique de la peRo

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est la méthode la plus efficace pour amplifier

les gènes et l'ARN qui en est transcris. Développée en 1985, elle est utilisée quasi

universellement pour étudier l'ADN et l'ARN obtenus à partir de diverses sources tissulaires.

JI 7.2.1. Principe.

Cette technique a pour but de mettre en évidence des séquences d'ADN spécifiques à

certaines bactéries. Comme chaque bactérie ne possède qu'un seul exemplaire d'ADN. Les

séquences cibles doivent donc être fortement multipliées par la PCR.

Les doubles brins d'ADN bactérien sont tout d'abord séparés. Cette séparation a lieu à

On ajoute des amorces marquées (s'hybridant au début de la séquence ADN). Il yen a

deux exemplaires, chacun étant complémentaire d'un monobrin. On ajoute également les

quatre bases (ou nucléotides) adénine, guanine, thymine et cytosine en excédent, ainsi que de

la polymérase Taq. Cette polymérase, isolée pour la première fois en 1988 de l'organisme

Thermus aquaticus, est thermostable.

L'automatisation de la réaction est rendue possible grâce à l'utilisation de « thermo

cycles» (cycles de changement de température).

A 55°C, les amorces marquées peuvent se fixer: c'est la phase d'hybridation. Puis, à

72°C, la polymérase « remplit les espaces vides»: c'est la phase d'extension. Ces deux

phases constituent un cycle. Les cycles s'enchaînent jusqu'à épuisement des amorces ou des

nucléotides, faisant augmenter de manière exponentielle la quantité d'ADN (Wolf HF,

Rateitschak EM, 2005).

Le nombre de copies de la séquence cible est obtenu par la formule 2X, x étant le

nombre de cycles de copiage. Ainsi pour une séquence unique à l'origine, on obtient environ

un million de copies après vingt cycles de copiage. Par cette technique, même des quantités

très faibles d'ADN peuvent donc être mises en évidence après une trentaine de cycles de

copiage. Elle permet donc d'obtenir des quantités importantes d'ADN de manière simple et

automatisée (Dawson MT, Powell R, 1996; Jankowski lAZ and Polak lM, 1996;

Schochetman G, Ou CY et al, 1988; Shibata DK, 1992).
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L'ADN séquencé est ensuite visualisé par électrophorèse sur gel d' agarose et de

bromure d'éthidium. On obti ent alors un signal qualitatif (Jankowski lAZ and Polak lM,

1996; Neumaier M, Braun A et al, 1998).
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Figure 32 : Principe de la PCR (http: //www.accessexcellence.org/RCNL/GG/polymerase.html).
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Il 7.2.2. Intérêts et limites.

En amplifiant la molécule recherchée, la PCR est de nature à permettre une sensibilité

accrue en abaissant le seuil de détection: 100 cellules cibles dans l'échantillon suffisent pour

être détectées (Watanabe K and Frommel TO, 1993).

Bien que la PCR soit une technique très sensible, capable de détecter même une seule

copie d'une séquence recherchée (Greenstein G, 1988), ses limitations sont nombreuses.

Des difficultés peuvent survenir lors de l'étude de petites quantités d'ADN, car les

ingrédients nécessaires à la réaction (amorces, nucléotides, polymérase Taq) peuvent être

épuisés avant que suffisamment de séquences cibles ne soient produites. La spécificité de la

réaction dépend de facteurs nombreux, complexes, et liés entre eux: la taille des amorces (en

nucléotides), les caractéristiques du thermo cycle, la concentration en sels tampons, etc. Une

limite majeure de la PCR est la susceptibilité du processus à la contamination, en particulier

quand il s'agit de détecter des séquences rares d'ADN (Gibbs RA, 1990; Neumaier M, Braun

A, 1998).

Pour pallier à ces limites, plusieurs types de PCR ont été mis au point. La PCR

multiple (ou PCR multiplex) permet l'amplification de plusieurs séquences cibles, en plaçant

les amorces nécessaires dans la même réaction (Dangtuan ST and Rudney JD, 1996; Garcia L,

Tercero JC et al, 1998; Henegariu 0, Heerema NA et al, 1997).

La PCR quantitative permet la quantification des fragments d'ADN détectés par

l'utilisation de « témoins» spécifiques représentant une quantité connue (Doungudomdacha

S, A. R et al, 2001).

La quantification de l'ADN par la PCR a un intérêt capital dans le diagnostic

microbiologique. Elle permet l'analyse de nombreux échantillons assez aisément, permettant

une flexibilité interdite par d'autres méthodes conventionnelles qui demandent beaucoup de

temps et de travail.

En pratique, beaucoup d'obstacles techniques ont dû être surmontés pour mettre au

point une PCR quantitative fiable et reproductible. L'un des principaux obstacles a été la

nature même de l'accumulation des produits de la PCR. En effet, la PCR a deux phases. Lors

des premiers cycles, les produits s'accumulent de façon exponentielle (phase exponentielle).
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Après un moment, la vitesse de formation des produits diminue par épuisement progressif des

réactifs (phase de saturation).

Pour obtenir des résultats fiables, la mesure des produits obtenus doit être effectuée

pendant la phase exponentielle, car les résultats seraient imprécis en phase de saturation.

A présent, la méthode de choix pour la PCR quantitative est le monitoring constant du

taux de produits obtenus à la fin de chaque cycle. Il s'agit de la PCR quantitative en temps

réel ou « real time PCR ».

Elle utilise l'activité de la 5'-3'-endonucléase de la polymérase Taq pour détecter les

séquences cibles, et une sonde fluorescente est ajoutée au mélange en temps que système de

marquage. Pendant la PCR, la sonde se fixe à l'ADN cible, puis la polymérase Taq la clive en

fragments plus courts, libérant une fluorescence directement proportionnelle à la quantité de

produits générés par la PCR.

Ces mesures constantes en temps réel permettent d'établir des courbes d'augmentation

des produits de la PCR et d'effectuer le calcul précis de la quantité d'ADN initial (pour des

mesures effectuées lors de la phase exponentielle) (Crockett Aü and Wittwer CT, 2001;

Meuer S, Wittwer C et al, 2001).
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Il 7.2.3. Résultats qualitatifs.

Une étude a comparé l'efficacité de la PCR et de la culture pour la détection de

A.actinomycetemcomitans et P.gingivalis dans des échantillons de plaque sous gingivale

provenant de patients ayant une parodontite. La PCR était plus précise que les méthodes de

culture conventionnelles pour la détection de ces deux pathogènes, et avait une plus grande

fréquence de détection de ces deux microorganismes cibles (Riggio MP, Macfarlane TW et al,

1996).

Une PCR utilisant du 16S rARN a aussi été développée pour identifier et déterminer

la prévalence de A.actinomycetemcomitans, T'forsythensis, Crectus, E.coli, P.gingivalis,

P.intermedia, P.nigrescens, et Tdenticola. Les résultats étaient concordants entre PCR et

culture, avec une présence constatée par les deux méthodes, de 28% des échantillons pour

Tforsythensis à 71% des échantillons pour A.actinomycetemcomitans. La plus grande

disparité concernait la catégorie des échantillons « PCR positifs» et « culture négatifs ». Cela

peut être expliqué par la limite de détection très basse de la PCR, pouvant se situer entre 25 et

100 cellules alors que le seuil de détection de la culture se situe plutôt entre 104 et 105 cellules

de départ (Ashimoto A, Chen C, 1996).

Le test MicroDent®, qui utilise le principe de la PCR multiple pour la détection de

A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, P.intermedia, T'forsythensis et Tidenticola, a été

comparé avec la culture. Ce test a été capable de détecter P.gingivalis et T'forsythensis plus

fréquemment que la culture. A.actinomycetemcomitans a été détecté de manière similaire par

les deux méthodes. Les auteurs suggèrent que les techniques utilisant les sondes à ADN et la

PCR devraient remplacer la culture en tant que «gold standard» pour le diagnostic

microbiologique parodontal (Eick Sand Pfister W, 2002).

La plupart des tests utilisant la PCR pour détecter la présence de

A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, et T'forsythensis, utilisent comme amorce des gènes

16S rARN (Avila-Campos Ml and Velasquez-Melendez G, 2002; Choi BK, Park SH, 2000;

Darby IB, Hodge Pl et al, 2000; Takamatsu N, Yano K et al, 1999; Takeuchi Y, Umeda M,

2001; Umeda M, Chen C, 1998; Umeda M, Contreras A, 1998). Peu d'analyses par PCR ont

utilisé des oligonuc1éotides dérivés de gènes présents en un seul exemplaire en tant qu'amorce

(par exemple, les gènes de la protéine C ou la fimbrilline fimA de P.gingivalis, le gène de la

leucotoxine IktA de A.actinomycetemcomitans, ou encore le gène de la protéase prtH de
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Tforsythensis). Les gènes 16S rARN en tant qu'amorces, bien que très spécifiques, ne sont

pas appropriés pour une analyse quantitative car il en existe un nombre variable par cellule.

Cela empêche donc toute analyse quantitative reproductible. Ces tests par PCR en donnent

donc qu'une information qualitative (prévalence) et leur utilisation à des fins diagnostiques et

pronostiques est limitée.
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Il 7.2.4. Résultats quantitatifs.

L'importance de l'analyse quantitative des bactéries cibles a abouti au développement

de méthodes de PCR quantitative.

Les premières études utilisaient des PCR « finies» (Doungudomdacha S, A. R, 2001;

Fujise 0, Hamachi T et al, 1995). Mais cette méthode étudie les produits de la PCR en phase

de saturation, sans prendre en compte la phase exponentielle. Ainsi, le taux de produits de la

PCR a une faible corrélation avec la quantité d'ADN initiale.

La PCR en temps réel a été développée en réponse à cette limitation.

Cette technique consiste à quantifier les acides nucléiques produits par la réaction de

PCR en quantifiant un marqueur fluorescent qui augmente en quantité directement

proportionnelle (en phase exponentielle uniquement).

Plusieurs marqueurs fluorescents ont été testés. Le plus simple à utiliser est appelé

« SYBR® Green ». Il se lie à l'ADN bicaténaire et la molécule ainsi excitée émet de la

lumière. L'inconvénient de ce produit est qu'il se lie à n'importe quel ADN bicaténaire et

qu'il peut donc y avoir des réactions parasites aboutissant à une surestimation de la quantité

de produits de réaction.

Les sondes à double marquage sont aussi utilisées. Ce sont des oligonucléotides

comportant deux molécules: une fluorescente à l'extrémité 5' et une répressive de la

fluorescence à l'extrémité 3'. Les sondes seules ne sont pas fluorescentes car la molécule

fluorescente transmet son énergie à la molécule répressive et n'émet donc pas de signal. Ces

sondes sont conçues pour se lier à une région interne de la séquence amplifiée pas la PCR.

Lors de la réplication d'un exemplaire de la séquence cible, plus exactement lors de la phase

d'extension, la polymérase Taq vient cliver la sonde (par son activité d'exonucléase), libérant

la molécule fluorescente. Celle-ci émet alors un signal fluorescent.
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Figure 33 : Au moment de la phase d'extension, chaque sonde à double marquage libère sa

molécule fluorescente (http://www.clinical-virology.org/pages/cvn/vir_all/cvn_gp_how.html).

Les « balises moléculaires » peuvent aussi être utilisées. Ce sont des oligonucléotides

comprenant eux aussi une molécule fluorescente à une extrémité et une molécule répressive à

l'autre extrémité, Ces molécules sont conçues pour adopter une forme de tête d'épingle

lorsqu'elles sont libres dans une solution, ceci amenant la molécule fluorescente et son

répresseur à proximité. Il n'y a donc pas émission de signal. Ces sondes se lient elles aussi à

une région interne de la séquence cible de la PCR. Lorsqu'elles s'hybrident, elles perdent leur

structure en tête d'épingle, séparant la molécule fluorescente et son répresseur. Il y a alors

émission d'une fluorescence.

Au contraire des sondes à double marquage, ces sondes restent intactes pendant la

réplication.

+- J _LLLLLLLLLJJJ_JJ-LLUJJJ _LLLL

Figure 34 : Les balises moléculaires deviennent fluorescentes une fois hybridées à la séquence

cible (http://www.clinical-virology.org/pages/cvn/vir_all/cvn_gp_how.html).
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Enfin, il existe des amorces marquées. Elles deviennent fluor escentes uniquement à

partir de la phase d ' extension. Ces amorces sont de moins en moins utili sées, du fait de la

diffic ulté d 'obtenir des amorces avec une spécificité élevée (comme nous l' avons vu

précédemment).

La PCR en temp s rée l peut s 'adapter pour devenir une PCR mul tiple. Il suffit que les

molécules signal aient un spectre de fluorescence différent pour chaque type de sonde (une

couleur de fluorescence par bactérie cible, par exemple). Grâce à la bonne spécificité des

sondes, il y a peu voire aucune réactions parasites.

Avec cette technologie, et en utilisant des gènes présents en un seul exemplaire par

cellule, une bonne corrélation entre le signal fluorescent mesuré et le nombre de cellules a été

obtenue (Lyons SR, Griffen AL, 2000; Shelbourne CE, Prabhu A et al, 2000) . Une étude a

tenté de quant ifier les pathogènes A.actinomycetemco mitans et Pigingivalis par une PCR en

temps réel ciblant des séquences génomiques présentes en un seul exemplaire par cellule.

Cette méthode s'est révé lée être d 'une spécific ité très élevée et parfaitement reproductible

pour quantifier ces espèces pathogènes (Mo rillo l M , Lau L et al, 2003) .

Bien que la PCR en temps réel soit une technique ayant une bonne sensibilité,

spécificité, et qu ' elle soit reproductible, elle requiert du matériel et de la main d 'œuvre

spécifique, ce qui la rend trop chère pour un diagnostic microbiologique de routine. Elle

permet également d'utili ser sans distinction les techniques de prélèvement à l'aide d 'une

curette ou de pointes de papier (Jervoe-Storm P, AlAhdab H et al, 2006).

La PCR en temp s rée l devrait jouer un rôle majeur dans le diagnostic microbiologique

une fois qu ' elle aura été complètement va lidée par des études et que son coût sera abordable

(Sanz M, Lau L, 2004) .

Figure 35: Résultat d 'une procédure de PCR en temps réel (http://www.clinical

virology.org/pages/cvn/viJ·_all/cvn_gp_how.htm 1).
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Partie III

Intérêt clinique et limite du diagnostic

microbiologique au cabinet dentaire.
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Le diagnostic médical est défini comme le processus (ou le résultat issu de ce

processus) d'identification d'une maladie par ses signes, ses symptômes, et le résultat

d'examens biologiques. Cependant, ceci n'est pas le seul but du diagnostic médical. Les

procédures de diagnostic peuvent aussi être utilisées pour (Mombelli A, 2005) :

• Identifier les personnes susceptibles de développer la maladie (prévention),

• Détecter les stades précoces de la maladie chez des personnes

asymptomatiques (diagnostic précoce),

• Classifier la maladie en catégories,

• Prédire la réponse des patients aux traitements (adaptation du traitement),

• Vérifier l'efficacité du traitement et détecter les récidives (en phase de

maintenance).

Le diagnostic microbiologique peut donc en théorie être utile dans toutes les phases du

traitement parodontal, de la prévention à la maintenance.

Bien que les études au sujet des différentes applications du diagnostic microbiologique

en parodontologie soient encore peu nombreuses, on peut en imaginer différentes

applications, tant dans le domaine de la prévention que dans celui du traitement, de la

détection, ou de la prévention de la récidive.

Connaître avec précision l'étiologie de la maladie parodontale est sans conteste un

atout pour lutter contre celle-ci. Cela permet de personnaliser la prévention, le traitement, et le

suivi, donnant de plus grandes chances de guérison au patient.

Cependant, son utilisation en cabinet par les chirurgiens-dentistes reste encore peu

fréquente, sans doute de par son intérêt mal connu et son coût parfois prohibitif. Le prochain

chapitre s'efforcera donc de clarifier les avantages offerts par ces techniques diagnostiques

ainsi que leurs modalités d'usage.
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111.1. Quels types de test, dans quelle situation ?

La culture bactérienne reste la technique de référence pour l'analyse des échantillons

prélevés en phase de diagnostic. En effet, seule cette méthode permet d'identifier toutes les

bactéries viables présentes et de tester leur sensibilité aux antibiotiques. D'autre part, elle

permet une quantification assez précise au dessus du seuil de détection.

Pour vérifier l'efficacité du traitement parodontal, et lors des contrôles de

maintenance, la détection par des techniques de biologie moléculaire est préférée. En effet, les

bactéries causales sont a priori déjà connues. Le but est de contrôler leur diminution ou leur

disparition. Ces techniques sont idéales dans ces cas de figures, car on ne contrôle que les

bactéries désirées et on obtient une quantification très précise. Cela permet un suivi de bonne

qualité.

En phase de maintenance, on peut aussi utiliser des techniques immunologiques pour

les tests microbiologiques. Elles permettent de tester les principales bactéries à l'origine des

pathologies parodontales, d'obtenir une semi quantification, et ce à un prix plus raisonnable.

Cette technique d'identification peut éventuellement représenter une alternative aux

techniques de biologie moléculaire lors de la phase de maintenance.

111.2. Intérêt préventif: détection des sujets à risque.

La prévention peut être primaire, secondaire, ou tertiaire.

La prévention primaire consiste à «renforcer la santé ». Il peut s'agir de la

vaccination, mais aussi, en odontologie, de l'information, de l'enseignement de l'hygiène

buccale, et de mesures prophylactiques. Ces mesures prophylactiques sont soit l'élimination

mécanique de la plaque et du tartre, mais aussi l'antibioprophylaxie.

La prévention secondaire consiste à identifier et à traiter de manière précoce des

patients déjà malades.

La prévention tertiaire correspond à la guérison et à la prévention de la réapparition

d'une maladie déjà traitée et/ou guérie. En parodontologie, il s'agit de la phase de

maintenance, qui sera abordée ultérieurement.
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111.2.1. Microorganismes endogènes et exogènes.

La plupart des bactéries cultivables présentes chez les sujets atteints de parodontite,

font partie de la flore orale normale. Des espèces orales communes peuvent s'accumuler dans

la zone sous gingivale et devenir une part importante de la plaque sous gingivale. Ce sont des

espèces endogènes. Les parodontites associées avec des bactéries commensales doivent être

considérées comme des infections commensales ou opportunistes.

A.actinomycetemcomitans et P.gingivalis ne font pas partie de la flore commensale.

Les deux ont les caractéristiques d'espèces exogènes plutôt que d'espèces endogènes (Genco

RJ, Zambon JJ et al, 1986). En effet, ces deux espèces ont une faible prévalence chez les

sujets avec un parodonte sain.

Ce concept d'espèces exogènes a été renforcé par des études récentes. Une étude

utilisant la technique de la PCR a conclu que Pigingivalis ne fait pas partie de la flore

normale, compte tenu de sa faible prévalence chez les sujets sains (Griffen AL, Becker MR,

1998). Une étude similaire utilisant cette fois des techniques de culture anaérobie, a confirmé

la faible occurrence de Pigingivalis chez les sujets sains (l 0,6%) et a mis en évidence son

association forte avec les maladies parodontales destructives. De même,

A.actinomycetemcomitans n'a été détecté que chez 12,8% des sujets sains. Enfin, une dernière

étude utilisant la PCR en temps réel a déterminé la prévalence de ces deux bactéries chez les

sujets sains et malades. Elle a montré que la prévalence de A.actinomycetemcomitans et

P.gingivalis était respectivement de 18 et 10% seulement chez les sujets sains.

A.actinomycetemcomitans et Pigingivalis peuvent donc être considérés comme de véritables

agents infectieux de la cavité orale humaine. Détecter leur présence est donc un enjeu majeur

de la prévention de la parodontite. Par contre la présence des espèces endogènes n'a aucun

avantage dans la prévention car les parodontites dus à ces germes sont essentiellement le fait

de facteurs associés (un système immunitaire déficient par exemple).
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Figure 36 : Différentes infections parodontales sur la base de l'origine des pathogènes (van

winkelhoff AJ and Winkel EG, 2005).

Il faut noter que les études citées ont été réalisées sur des populations occidentales.

Cependant, aucune donnée qui montre que les pathogènes se comportent différemment dans

des groupes ethniques différents (Takamatsu N, Yano K, 1999).

Une étude récente réalisée sur des enfants japonais a montré que la présence de

P.gingivalis ou de la combinaison P.gingivalis/Tforsythensis était corrélée à un indice de

plaque élevé et à la présence de tartre. La présence de ces bactéries peut donc être un facteur

de risque de parodontite agressive.
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111.2.2. Les bactéries représentant un facteur de risque.

Comme nous l'avons vu dans la première partie, seules quelques bactéries sont des

parodontopathogènes potentiels.

Après un ajustement en fonction de l'âge, de la consommation de tabac, de l'indice de

plaque, et des pathologies diabétiques, seuls Pigingivalis et T'forsythensis ont été reconnus en

tant que facteurs de risque d'apparition d'une parodontopathie. Ces deux bactéries ont été

associées avec un risque augmenté de perte d'attache et de perte d'os alvéolaire (Grossi SG,

Genco RJ et al, 1995; Grossi SG, Zambon JJ et al, 1994).

Une étude menée sur des étudiants japonais a montré que la proportion de

T'forsythensis et Crectus était significativement plus haute dans les sites présentant un

saignement au sondage et lou une profondeur de poche supérieure à 3,5 mm. Il en a été conclu

que ces deux bactéries pourraient être utilisées comme des marqueurs de risque pour

l'apparition d'un parodontite agressive (Suda R, Kobayashi M et al, 2004).

Des études longitudinales ont été menées sur la présence de A.actinomycetemcomitans

et la progression et l'initiation d'une parodontite agressive. Lors du World Workshop de

1996, il a été reconnu que la présence de cette bactérie chez les jeunes patients est un facteur

de risque de développement d'une maladie parodontale (Offenbacher Sand Zambon JJ,

1996).

Par contre, aucune conclusion n'a pu être donné quant au risque chez les adultes,

jusqu'à récemment.

Des études menées sur des adolescents ont montré que la présence sous gingivale de

A.actinomycetemcomitans entraîne une progression de la maladie. Mais les patients de ces

études n'avaient pas accès aux soins, ce qui rend toute interprétation difficile (Timmerman

MF, Van der Weijden GA et al, 2000; Timmerman MF, Van der Weijden GA et al, 2001).

Dans autre étude réalisée sur des recrues de l'armée, un nombre significatif

d'échantillons positifs à cette bactérie ont été prélevés sur des sujets présentant une maladie

« active» dans les 12 mois suivant. Cependant, il n'y avait pas de différence statistique au

niveau des patients, ce qui a poussé les chercheurs à conclure que la présence de cette bactérie

n'est pas un facteur de risque chez l'adulte jeune (Muller HP, Eger T et al, 1997).
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Un rapport récent d'une expérience menée sur l'île de Java a apporté un éclairage

différent sur le rôle de A.actinomycetemcomitans en tant que facteur de risque. Cette étude a

commencé en 1987, par l'examen de tous les sujets âgés de 15 à 20 ans d'un village, ce qui

représentait 255 personnes. Ils ont été réexaminés en 1994, puis en 2002 (il ne restait plus que

128 sujets). Les sujets étaient alors âgés de 30 à 35 ans. Cette étude a abouti à la conclusion

que A.actinomycetemcomitans est un facteur de risque de l'initiation de la parodontite. Il et

intéressant de remarquer que seule sa présence sous-gingivale a une valeur prédictive de

l'apparition d'une parodontite, et non sa présence sur les muqueuses (Van der Velden U,

Abbas F et al, 2006).

La présence et la quantité de spirochètes a été associée à un nsque accru de

parodontite (Listgarten MA and Levin S, 1981). Cela doit être tempéré par le fait que les

spirochètes sont aussi augmenté quand les patients ont une mauvaise hygiène bucco-dentaire

(Dahlén G, Manji F et al, 1992).

On peut se demander si la parodontite est une maladie transmissible. Des études ont

montré qu'il existait le plus souvent un seul clone de A.actinomycetemcomitans et/ou de

P.gingivalis chez un patient atteint de parodontite (Haubek D, Ennibi OK et al, 2002). Mais

de nombreux clones différents ont été identifiés dans la population atteinte de maladie

parodontale, ce qui laisse à penser que la parodontite ne se propagerait pas à la manière d'une

épidémie.

Des études ont montré que A.actinomycetemcomitans et P.gingivalis étaient

transmissibles horizontalement (par contact), en particulier entre individus d'une même

famille (Okada M, Hayashi F et al, 2004). Par contre, il n'existe encore aucune preuve que la

transmission entre individus soit ou non un facteur de risque de développer une

parodontopathie (Sanz M, Quirynen M et al, 2005).
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11/.3. Intérêt diagnostic.

Il est rare qu'une gingivite, une parodontite, ou une récession soit uniforme et

généralisée. Certaines dents sont plus atteintes que d'autres, voire ne présentent aucun signe

de la maladie. Selon la nouvelle classification de parodontopathies de 1999 (Armitage CC,

1999), une pathologie est localisée quand elle atteint jusqu'à 30% de toutes les faces des

dents. Une atteinte plus étendue est qualifiée de généralisée. Le diagnostic parodontal doit être

réalisé dent par dent, site par site. Ainsi, chaque dent est sondée en six points, pour examiner

la profondeur de poche, les atteintes de furcation, l'importance de l'inflammation, etc. Il est

donc important de réaliser les tests bactériologiques au niveau des sites les plus atteints pour

avoir des résultats pertinents.

111.3.1. Détection des parodontopathies.

Le diagnostic microbiologique n'est pas nécessaire pour diagnostiquer une

parodontopathie ou d'une gingivite. Il n'est pas nécessaire de confirmer ce qui est révélé

facilement par un simple sondage (van winkelhoff Al and Winkel EG, 2005).

Cependant, il est intéressant de réaliser un test microbiologique à l'étape du

diagnostic. En effet, de nombreux microorganismes peuvent faire partie de l'étiologie des

pathologies parodontales. L'identification de la flore pathogène permet l'adaptation du futur

traitement et donne une idée du pronostic (Sixou M, 2003).

Page 103 sur 174



111.3.2. Prédiction du type de parodontopathie.

Une étude relativement récente a essayé de déterminer si la présence ou l'absence de

certaines bactéries parodontopathogènes pouvait distinguer les sujets atteints de parodontite

agressive de ceux atteints de parodontite chronique (Mornbelli A, Casagni F et al, 2002). Ces

pathologies étaient anciennement nommées, respectivement, parodontite juvénile et

parodontite de l'adulte. Ces dénominations ont été abandonnées étant données les grandes

variations d'âge des sujets atteints. La parodontite chronique est caractérisée par une perte

lente ou modérée d'attache et d'os. La parodontite agressive est caractérisée par une

destruction osseuse et une perte d'attache rapide, ainsi que par une transmission familiale

(Lang N, Barthold PM et al, 1999).

Les paramètres microbiologiques n'étaient pas les premiers critères de distinction

entre les deux pathologies. Cependant il a été noté que les sujets atteints de parodontite

agressive présentaient généralement, mais pas systématiquement, des proportions élevées de

A.actinomycetecomitans (et dans certaines populations, également de P.gingivalis) dans la

plaque sous gingivale (Lang N, Barthold PM, 1999).

Une différence étiologique peut être importante, si une thérapie spécifique peut être

dirigée directement contre les agents étiologiques concernés.

Les microorganismes étudiés étaient:

• A.actinomycetemcomitans: et plus spécifiquement l'absence ou la présence du

gène promoteur de la leucotoxine, et du sérotype b ;

• Pigingivalis ;

• P.intermedia ;

• T'forsythensis ;

• Crectus.
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L'étude a déterminé que :

• Les sujets souffrant de parodontite agressive étaient plus souvent positifs pour

la présence de A.actinomycetemcomitans que négatifs, et inversement pour les

sujets atteints de parodontite chronique;

• Les variants de A.actinomycetemcomitans possédant le gène promoteur de la

leucotoxine étaient uniquement présents chez les sujets atteints de parodontite

agressive (mais pas chez la totalité des sujets) ;

• A.actinomycetemcomitans de sérotype b est présent dans la même proportion

de sujets dans les deux pathologies;

• Les sujets atteints de parodontite agressive sont plus souvent positifs que

négatifs pour la présence de P.gingivalis. Les résultats sont beaucoup plus

aléatoires pour les sujets atteints de parodontite chronique.

• P. intermedia est présent légèrement plus fréquemment chez les sujets atteints

de parodontite agressive que chez ceux atteints de parodontite chronique.

• Les résultats sont contradictoires concernant T'forsythensis.

• Les résultats sont aussi contradictoires pour Crectus.

Seul A.actinomycetemcomitans semble être potentiellement un facteur d'identification.

Cependant, un sujet positif pour la présence de cette bactérie a beaucoup plus de chance de

souffrir de parodontite chronique que de parodontite agressive. La présence ou l'absence de

bactéries citées précédemment ne peut pas différencier les sujets atteints de l'une ou l'autre

des pathologies. Seul le variant d'A.actinomycetemcomitans ayant le gène promoteur de la

leucotoxine est présent uniquement chez les sujets atteints de parodontite agressive. Par

contre, une grande proportion des sujets atteints de cette pathologie est négative pour ce

variant (Mombelli A, Casagni F, 2002).

Malgré ces résultats peu encourageants, il faut noter que le diagnostic différentiel entre

ces deux pathologies est lui-même difficile. Il existe une grande variabilité de la sensitivité et

de la spécificité des paramètres mesurés pour établir le diagnostic (Mombelli A, Casagni F,

2002).
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111.3.3. Pronostic.

Il existe des facteurs de pronostic généraux et locaux. Voici une liste non-exhaustive

des facteurs influant sur le pronostic parodontal (Wolf HF, Rateitschak EM, 2005).

Les facteurs généraux sont :

• L'état de santé général du patient, sa résistance, son statut immunitaire,

• Les risques génétiques, systémiques et acquis,

• Les causes et la forme de progression de la parodontite,

• L'âge en comparaison avec la perte d'attache,

• La régularité du maintien,

• La motivation du patient, sa coopération quant au maintien d'une bonne

hygiène bucco-dentaire.

Les facteurs locaux sont:

• La morphologie dentaire et radiculaire, les anomalies de position,

• La quantité et la composition microbienne du biofilm,

• La vitesse de formation de la plaque, indépendamment de la qualité et de la

fréquence du brossage,

• La localisation, la profondeur et l'activité des poches,

• Les atteintes de furcation,

• L'étendue de la perte d'attache,

• L'attache résiduelle existante,

• La forme de la perte osseuse (horizontale ou verticale),

• La mobilité dentaire par rapport à la perte osseuse,

• La mobilité dentaire par rapport au traumatisme occlusal.

Bien qu'il soit évident que le pronostic ne puisse être déterminé uniquement d'après

les facteurs microbiologiques, quelques tendances ont été répertoriées.
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III 3. 3.1. Pronostic lié à la présence de

A.actinomycetemcomitans.

La présence de A.actinomycetemcomitans chez les patients atteints de parodontite

agressive localisée, a été identifiée comme un facteur de risque de réponse faible voire

absente au traitement (Christersson LA, Slots J et al, 1985).

Une mauvaise réponse au traitement de la parodontite chronique a aussi été associée à

plusieurs espèces bactériennes. La persistance de A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, et

Tforsythensis après un traitement mécanique a été corrélée avec une amélioration médiocre

du saignement au sondage et de la profondeur de poche (Renvert S, Wikstrôm M et al, 1990;

Takamatsu N, Yano K, 1999; Winkel EG, Van Winkelhoff AJ et al, 1998), ainsi qu'avec une

future perte de hauteur d'os alvéolaire (Chaves ES, Jeffcoat MK, 2000).

IIl3.3.2. Pronostic lié à a présence de Tforsythensis.

Une étude longitudinale a été réalisée sur 2 à 5 ans, sur des sujets non ou peu atteints

par la parodontite. Des examens ont été réalisés au départ, puis tous les ans. Il a été démontré

en particulier que les sujets porteurs de niveaux détectables de Tforsythensis avaient une

perte d'attache augmentée, qu'ils avaient les proportions les plus élevées de sites avec perte,

et perdaient en moyenne deux fois plus de dents que les patients négatifs pour cette bactérie

(Machtei EE, Hausmann E et al, 1999).

Une autre étude longitudinale a été réalisée sur un temps plus court (un an), et sur des

sujets atteints de parodontite établie. En l'absence de traitement, les sujets atteints de

parodontite (déjà établie) et positifs pour Tforsythensis ont 7 fois plus de risque

d'augmentation de profondeur de poche que ceux négatifs pour cette bactérie (Machtei EE,

Dunford R et al, 1997).
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1113.3.3. Pronostic lié à la présence de Pigingivalis.

Une étude a essayé de déterminer si la persistance de certaines bactéries était associée

à une perte osseuse dans le cas de l'ensemble des parodontites réfractaires au traitement. Elle

a été réalisée sur des patients atteints de parodontites réfractaires au traitement: ils avaient été

traité pour une parodontopathie dans les deux années précédentes et présentaient toujours des

profondeurs de sondage importantes.

La présence de Pigingivalis, P.intermedia, et A.actinomycetemcomitans a été testée

avant et six mois après le traitement. Seule la présence persistante de Pigingivalis a été

associée clairement avec une perte osseuse progressive après traitement.
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111.4. Intérêt thérapeutique: adaptation du traitement en

fonction des résultats de tests.

Les concepts d'espèces endogènes et exogènes vus précédemment ont une implication

importante dans le but et la stratégie du traitement parodontal. Les pathogènes endogènes

doivent être réduits au sein des sites sous gingivaux, mais les pathogènes exogènes peuvent et

doivent être éliminés totalement chez les sujets infectés (Van Winkelhoff Al, Rams TE et al,

1996).

Le traitement de base de la parodontite est toujours le même quoi qu'il arrive. Il s'agit

d'une élimination mécanique du biofilm bactérien, d'une part par le praticien qui va effectuer

un nettoyage professionnel des surfaces dentaires, éventuellement un curetage de l'épithélium

de poches, et d'autre part par le patient, qui par l'apprentissage de techniques efficaces

d'hygiène bucco-dentaire, va éviter la recolonisation bactérienne.

La thérapie parodontale comprend donc plusieurs étapes (toutes ne sont pas forcément

nécessaires) (American Academy ofPeriodontology, 2000):

• Information du patient et formation à l'hygiène bucco-dentaire quotidienne, qui

aboutit à une modification de son comportement,

• Détartrage et surfaçage efficaces, dans le but d'éliminer les dépôts microbiens

et les imperfections radiculaires pouvant servir de réservoir de pathogènes,

• Utilisation d'antibiotiques topiques et lou systémiques,

• Elimination ou correction des restaurations défectueuses et des autres facteurs

locaux qui pourraient interférer avec les actes d'hygiène bucco-dentaire ou être

des sites de rétention de plaque,

• Chirurgie parodontale,

• Avulsion des dents sévèrement atteintes,

• Corrections occlusales,

• Maintenance parodontale et réévaluation régulière.
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Pigingivalis, T'forsythensis, et Tidenticola sont les bactéries les plus affectées par le

traitement mécanique. Elles ont en général un niveau indétectable après traitement (Ramseier

CA, 2005). Or il s'agit des principaux microorganismes pathogènes responsables des

parodontites. Le traitement mécanique, ainsi que la coopération du patient dans son hygiène

quotidienne, est donc à la base de tout traitement parodontal.

Cependant, il est difficile de déterminer dans quels cas les autres composantes du

traitement doivent être utilisées. Le diagnostic microbiologique pourrait en cela être une aide,

en particulier pour ce qui est de déterminer la nécessité et les modalités d'une antibiothérapie.
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111.4.1. Objectif du traitement.

Il est différent selon que l'infection est due à des microorganismes endogènes ou

exogènes. Les bactéries exogènes doivent être éliminées alors que les bactéries endogènes

doivent être réduites en nombre.

La conséquence thérapeutique est que les microorganismes exogènes sont

certainement facilement éliminables de la flore, ce qui permettrait un amélioration de l'état

clinique plus importante et fiable, par rapport à la réduction de microorganismes endogènes

(Teles RP, Haffajee AD et al, 2006).

Dans le cas d'une pathologie causée par des microorganismes endogènes, le but n'est

donc pas d'éliminer toutes les bactéries, mais de diminuer leur niveau pour qu'il s'approche le

plus possible de niveaux et de proportions retrouvés dans l'état de santé parodontal.

Des études ont été réalisées sur des patients infectés par A.actinomycetemcomitans. La

thérapie consistait dans chaque cas en un traitement mécanique associé à une antibiothérapie

adjonctive (à base d'une association d'amoxicilline et de métronidazole). Ces études, réalisées

par le même groupe de chercheurs, ont montré que cette thérapie entraînait l'élimination de ce

pathogène. De même l'élimination de A.actinomycetemcomitans provoquait une grande

amélioration de l'état clinique. Très peu de patients ont été re-contaminés dans les deux

années suivantes et leur état clinique était stabilisé (Pavicic MJAMP, Van Winkelhoff AJ et

al, 1994; Van Winkelhoff AJ, Rodenburg JP et al, 1989; van Winkelhoff AJ, TijhofCJ, 1992).

Une étude a analysé l'efficacité d'une thérapie combinée pour éliminer P.gingivalis

chez les sujets ayant une parodontite réfractaire au traitement. La thérapie consistait en une

antibiothérapie systémique (amoxicilline/acide clavulanique : Augmentin®), une

administration intrasulculaire de povidone iodine et des bains de bouche à la chlorhexidine

deux fois par jour. Il faut remarquer que les patients avaient tous reçu auparavant un

traitement mécanique. Pigingivalis n'était ensuite plus détectable chez 10 des Il patients

initialement positifs de l'expérience. Cette absence de détection était associée à un gain

d'attache significatif. Chez trois patients, P.gingivalis ou d'autres Bacteroides à pigmentation

noire étaient toujours présents après la thérapie et ne présentaient aucune amélioration

clinique (Collins JG, Offenbacher S et al, 1993).

Malgré le fait que Tforsythensis et P.intermedia appartiennent à la flore endogène,

l'élimination de ces espèces a aussi été étudiée. Six mois après une thérapie consistant en un
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traitement mécanique et une administration systématique de métronidazole, T'forsythensis

était indétectable chez 17 sujets sur 27 initialement. De même P.intermedia était indétectable

chez 14 sujets sur 21 initialement. Après la thérapie, 6 patients étaient négatifs pour

T'forsythensis, Pigingivalis, et P.intermedia, et présentaient la plus grande réduction de

profondeur de poche, ainsi que le plus grand gain d'attache (Winkel EG, Van Winkelhoff Al

et al, 1997).

Une autre étude reporte qu'après un traitement avec une combinaison d'amoxicilline

et de métronidazole, 14 patients sur 22 avaient des niveaux indétectables de P.gingivalis,

T'forsythensis, et A.actinomycetemcomitans, et un niveau de P.intermedia inférieur à 5% des

bactéries viables. Les 8 autres patients présentaient les poches les plus profondes, un mauvais

niveau d'attache, et un mauvais indice de plaque et de saignement (Winkel EG, Van

Winkelhoff Al, 1998).

Cependant, une étude récente n'a pas réussi à prouver que l'élimination complète des

microorganismes, qu'ils soient endogènes ou exogènes, apportait une plus grande

amélioration clinique que leur diminution. Il faut tout de même noter que les analyses ont été

effectuées d'après 28 sites par sujet, par la technique « DNA-DNA checkerboard

hybridization ». Cette technique étant très sensible, les résultats avaient plus de chance d'être

positifs. De même, la multiplicité des sites testés augmentait les chances d'avoir un résultat

positif pour un individu. Cela peut éventuellement expliquer la discordance de cette étude

avec celles citées précédemment (Haffajee AD, Teles RP et al, 2006).

Plus concrètement, les tests microbiologiques permettent de contrôler l'efficacité de la

thérapie en vérifiant l'élimination ou la diminution de la flore pathogène, selon le but

souhaité.
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111.4.2. Le besoin de traitement.

Du point de vue microbiologique, le but du traitement parodontal est de supprimer

l'infection par les bactéries pathogènes ou exogènes, et de diminuer la colonisation par les

bactéries endogènes.

Le procédé est-il toujours identique pour parvenir à ce but? Le besoin de soin est-il le

même pour tous les patients?

Du fait même que certains patients réagissent plus ou moms bien à la thérapie

classique (détartrage/surfaçage), on peut supposer que leurs besoins en antibiothérapie, ou

chirurgie, seront différents.

Une étude a montré que les soins nécessaires pour atteindre le but microbiologique

fixé varient beaucoup selon les individus (Dahlén G, Wikstrôm M et al, 1996). Le but du

traitement mis en place était de supprimer la présence de A.actinomycetemcomitans et de

P.gingivalis, et de diminuer la proportion de P.intermedia à moins de 5% des bactéries

vivantes des échantillons.

L'étude a été effectuée sur seize patients atteints de parodontite, présentant au moins

trois sites avec une profondeur de poche supérieure ou égale à 6mm.

Le traitement parodontal a été découpé en trois phases. La première phase consiste en

un détartrage, un surfaçage, et un curetage du tissu de granulation des poches. La deuxième

phase consiste à répéter ce traitement ou à effectuer une chirurgie parodontale. La troisième

étape est une chirurgie parodontale combinée à une antibiothérapie systémique (par

tétracycline).

Un test microbiologique est effectué après chaque phase pour voir si le but a été

atteint. S'il ne l'a pas été, on passe à la phase suivante. Il n'est donc pas obligatoire de réaliser

toutes les phases du traitement. Si les bactéries cibles on été éliminées après la première

phase, il est inutile de réaliser les suivantes. Utilisés de cette façon, les tests microbiologiques

peuvent éviter à la fois le sous- et le surtraitement.

Cette étude a montré que le besoin de soins est très différent selon les individus, et

qu'il ne dépend pas des bactéries présentes initialement.
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11I.4.3. L'antibiothérapie.

L'antibiothérapie a pour but de renforcer le traitement parodontal mécanique, et

d'aider les défenses de l'hôte à se défendre contre l'infection en tuant les microorganismes

qui persistent dans les poches après ce traitement.

En effet, les pathogènes peuvent échapper au traitement mécanique de par leur

capacité à envahir les tissus parodontaux et des structures dentaires (telles que les tubulis et le

cément) se rendant ainsi inaccessibles à l'instrumentation, ou du fait d'un défaut des défenses

de l'hôte.

L'échec de certains traitements antibiotiques, à cause de la présence ou du

développement de souches résistantes est un problème émergent (Haffajee AD, Socransky SS

et al, 2003; Van Winkelhoff Al, Herrera GD et al, 2000).

IIJ4.3.1. Les molécules antibiotiques utilisées.

Les tests réalisés avant antibiothérapie identifient les espèces pathogènes (surtout la

présence de A.actinomycetemcomitans et P.gingivalis) et donnent des indications pour le

choix d'un antibiotique. Voici une liste non exhaustive des molécules les plus couramment

prescrites pour l'antibiothérapie adjuvante en parodontologie (Wolf HF, Rateitschak EM,

2005) :

• Tétracyclines (bactériostatiques): tétracycline HCI, doxycycline HCI,

minocycline HCL

• Pénicillines (bactéricides): amoxicilline, amoxicilline et acide clavulanique

(Augmentin®).

• Nitroimidazoles (bactéricides) : métronidazole, ornidazole.

• Macrolides (bactéricides): azithromycine, spiramycine, spiramycine et

métronidazole (Rodogyl®)

• Lincosamides (bactériostatiques/bactéricides) : clindamycine

• Quinolones (bactéricides) : ciprofloxacine, oxofloxacine
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A.actinomycetemcomitans n'est pas sensible au métronidazole si celui-ci est utilisé en

monothérapie. De même, la clindamycine est souvent inefficace contre ce microorganisme

(van winkelhoff Al and Winkel EG, 2005). Et les patients présentant un fort taux de bactéries

productrices de ~-lactamase ne seront pas soumis à un traitement uniquement à base de

pénicillines.

L'antibiotique utilisé doit donc être choisi en fonction du résultat des tests

microbiologiques effectués. Voici un tableau décrivant les molécules antibiotiques à utiliser

en fonction des microorganismes présents et des caractéristiques du patient.

Tableau 3 : antibiothérapie en fonction des microorganismes présents (van winkelhoff AJ and

Winkel EG, 2005).

Indication Thérapie antibiotique

P.gingivalis Métronidazole

T'forsythensis Métronidazole

Espèces de Treponema Métronidazole

Anaérobies à gram négatif, absence de Clindamycine

A.actinomycetemcomitans

Infection non spécifique Doxycyline ou spiramycine

A.actinomycetemcomitans ou Métronidazole + amoxicilline

Pigingivalis avec un nombre élevé de

pathogènes à gram positif

A.actinomycetemcomitans, Métronidazole + céfuroximaxétile

hypersensibilité à l' amoxicilline

A.actinomycetemcomitans, Métronidazole + ciprofloxacine

hypersensibilité aux ~-lactamines, présence

de bactéries entériques susceptibles
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Le dosage des antibiotiques dépend d'autres facteurs (van winkelhoff Al and Winkel

EG,2005):

• La susceptibilité des pathogènes (antibiogrammes),

• La sévérité de l'infection,

• La masse corporelle du patient (les doses standard doivent être ajustées chez

les patients en surpoids ou très maigres),

• Les autres médicaments du patient.

Il faut remarquer que l'efficacité du traitement antibiotique ne dépend pas uniquement

de l'efficacité de la molécule sur les microorganismes cibles. Il dépend également:

• De la liaison de la molécule aux tissus,

• De la liaison, consommation, ou dégradation de la molécule par des

microorganismes non ciblés,

• De la protection des microorganismes cibles par le «phénomène de biofilm »

(interactions bactériennes) de la plaque dentaire,

• Et de l'efficacité des défenses de l'hôte.
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1114.3.2. Etudes cliniques.

Il existe beaucoup d'études montrant que le traitement antibiotique par voie générale

améliore le résultat du traitement des parodontites, s'il est utilisé en complément du traitement

mécanique (Berglundh T, Krok L et al, 1998; Slots 1 and Ting M, 2002; Winkel EG, Van

Winkelhoff Al et al, 2001; Winkel EG, Van Winkelhoff Al, 1997). Mais toutes les études

réalisées ne choisissent pas l'antibiotique utilisé en fonction des bactéries détectées. Cela peut

diminuer l'impact du traitement antibiotique.

Une étude a montré que l'antibiothérapie systémique à base de métronidazole et

d'amoxicilline, en complément du traitement mécanique, n'est efficace que chez les patients

porteurs de A.actinomycetemcomitans. Les patients non porteurs de cette bactérie n'ont

montré aucun bénéfice clinique par rapport à ceux ayant eu un traitement mécanique seul. La

sélection des patients par des critères microbiologiques permet donc ainsi d'éviter le sur

traitement (Flemmig TF, Milian E et al, 1998).

Une autre étude, réalisée en double aveugle, n'a donc pas pu utilisé d'antibiotique

précis en fonction de la flore présente chez les sujets. Une association d'amoxicilline et de

métronidazole a été administrée à tous les sujets. Il a été montré que l'amélioration des signes

cliniques était plus fréquente chez les patients traités par antibiothérapie adjonctive que chez

ceux traités par placebo. Cependant, une analyse plus poussée a mis en évidence que

l'amélioration des signes cliniques en terme de diminution de la profondeur de poche et du

nombre de poches supérieures à 5mm, était uniquement localisée chez les sujets porteurs de

Pigingivalis à des niveaux détectables. Les sujets traités par antibiothérapie et non porteurs de

Pigingivalis ne présentaient pas plus d'amélioration que ceux traités par placebo (Winkel EG,

Van Winkelhoff Al, 2001).

Peu d'études ont été réalisées ne prenant en compte que l'antibiotique utilisé devrait

être choisi en fonction de la flore mise en évidence par des tests microbiologiques. De plus les

doses à prescrire ne sont pas clairement établies (Pallasch Tl, 1996), car les modalités du

traitement sont développées empiriquement, et non par une recherche systématique (Ellen RP

and McCulloch CAG, 1996).

L'antibiotique doit cibler les microorganismes pathogènes et on préfère utiliser une

molécule bactéricide.
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La prescription d'un antibiotique inapproprié peut conduire à une multiplication des

pathogènes et une mauvaise réponse clinique (Helovuo H, Hakkarainen K, 1993).

Les tétracyclines sont indiquées dans le cas où A.actinomycetemcomitans est le

pathogène prédominant. Cependant, dans les infections mixtes, cette molécule peut ne pas

diminuer assez la concentration des pathogènes sous gingivaux pour stopper la progression de

la maladie (Haffajee AD, Dibart S et al, 1995; Haffajee AD, Dzink JL, 1988; Van Winkelhoff

AJ, Rams TE, 1996). La concentration moyenne de tétracycline dans le fluide gingival est

moindre que dans le plasma, et varie beaucoup selon les individus. Cela pourrait expliquer la

variabilité des résultats cliniques observés (Sakellari D, Goodson JM et al, 2000). Les

tétracyclines ont aussi le possible avantage d'inhiber les collagénases gingivales (Ryan ME

and Golub LM, 2000). La doxycycline a la plus grande capacité de liaison aux protéines et la

demi-vie la plus longue; la minocycline a la meilleure absorption et pénétration dans les

tissus. Toutes les tétracyclines ont des effets secondaires notoires sur les os et les dents. Elles

sont contre-indiquées pendant la grossesse et chez les enfants de moins de huit ans (American

Academy ofPeriodontology, 2004).

Le métronidazole peut stopper la pathologie chez des patients présentant des infections

à P.gingivalis et/ou P.intermedia, avec peu ou pas d'autres pathogènes potentiels (Loesche

WJ, Giordano JR et al, 1992). Cette molécule peut atteindre des taux réellement antibactériens

dans les tissus parodontaux et le fluide gingival (Britt MR and Pohlod DJ, 1986).

La clindamycine est efficace dans les parodontites réfractaires, et sa prescription doit

être envisagée dans les cas d'infection par des Peptostreptococcus, des streptocoques ~

hémolytiques, et d'autres bâtonnets anaérobies à gram négatif. Eikenella corrodens est

résistante à la clindamycine. Cette molécule doit être cependant prescrite avec précaution

compte tenu de ses possibles effets secondaires néfastes sur le système digestif (Walker C and

Gordon J, 1990).

L'association d'amoxicilline et d'acide clavulanique est une alternative à la

clindamycine. Elle est recommandée dans les mêmes circonstances (Magnusson J, Low SB et

al, 1994).

La ciprofloxacine (qui est une fluoroquinolone) est efficace contre les bâtonnets

entériques, les pseudomonas, les staphylocoques, A.actinomycetemcomitans, et d'autres

pathogènes parodontaux (Slots J, Feik D et al, 1990). Les fluoroquinolones pénètre facilement
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dans les tissus parodontaux enflammés et dans le fluide gingival. Il peut y atteindre des

concentrations plus importantes que dans le sérum (Conway TB, Beek FM et al, 2000). La

ciprofloxacine peut être combinée à du métronidazole ou à une p-lactamine pour le traitement

des infections parodontales mixtes à anaérobies (Slots J and Van Winkelhoff AJ, 1993). Les

associations métronidazole/amoxicilline et métronidazole/ciprofloxacine agissent de façon

synergique contre A.actinomycetemcomitans et les autres pathogènes parodontaux majeurs

(Pavicic MJAMP, Van Winkelhoff AJ et al, 1992).

L'azithrornycine pénètre facilement dans les tissus parodontaux enflammés ou non

(Blandizzi C, Malizia T et al, 1999). Elle est très active sur beaucoup de pathogènes

parodontaux (Sefton AM, Maskell JP et al, 1996), bien que certaines souches de

Enterococcus, Staphylococcus, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum et de

Peptostraptococcus soient résistantes (Goldstein EJ, Citron DM et al, 2000).

L'association de métronidazole et d'amoxicilline élimine de manière assez sûre

A.actinomycetemcomitans et P.gingivalis dans le cas des parodontites précoces et des

parodontites réfractaires de l'adulte (Kornman KS, Newman MG et al, 1994; Pavicic

MJAMP, Van Winkelhoff AJ, 1992; van Winkelhoff AJ, TijhofCJ, 1992). La ciprofloxacine

peut être substituée à l'amoxicilline chez les sujets allergiques aux p-lactamines de plus de 18

ans.

Certains antibiotiques sont antagonistes et de leur association résulte une diminution

de l'activité antimicrobienne. Il existe un antagonisme, par exemple, entre les tétracyclines

bactériostatiques et les p-lactamines bactéricides (Eliopoulos GM, 1989).
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1114.3.3. Antibiothérapie systémique ou topique: avantages et

inconvénients.

L'antibiothérapie systémique permet d'atteindre, via le sérum, les microorganismes

situés au plus profond des poches parodontales, dans les furcations, et à l'intérieur de

l'épithélium de poche et du tissu conjonctif. Elle permet aussi de cibler les pathogènes

parodontaux localisés dans d'autres sites buccaux ou extra buccaux (Muller HP, Eickholz Pet

al, 1995). La possibilité d'éliminer totalement ces pathogènes de la cavité buccale permet de

réduire le risque de recolonisation des poches et donc de récidive. De plus, l'antibiothérapie

systémique a un coût relativement modeste pour le patient.

Par contre, en comparaison à l'antibiothérapie topique, elle ne permet pas d'atteindre

de fortes concentrations dans le fluide gingival. Elle peut aussi avoir des effets indésirables et

provoquer des résistances de la part des microorganismes. La coopération du patient n'est pas

assurée non plus (American Academy ofPeriodontology, 1996).

Une étude comparant la différence des effets de l'antibiothérapie topique et

systémique, a montré que les deux méthodes d'administration des antibiotiques avaient le

même résultat clinique (Purucker P, Mertes H et al, 2001).

S'il on est assuré de la coopération du patient, et dans le cas où il n'existe pas de

surinfection, l'antibiothérapie systémique présente des avantages non négligeables par rapport

à une application topique.

Une autre étude suggère que l'utilisation de l'antibiothérapie topique n'a d'intérêt que

dans le cas des parodontites réfractaires et dans les cas de récidives localisées en phase de

maintenance (Etienne D, 2003).
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1114.3.4. Conclusion.

Le traitement parodontal doit être un traitement mécanique (détartrage/surfaçage)

avec, si nécessaire, un accès chirurgical.

Les antibiotiques doivent être prescrits sur la base d'un besoin clinique de soms

supplémentaires, des résultats des tests microbiologiques, et des conditions de santé ainsi que

du traitement du patient. Il existe des résultats suggérant que l'antibiothérapie pourrait aussi

améliorer les résultats du traitement des parodontites chroniques. Cependant, l'indication de

cette thérapie est discutable (American Academy ofPeriodontology, 2004).

Certaines situations cliniques ne nécessitent pas un antibiogramme, car la

susceptibilité des agents infectieux aux antibiotiques est prévisible. Par exemple, Pigingivalis

et Crectus sont sensibles à beaucoup d'antibiotiques (American Academy of Periodontology,

2004).

Le résultat clinique et microbiologique doit être évalué un à trois mois après la fin du

traitement mécanique. En particulier, dans le cas où la pathologie continue de progresser, ou

si l'inflammation n'a pas diminué, un test microbiologique peut déterminer la présence et la

quantité des pathogènes parodontaux persistants.

S'il y a eu traitement antibiotique, un test microbiologique doit être effectué un à trois

mois après, pour vérifier l'élimination des pathogènes en cause, et l'absence de surinfection

par d'autres microorganismes (American Academy ofPeriodontology, 1996).

En effet, le prélèvement pour l'analyse microbiologique ne doit pas être effectué dans

une zone ayant récemment reçu un traitement mécanique, car il faut quatre à huit semaines

pour que la poche soit recolonisée à des niveaux équivalents à ceux précédant le traitement

(American Academy of Periodontology, 2004).
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111.4.4. Le cas particulier des parodontites réfractaires.

La parodontite réfractaire n'est pas une pathologie à part entière. Ce terme désigne des

parodontites touchant des patients qui souffrent d'une perte d'attache persistante et continue,

et ce malgré une thérapie classique bien conduite et une élimination quotidienne efficace de la

plaque dentaire. Cette non-réponse au traitement peut intervenir dans des situations où la

thérapie conventionnelle n'a pas pu éliminer tous les réservoirs de bactéries pathogènes, ou

être le résultat d'une surinfection par des pathogènes opportunistes. Elle pourrait aussi être le

résultat d'une inefficacité des défenses de l'hôte, mais ces mécanismes sont encore mal

connus. Les parodontites réfractaires sont donc définies comme des parodontites qui

répondent mal au traitement. Cette définition étant imprécise, il est difficile d'évaluer sa

prévalence (van winkelhoff Al and Winkel EG, 2005).

Cependant, certaines bactéries on été associées au caractère réfractaire. En effet, la

persistance après traitement mécanique de A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, et

T'forsythensis, a été associée à une amélioration faible du saignement au sondage, de la

profondeur de poche (Renvert S, Wikstrôm M, 1990; Takamatsu N, Yano K, 1999; Winkel

EG, Van Winkelhoff Al, 1998), et à une persistance de perte osseuse progressive (Chaves ES,

Jeffcoat MK, 2000).

Les patients souffrant de parodontite réfractaire peuvent donc trouver un intérêt à

bénéficier d'un diagnostic microbiologique et d'une antibiothérapie adaptée subséquente (van

winkelhoff Al and Winkel EG, 2005).

Une étude bibliographique récente avait pour objet de déterminer l'intérêt de

l'identification bactérienne dans la prise en charge des parodontites. Elle a déterminé qu'il

n'existait pas de preuve forte du bénéfice de cette identification. Cependant, elle concluait que

le diagnostic microbiologique pouvait être intéressant dans la prise en charge des parodontites

ne répondant pas à un traitement mécanique standard (Listgarten MA and Loomer PM, 2003).
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Un rapport officiel a déterminé la conduite à tenir face à une parodontite réfractaire.

Une fois que le diagnostic a été fait, plusieurs démarches doivent être effectuées (American

Academy of Periodontology, 2000) :

• Prélèvement d'échantillons sous-gingivaux à partir de sites sélectionnés afin

d'identifier les pathogènes et éventuellement de réaliser un antibiogramme,

• Choix et administration d'une antibiothérapie appropriée,

• Traitement parodontal classique (mécanique) en association avec

l'antibiothérapie,

• Identification et contrôle (si possible) des facteurs de risque,

• Réévaluation et nouveau diagnostic microbiologique à la fin du traitement (l à

3 mois après traitement),

• Maintenance intensifiée (délais plus courts entre les scéances).
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111.4.5. En pratique, quand utiliser les

microbiologiques dans la phase de traitement?

tests

Les tests microbiologiques sont utiles principalement pour vérifier l'efficacité du

traitement, pour déterminer l'indication d'une antibiothérapie, et pour déterminer quel

antibiotique utiliser.

III 4.5.1. Indication et modalités de l'antibiothérapie.

Les patients candidats à l'antibiothérapie doivent en effet être sélectionnés. Pour éviter

l'apparition de bactéries résistantes aux antibiotiques, il faut choisir les patients à qui ce

traitement apportera un réel bénéfice clinique. Il s'agit de plusieurs catégories de

patients (American Academy of Periodontology, 1996) :

• Les patients qui subissent une perte d'attache persistante malgré un traitement

mécanique adapté (parodontite réfractaire),

• Les patients atteints de parodontite agressive localisée ou d'autre types de

parodontites intervenant avant ou pendant l'adolescence (car celles-ci sont

fortement associées à la présence de A.actinomycetemcomitans),

• Les patients ayant une pathologie ou un traitement prédisposant à la

parodontite,

• Les patients souffrant d'une infection parodontale aiguë ou sévère.

Les patients présentant une gingivite ou une parodontite chronique de l'adulte

répondent en général favorablement au traitement mécanique et par conséquent tirent peu de

bénéfices d'une antibiothérapie adjonctive. Cependant, il existe des preuves que

l'antibiothérapie systémique dans le traitement de la parodontite chronique entraîne un gain

d'attache. La question de l'indication de cette thérapie reste sans réponse (Haffajee AD,

Socransky SS, 2003).

Les tests microbiologiques permettent amsi de définir l'indication d'une

antibiothérapie. En effet, un traitement antibiotique est nécessaire pour les patients atteints de

parodontite agressive. Sans traitement antibiotique, on obtient dans le meilleur des cas

seulement une réduction de A.actinomycetemcomitans (Sixou M, 2003). D'autre part, une

parodontite de l'adule associée à une flore peu agressive (E.corrodens, C.ochracea, ... ) ne
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nécessite pas de traitement antibiotique. Une thérapie associant un nettoyage professionnel,

l'utilisation d'antiseptiques locaux (bains de bouche) , et une bonne hygiène bucco-dentaire

au quotidien, donne d'excellents résultats (Sixou M, 2003).

Dans le cas où l'antibiothérapie est nécessaire, la réalisation d'un antibiogramme est

recommandée, excepté dans les cas vus précédemment où les germes en cause ont un spectre

de sensibilité bien connu (P.gingivalis par exemple).
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III 4. 5.2. Contrôle de l'efficacité du traitement.

Les tests microbiologiques peuvent être effectués après le traitement mécanique pour

évaluer la nécessité ou non de soins supplémentaires (antibiothérapie, chirurgie, ... ). On

réévalue la flore microbienne par des tests microbiologiques un à trois mois après la fin de

tous les traitements. On vérifie ainsi la suppression ou la diminution marquée des pathogènes

en cause, et éventuellement l'absence de microorganismes capables de créer une surinfection

(bactéries entériques, levures, pseudomonas, etc.) (American Academy of Periodontology,

1996).

Après un traitement chirurgical et/ou non chirurgical, il est intéressant d'effectuer des

tests microbiologiques, tant en cas de succès que d'échec flagrant de la thérapie. En cas de

réussite du traitement, des tests effectués régulièrement permettent de contrôler qu'il n'y a pas

de recolonisation des poches, et donc pas de risque de récidive. En cas d'échec du traitement

ou de récidive, un test microbiologique peut permettre d'identifier les germes en cause et de

mettre en place une antibiothérapie. Un test de contrôle peut être effectué après

l'antibiothérapie pour vérifier que les germes visés ont bien été éliminés. De mauvais résultats

des tests bactériologiques peuvent faire envisager au praticien, selon le cas, une reprise du

traitement mécanique et fou une nouvelle antibiothérapie.

Les patients souffrant de parodontite agressive peuvent faire l'objet de tests

microbiologiques avant le traitement mécanique. Cette pathologie implique souvent plusieurs

pathogènes ayant la capacité d'envahir les tissus parodontaux (Ameriean Academy of

Periodontology, 2004). Cette démarche est pleinement justifiée, car l'administration d'un

antibiotique adapté par voie générale permet d'éviter au patient une perte d'attache continue,

voire accrue après le traitement (Winkel EG, Van Winkelhoff Al, 2001).

Ces tests peuvent se faire de manière regroupée (tous les prélèvements sont réunis en

un seul), ou poche par poche (pour des sites ayant subis une activité de la pathologie

récemment). Un test regroupé suffit pour l'administration d'un antibiotique systémique. Il

donne une bonne représentation des pathogènes parodontaux qui doivent être ciblés. Par

contre, un test poche par poche est plus approprié dans les parodontites localisées si on

souhaite utiliser un antibiotique local.
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111.5. Intérêt en phase de maintenance: détection des

signes de guérison et de signes indiquant les risques de

récidive.

La phase de maintenance commence après la fin du traitement actif, et continue à

intervalles variables toute la «vie » de la dentition ou des implants qui la remplace. La

maintenance parodontale est supervisée par le chirurgien-dentiste et inclue une mise à jour de

l'état de santé médical et dentaire du patient, des radiographies, l'examen des tissus mous

extra et intra oraux, un examen parodontal, l'évaluation du contrôle de plaque du patient,

l'élimination de la plaque située dans le sulcus ou les poches, un détartrage et surfaçage si

nécessaire, ainsi que les polissage des surfaces dentaires (American Academy of

Periodontology, 2000). Durant cette phase, les conditions parodontales et la pathologie sont

contrôlées; les facteurs étiologiques sont supprimés ou réduits.

La thérapie active et la maintenance sont deux entités distinctes mais indissociables.

Le patient passe de la phase de traitement actif à la phase de maintenance, puis de nouveau à

la phase de traitement actif en cas de récidive.

Les buts de la maintenance sont :

• De minimiser la récidive et la progression de la pathologie parodontale chez les

patients qui ont déjà bénéficié d'un traitement actif,

• De réduire la perte de dents par le contrôle de la dentition ou de toute

restaurations prothétique remplaçant une dent naturelle,

• D'augmenter la probabilité de détecter et de traiter le plus tôt possible une

récidive ou une autre pathologie de la cavité buccale.
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111.5.1. Recolonisation ou persistance bactérienne et

récidive de la pathologie.

Le but d'une maintenance régulière est de prévenir la recolonisation des sites sous

gingivaux par des bactéries potentiellement parodontopathogènes. En effet, la recolonisation

ou la persistance de certaines bactéries est associée à la récidive de la pathologie.

Chez les patients atteints de parodontite agressive localisée, la présence de

A.actinomycetemcomitans est associée à la récidive de la pathologie (Christersson LA, Slots J,

1985).

Une perte d'attache persistante chez les patients en phase de maintenance a été reliée à

la présence récurrente notamment de Pigingivalis, P.intermedia, et A.actinomycetemcomitans

(Dahlén G, Wikstrôm M, 1996; Wennstrôm JL, Dahlén G et al, 1987).

Selon une étude effectuée sur cinq ans, seules les poches parodontales avec un niveau

indétectable après traitement de A.actinomycetemcomitans, Pigingivalis, et moins de 5% de

P.intermedia sont restées stables. En revanche, 67% des sites positifs pour une ou plusieurs de

ces espèces ont perdu de l'attache (Dahlén G, Wikstrôm M, 1996).

La suppression des pathogènes parodontaux est associée avec la stabilité parodontale

(Berglundh T, Krok L, 1998; Chaves ES, Jeffcoat MK, 2000; Dahlén G, Wikstrôm M, 1996).

Les tests microbiologiques peuvent donc être utiles pour déterminer la « fin » du traitement

parodontal et l'espace entre les visites de maintenance. Des tests de contrôle peuvent être

particulièrement opportuns chez les patients qui doivent bénéficier d'une pose d'implants,

afin de s'assurer que les pathogènes parodontaux ont été éradiqués et/ou que la flore

commensale a été suffisamment diminuée (Van Winkelhoff AJ, Goene RJ et al, 2000).

Il semble en particulier que l'absence de A.actinomycetemcomitans, P. intermedia et

P.gingivalis soit un indicateur de santé parodontale, plutôt que leur présence détermine un

risque de récidive (Listgarten MA, Slots J et al, 1991).
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La réapparition de bactéries pathogènes dans des sites où elles avaient été éradiquées

peut être due à différents facteurs (Dahlén G, Wikstrôrn M, 1996):

• Ces bactéries étaient toujours présentes dans la poche et l'échantillon testé,

mais en nombre insuffisant pour être détectées (niveau inférieur au seuil de

détection),

• Elles étaient toujours présentes dans les poches sous gingivales, mais dans des

zones inaccessibles au prélèvement: comme vu précédemment,

A.actinomycetemcomitans et P.gingivalis peuvent pénétrer dans l'épithélium

de poche; on sait aussi que les bactéries parodontales peuvent de loger dans les

tubulis dentinaires et le cément (Adriaens PA, de Boevert lA et al, 1988).

• Elles avaient été éliminées des poches testées mais étaient restées présentes à

un autre endroit de la cavité buccale; des études ont montré que les bactéries

parodontopathogènes peuvent être présentes sur la langue, les amygdales, et la

muqueuse de la cavité buccale (Dahlén G, Manji F, 1992; Van Winkelhoff Al,

Van der Velden U et al, 1988),

• Elles avaient été éliminées de la cavité buccale mais ont été retransmises par

une personne de l'entourage proche du patient.

Une étude semble indiquer que la récidive de la parodontite serait favorisée par une

profondeur de poche supérieure à la normale à la fin du traitement, et par la recolonisation par

certaines bactéries. Il semblerait que ce ne soit pas la simple présence de ces bactéries qui

prédisposent à la récidive, mais le fait que leur proportion sous-gingivale soit supérieure ou

égale à un certain seuil. Dans l'étude citée, ces seuils étaient de 0,01% pour

A.actinomycetemcomitans, 0,1% pour P.gingivalis, 2,5% pour P.intermedia, 2% pour

Crectus, et 3% pour P.micros (Rams TE, Listgarten MA et al, 1996).

Page 130 sur 174



111.5.2. Quand utiliser les tests microbiologiques en

phase de maintenance?

En pratique, les tests microbiologiques interviennent en début de phase de

maintenance (ou fin du traitement), puis en cas de récidive de la maladie. Les patients en

récidive doivent bénéficier à nouveau d'un traitement « initial» classique (c'est-à-dire une

amélioration ou vérification de l'hygiène bucco-dentaire, un détartrage/surfaçage,

éventuellement des chirurgies parodontales ... ). Si les tests indiquent qu'ils sont porteurs de

A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, ou Tforsythensis, ils peuvent bénéficier également

d'un traitement antibiotique (van winkelhoff Al and Winkel EG, 2005).

Il n'existe pas de données sur la fréquence souhaitée des tests microbiologiques.

Cependant, on peut supposer que détecter une recolonisation par des bactéries

parodontopathogènes avant l'apparition de signes cliniques pourrait permettre un retraitement

rapide et éviter de nouvelles pertes d'attache.

Lors de la visite de maintenance, une mise à jour des conditions médicales et dentaires

du patient doit être effectuée (American Academy of Periodontology, 2000). Si un diagnostic

microbiologique a été effectué avant ou pendant le traitement actif, on peut considérer qu'un

contrôle de l'évolution de la flore bactérienne fait partie de ces mises à jour. Cela permet de

contrôler l'élimination ou la réduction des pathogènes en cause, puis la stabilité de la

composition de la nouvelle flore au fil du temps.

L'intervalle entre deux visites de maintenance conseillé par l' American Academy of

Periodontology est de 3 mois, sachant que cet intervalle peut varier en fonction de l'état

parodontal du patient.

La question de la faisabilité de ces tests tous les trois mois se pose. En effet, le surcoût

représenté est-il acceptable par les patients, sachant qu'il n'existe à ce jour pas de preuve de

l'intérêt clinique de ces tests en phase de maintenance?
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Partie IV

Annexe: Les différentes classifications des

maladies parodontales.
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Dans les études antérieures à 1999, l'ancienne classification des maladies parodontales

est utilisée. Ici, les termes de l'ancienne terminologie ont été remplacés par ceux de la

classification de 1999 pour la clareté de l'exposé. Voici un rappel succint de ces deux

classifications des maladies parodontales.

Tableau 4 : classification des maladies parodontales de 1989 (Caton JftAAoP, 1989).

Type de maladie parodontale Caractéristiques

Pathologies gingivales Pathologie sans perte d'attache

Parodontite de l'adulte Peut apparaître dès 35 ans

Progression lente

Pas de défaut des défenses de l'hôte

Parodontite précoce (prépubertaire, ou Apparaît avant 35 ans

juvénile) Progression rapide

Défaut de défense de l'hôte

Parodontite associée à une maladie La parodontite est une manifestation de la

systémique maladie systémique

Parodontite ulcéro-nécrotique Elle est similaire à la gingivite ulcéro-

nécrotique, mais il y a perte d'attache

Parodontite réfractaire Parodontite récurrente qui ne répond pas au

traitement
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Type l

Type II

Type III

Type IV

Type V

Type VI

Type VII

Type VIII

Tableau 5 : Nouvelle classification des maladies parodontales (Armitage CC, 1999).

Gingivopathies :

A Maladies gingivales induites par la plaque

B Lésions gingivales non induites par la
plaque

Parodontite chronique:

A Localisée

B Généralisée

Parodontite agressive :

A Localisée

B Généralisée

Parodontite en tant que manifestation d'une
maladie systémique:

A Associée à des dysfonctionnements
hématologiques

B Associée à des maladies génétiques

C Associée à d'autres maladies systémiques

Maladies parodontales nécrosantes aiguës:

A Gingivite ulcéro-nécrotique

B Parodontite u1céro-nécrotique

Abcès:

A Gingival

B Parodontal

C Péricoronaire

Lésions endo-parodontales

Malformations ou déformations et conditions
acquises:

A Facteurs favorisants d'origine dentaire

B Problèmes muco-gmgivaux des zones
dentées

C Problèmes muco-gmgrvaux des zones
édentées

D Traumatisme occlusal
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Conclusion

L'étiologie de la maladie parodontale est bactérienne, et plus précisément

polybactérienne. Ces bactéries sont regroupées au sein de la plaque dentaire ou biolfilm, qui

est une partie intégrante de l'écosystème parodontal. La parodontite résulte d'un déséquilibre

de cet écosystème.

Les bactéries du biofilm sont associées en complexes dont la présence est plus ou

moins corrélée à la santé ou à la maladie. Les bactéries les plus associées à la parodontite sont

celles du complexe rouge, c'est-à-dire P.gingivalis, T.forsythensis, et Tidenticola. Il faut

également citer le cas particulier de A.actinomycetemcomitans qui n'appartient pas à un

complexe précis, mais qui est fortement associée aux formes de parodontite juvénile. Ce

microorganisme, et surtout son sérotype b, possède de nombreux facteurs de virulence. C'est

également le cas des bactéries du complexe rouge.

L'étude de la flore parodontale des patients atteints peut se faire de plusieurs manières.

En effet, de nombreuses méthodes d'identification et de comptage des bactéries ont été mises

au point au fil du temps. La méthode de prélèvement et d'étude doit être adaptée à chaque cas.

L'examen direct n'a que peut d'intérêt, hormis celui de l'information et de la prise de

conscience du patient.

La culture reste une méthode de référence. Elle permet d'identifier de nombreuses

bactéries différentes, de réaliser leur antibiogramme, et de les compter assez précisément.

Par contre elle ne peut détecter que les espèces viables, ce qui pose un problème pour le

transport des échantillons et la détection des bactéries difficilement cultivables.

La culture est aujourd'hui concurrencée par de nouvelles techniques de biologie

moléculaire. La technique « DNA-DNA Checkerboard Hybridization »est très utilisée pour

les études écologiques, car elles permettent d'analyser un grand nombre d'échantillons

rapidement et de tester la présence de nombreuses espèces bactériennes. Par contre, c'est

plutôt la PCR en temps réel qui est utilisée pour étudier la composition de la flore d'un seul

patient. Cette technique permet un comptage très précis des bactéries, avec un seuil de

détection très bas. En revanche, on ne peut détecter que les espèces qu'on recherche (il faut
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posséder les sondes à ADN voulues) et on ne peut réaliser d'antibiogramme. Les délais

d'attente des résultats sont beaucoup moins longs que pour la culture.

Les connaissances étiologiques et l'identification de la flore des patients atteints de

parodontite, ou diagnostic microbiologique, peuvent conduire le chirurgien-dentiste à

prendre une série de mesures cliniques.

Dans un cadre préventif, la détection en particulier de A.actinomycetemcomitans chez

des sujets jeunes doit inciter à une surveillance accrue et des mesures d'hygiène bucco

dentaire. En effet, la présence de cette bactérie est un facteur de risque de parodontite

juvénile.

Le diagnostic microbiologique à lui seul ne permet pas d'établir la présence d'une

parodontite, mais constitue une aide au pronostic. La présence d'une ou plusieurs bactéries

du complexe rouge et de A.actinomycetemcomitans, leur nombre et leur proportion par

rapport aux autres espèces influent sur le pronostic.

Le diagnostic microbiologique peut avoir une influence sur le choix des moyens de

traitement. S'il s'agit de bactéries opportunistes, aucune antibiothérapie ne sera nécessaire.

Dans le cas contraire, il permettra de choisir la molécule appropriée et de réaliser un

antibiogramme si nécessaire.

Il permet de contrôler la disparition des bactéries pathogènes ou la régulation du

nombre des bactéries opportunistes, c'est-à-dire l'efficacité du traitement et la « guérison ».

De même, le diagnostic microbiologique permet de détecter les récidives de la

pathologie au niveau bactérien et donc de mettre en œuvre les traitement mécaniques,

chirurgicaux, et/ou antibiotiques nécessaires.

Il apparaît que le diagnostic microbiologique est particulièrement utile dans le cas des

parodontites agressives précoces (chez les adolescents et adultes jeunes), car l'amélioration

des conditions cliniques est fortement liée à la disparition de A.actinomycetemcomitans.

Il est également très utiles dans les cas de parodontites réfractaires au traitement. Il

permet d'avoir une meilleure connaissance du facteur bactérien, de mieux pouvoir contrôler

son évolution au fil du traitement, et de choisir les molécules antibiotiques adaptées si

nécessaires.

Page 137 sur 174



L'utilisation du diagnostic microbiologique est encore limitée du fait de son coût et

dans certain cas du manque de recul sur ses intérêts cliniques. Cependant, son utilisation est

recommandée dans les cas suivants:

• Les cas de parodontite sévère,

• Echec du traitement,

• Récidive de la pathologie,

• Parodontite associée à une maladie générale,

• Parodontite chez les enfants, adolescents, et adultes jeunes,

• Cas complexes (désaccord entre l'inflammation des tissus et la sévérité des

lésions).

A l'heure actuelle, nous avons peu de recul et nous manquons encore de données, en

particulier, sur les intérêts cliniques du diagnostic microbiologique dans la prévention et dans

la phase de maintenance. Mais c'est une technique d'avenir qui trouvera sans aucun doute sa

place dans toutes les étapes du traitement parodontal.
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L'étiologie bactérienne des parodontites a depuis longtemps été mise en évidence. Cependant,
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sont : T.denticola, P.gingivalis, et Tforsythensis. La présence de A.actinomycetemcomitans a
également été reliée à la parodontite agress ive. Les méthodes les plus appropr iées pour détecter ces
bactéries au sein de la plaque sont la culture et la PCR en temps rée l, qui permet un comptage très
précis des bactéries. Ma lgré le manque de recul concernant les intérêts cliniques du diagnostic
microb iologique, son utilité a déj à été démontrée dans certains cas. Lors d'un échec du traitement, de
récidive de la pathologie, et chez les patients atteints de parodontite agress ive, le diagnostic
microbiologique permet d'id entifier les bactéries à cibler, puis de s 'assurer de leur dim inution ou
élimination. Il permet donc d'évaluer le besoin de soins et d' adapter les traitements, en particulier en
ce qui concerne l' antib iothérapie adjo nctive.
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