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Quelle est la place
de la microbiologie
en parodontie clinique ?

Cet article décrit les différents moyens de diagnostic microbiologique mis a la disposition du
clinicien en parodontie clinique quotidienne. Il en définit les avantages, les indications et les
limites. Il montre que la microbiologie représente aujourd’hui un des éléments-clés a la fois
du diagnostic étiologique, du bon déroulement du traitement actif, de la maintenance et de
la prévention primaire des maladies parodontales.
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suivante : est-il vraiment utile - voire nécessaire

- de connaitre la nature et la composition de la
flore buccale chez les patients en demande de traite-
ment parodontal ?
Il semble que la réponse soit positive puisque la
connaissance de la nature et de la composition de la
flore conditionne le bon déroulement du diagnostic
ainsi qu’un des critéres de succes des traitements pa-
rodontaux.
Cet article tente de faire le point sur cette question. Il
décrit également les moyens de diagnostic microbiolo-
gique disponibles aujourd’hui en parodontie clinique
afin d’aider le praticien — spécialiste ou non — a pro-
diguer aux malades les soins les plus conformes aux
dernieres « données acquises de la science ».

I e clinicien peut légitimement se poser la question

Rappels étio-pathogéniques

Les concepts sur I’étiologie et la pathogénie des dif-
férentes maladies du parodonte sont « naturellement »
en constante évolution avec des effets - majeurs ou mi-
neurs - sur la maniére de les diagnostiquer, les traiter et
les prévenir en clinique quotidienne libérale.

S’il est toujours vrai que les agents initiateurs de la trés
grande majorité des maladies parodontales sont de na-

Fig. 1 : les deux plaques dentaires supra et sous-gingivale : exemple de plaque supra-gingivale qui doit étre éliminée avant
d’effectuer un prélevement de plaque sous-gingivale

Fig. 2 : la flore adhérente et libre : il existe une flore adhérente  la surface de la racine et une flore adhérente aux cellules
de I’épithélium de la poche ; entre ces deux plaques, il existe une plaque dite « libre » (fléche) ; c’est celle qui est le plus
souvent prélevée par le clinicien a ’aide d’une curette pour examen au microscopie a contraste de phase ou d’un cone de
papier analyse a I’aide de sondes nucléiques
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ture bactériologique (et probablement virale), il est ap-
paru depuis les 10 a 15 derniéres années que le devenir
des tissus parodontaux profonds (et donc des organes
dentaires) dépend essentiellement de la manicre dont
le systéme immunitaire répond a ces « agresseurs »
(Grave, 2008) (Ford et al., 2010).

On pourrait résumer en disant que le concept prin-
ceps du « modele infectieux » proposé par I’équipe de
S. Socransky et A. Haffajee (Socransky et Haffajee,
1992) s’enrichit aujourd’hui du « modéle inflamma-
toire » (Taylor, 2010) (Dujardin, Charon et Joachim,
2010).

Les différentes flores buccales

La cavité buccale n’est jamais stérile et ne doit jamais
I’étre (Stamatova et Meurman, 2009).

Plus les recherches progressent, plus il apparait que la
flore buccale est extrémement complexe. En effet, plus
de 500 a 700 taxons adhérents a la surface des muqueu-
ses et des structures dentaires, naturelles et artificielles,
ont été identifiés a ce jour (Colombo ef al., 2009).

Du point de vue anatomique, on distingue deux types
de flores présentes a la surface des dents : I'une située
au-dela de la gencive marginale dite « plaque supra-
gingivale » et ’autre située en deca de la gencive
marginale dite « plaque sous-gingivale » (Fig. ). Ces
deux plaques dentaires sont de nature tres différente.
En effet, si la plaque supra-gingivale est essentielle-
ment composée de bactéries aérobies, a Gram positif et
saccharolytiques (i.e. cariogenes), la plaque sous-gin-
givale est surtout composée de bactéries anaérobies, a
Gram négatif et protéolytiques (qui dégradent les pro-
téines, mais pas ou peu le saccharose). Il faut ajouter
qu’au sein du sulcus ou de la poche, on distingue deux
flores sous-gingivales : une flore « libre » non adhé-
rente et une flore adhérente aux cellules épithéliales et
a la surface dentaire (Fig. 2).

Au cours des années 80 et malgré des efforts méritoi-
res, les microbiologistes ne sont pas parvenus a clas-
ser les maladies parodontales en fonction de la nature
du biofilm bactérien (i.e. plaque dentaire). En effet, il
semblerait que chacun de nos patients - sain ou malade



- possede tout ou partie, & des quantités variables, du
catalogue des bactéries identifiées a ce jour (Colombo
et al., 2009). Cependant, depuis la fin des années 90,
I’équipe d’Harvard a proposé de grouper les bactéries
qui composent le biofilm en ensembles - qualifiés de
« Complexes » - de couleurs différentes selon leurs fac-
teurs de virulence et I’ordre dans lequel elles apparais-
sent a la surface des dents (Socransky et al., 1998).
On définit ainsi des complexes « Rouge », « Oran-
ge », « Vert », « Bleu » et « Violet » faisant ainsi la
différence entre une flore compatible (Stamatova et
Meurman, 2009) et une flore non compatible avec la
santé parodontale (Fig. 3). Trois bactéries du complexe
rouge ont mérité une attention particuliére de la part
des laboratoires de recherche. Il s’agit de Porphyro-
monas gingivalis, Tannerella forthysia et Treponema
denticola. Ces bactéries posseédent de trés nombreux
facteurs de virulence de mieux en mieux décrits (Hen-
derson, Ward et Ready, 2010) (Ishihara, 2010) (Jain et
Darveau, 2010) (Shama, 2010) (Nakayama, 2010).
Certaines de ces bactéries possédent des caractéris-
tiques morphologiques et de motilité qui permettent
facilement leur identification au microscope optique
a contraste de phase (Listgarten, Lindhe et Hellden,
1992). D’autres, au contraire, ne peuvent pas étre iden-
tifiées sur la base de ces critéres et font donc appel a
d’autres techniques (voir plus bas).

Au total, chez des patients a risque, il n’est pas sou-
haitable de retrouver ['une ou plusieurs de ces bac-
téries a la surface des organes dentaires (Armitage,
2010). Cependant, leur présence ne représente qu ‘une
des conditions nécessaires pour déclencher des pertes
d’attache (Charon, 2009).

La réponse immunitaire

Lors d’une agression bactériologique, I’organisme met
en place une réaction inflammatoire immédiate - dite
innée - dont la mission est d’éliminer les agents patho-
génes. Cette réaction inflammatoire physiologique re-
présente une nécessité pour garder 1’équilibre entre la
flore et I’hdte.

Le polymorphonucléaire neutrophile représente 1’acteur
principal qui, a travers une série de fonctions chronolo-
giquement définies (adhésion aux cellules endothéliales,
diapédése, chimiotaxie, phagocytose, dégranulation et
bactéricidie), élimine les bactéries pathogenes en respec-
tant la flore compatible avec la santé parodontale (Ryder,
2010) (Fig. 4). Chez les sujets sains, cette réaction in-
flammatoire est soumise a un strict contrdle grace a des
molécules dites « Résolvines » qui permettent sa cessa-
tion active et le retour a 1’équilibre (Serhan, 2008) (Du-
jardin, Charon et Joachim, 2010). En revanche, si la réac-
tion inflammatoire n’est pas contrdlée, elle devient alors
« chronique » et se retourne contre 1’hdte, ce qui peut
conduire a des destructions tissulaires (i.e. pertes d’atta-
che, avec ou sans formation de poches parodontales).
Une deuxiéme phase de la réaction inflammatoire met en
jeu les monocytes (ou macrophages) et les lymphocytes
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Fig. 3 : les complexes de Socransky : les bactéries des complexes bleu, vert et jaune sont compatibles avec la santé parodontale ; ce

sont les plus nombreuses en pourcentage et en nombre absolu ; les bactéries des complexes orange et rouge sont celles qui ne sont pas

compatibles avec la santé parodontale chez les patients a risque ; ce sont les moins nombreuses en pourcentage et en nombre absolu ;
i
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il s’agit principal de Porph lla forthysia et Trep

icola ; d’apres Socransky S.S., Haffajee

A.D., Cugini M.A., Smith C. et Kent R.L. Microbial complexes in subgingival plaque ; J Clin Periodontol 25 : 134 - 144, 1998

Fig. 4 : le polymorphonucléaire humain créviculaire tel qu’il peut étre observé a I'aide de la microscopie électronique & balayage ; on
peut observer (1) une bactérie en cours de phagocytose (2) par un leucocyte a proximité (3) d’une hématie

(Kornman, 2008). Encore une fois, si ces deux cellules
fonctionnent normalement, 1’agresseur sera éliminé et la
réaction cessera, toujours sous I’ influence de résolvines.
Si tel n’est pas le cas, la réaction inflammatoire devient
chronique, des cytokines pro-inflammatoires (notam-
ment les interleukines) sont produites en exces ce qui
déséquilibre I’homéostasie et le métabolisme des tissus
conjonctifs conduisant ainsi aux pertes d’attache plus
ou moins séveres, plus ou moins généralisées (Grave,
2008) (Dujardin, Charon et Joachim, 2010).

Les différents outils de diagnostic
microbiologique

Pendant longtemps, le clinicien n’avait a sa disposition
que le révélateur de plaque pour approcher le « pro-
bléme » de la plaque dentaire. Durant cette époque, son
emploi était justifié puisque le concept était : la pla-
que dentaire est un « ennemi invisible » qui devait étre
¢liminé « totalement », en masse, trois fois par jour,
a ’aide d’un brossage minutieux, strictement mécani-
que, des surfaces dentaires (plus connu sous le nom
d’« hygiéne dentaire »). Selon ce concept dit « non
spécifique » de la plaque dentaire, il était admis que
«laouilyadelaplaque, il y a - ou aura — maladie ».
Jusqu’au début des années 80, 1'utilisation du révéla-
teur de plaque était donc le seul moyen d’apprécier le
niveau d’hygiéne dentaire du patient (appelé a tort la
« motivation »).

Ce moyen rudimentaire d’approche de la microbiologie
possede un certain nombre d’inconvénients. En effet, la
coloration de la plagque ne donne aucune information
sur la nature du biofilm et ne concerne que la plaque
supra-gingivale. D’autre part, I’expérience montre que
les patients abandonnent rapidement son usage parce
qu’il colore les levres, les vétements et les lavabos.
Ajoutons que si le patient n’a été observant que dans les
minutes précédant la consultation, le praticien ne pourra
révéler que la plaque formée de novo. Enfin, lorsqu’il
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En effet, la présence d’oxygene est alors responsable de
la mort des bactéries non compatibles avec la santé pa-
rodontale et interdit donc leur mise en culture. D’autre
part, un nombre non négligeable d’espéces bactérien-
nes ne sont toujours pas cultivables a ce jour. Cepen-
dant, un avantage de cette technique est de permettre la
réalisation d’un antibiogramme en sachant qu’il n’est
pas souvent nécessaire.

Cette technique a donc été, peu a peu, abandonnée en
parodontie clinique compte tenu de ses aspects fasti-

Fig. 5 : le révélateur de plaque en parodontie clinique : on observe que le révélateur de plaque (érythrosine) colore la plaque
supra-gingivale, principalement sur les surfaces dentaires naturelles et moins sur les surfaces prothétiques ; ce sont pourtant
ces derniéres qui, dans ce cas, sont atteintes de pertes d’attache

existe des restaurations prothétiques, le révélateur de
plaque ne fonctionne que médiocrement (Fig. 5).

On voit donc que ['utilisation du révélateur de plaque
ne peut pas représenter une approche moderne de la
microbiologie en parodontie.

Les cultures

La culture des échantillons de plaque a des fins diagnos-
tiques a été la premiére technique employée pour savoir
si la plaque contenait ou non des bactéries pathogenes
(Charon, 2009). Cependant, cette méthode requiert des
techniques rigoureuses de prélévement, de transport et
de culture en conditions anaérobies.

Fig. 6 : les différentes étapes du
prélevement en vue d’un examen

sous le microscope a contraste de
phase : aprés avoir réduit la largeur

de la partie travaillante d’une curette
4R/4L et émoussé ses bords, le

préle de plaque sous-gingival
se fait délicatement au sein de la poche
parodontale ; puis a I’aide d’une sonde
parodontale, on dépose 1’échantillon
sur une lame de verre propre qui est
ensuite recouvert d’une goutte d’eau
(courante) ; une lamelle est ensuite
déposée sur 1’échantillon sur laquelle
le doigt imprime une forte pression
afin d’étaler I’échantillon ; cette
manipulation prend quelques minutes,
examen compris

Fig. 7 : le microscope, sa caméra et
son écran : le microscope est relié a
une caméra numeérique et un moniteur
afin de pouvoir montrer au patient la
nature infectieuse de sa maladie et de
justifier les soins locaux de désinfection
aréaliser par le patient ; s’il est couplé
aun ordinateur il est alors possible
d’archiver les données

Fig. 8 : les différentes bactéries
telles qu’elles sont observées au
microscope a contraste de phase :
sur cette copie de ce qui peut étre
observé sous le microscope a
contraste de phase, on peut voir
des spirochétes et des batonnets
(fleches) (motiles en ’occurrence)

dieux et de son coiit éleve.

Le microscope a contraste de phase

La microscopie optique a été I'un des premiers moyens
de connaitre la composition d’une flore microbienne.
Historiquement au X VII* siécle, un génial marchand de
draps hollandais, Antoni van Leeuwenhoek, inventait le
microscope et observait qu’il existait « autant d’animal-
cules dans la bouche que de sujets dans le royaume ».
Les dessins des bactéries (notamment des spirochétes)
qu’il avait réalisés a cette époque sont toujours valides
aujourd’hui !

Au milieu du XX¢ siécle, un physicien hollandais, Ernike
Frits, invente le microscope a contraste de phase qui per-
met d’observer des organismes vivants sans préparation
(il obtiendra pour ses travaux un Prix Nobel en 1953).
Vers la fin des années 70, le docteur Paul Keyes de 1’Ins-
titut National de Recherche Dentaire (N.I.D.R, Bethes-
da, Maryland, USA) fut le premier a proposer 1’utilisa-
tion du microscope a contraste de phase pour déterminer
la nature de la plaque dentaire (Keyes, Wright et Ho-
ward, 1978). Dans le méme temps, certains chercheurs
en parodontie clinique ont utilisé une modification de
cette technique (i.e. microscope a fond noir) pour vali-
der les résultats des traitements parodontaux (Listgarten,
Lindhe et Hellden, 1978). A cette époque, une trés vive
polémique existait sur la nécessité d’utiliser la micros-
copie a contraste de phase en parodontie clinique.

La technique de prélévement de plaque sous-gingivale
est relativement simple. Il suffit de prélever un échan-
tillon de plaque sous-gingivale a 1’aide d’une curette
dont on aura modifi¢ la partie travaillante (Fig. 6).
L’échantillon est déposé et dispersé entre lame et la-
melle a I’aide d’une goutte d’eau. L’examen se fait im-
médiatement en quelques minutes. Il s’agit donc d’une
manipulation simple, rapide, peu cotteuse et immédia-
te. Il est cependant trés important que I’échantillon soit
étalé en une couche la plus fine possible, faute de quoi
il ne sera pas lisible.

D’autre part, la lecture doit se faire en « scannant »
I’échantillon. Le grossissement sera entre 600 et
800 fois (oculaires de x15 ou x20 et un objectif de x40)
(Fig. 7).

Ajoutons qu’il est possible de montrer au patient sur un
écran la nature de la plaque prélevée ce qui permet de
I’informer sur la nature infectieuse de sa maladie paro-
dontale (ou de montrer que la flore est redevenue com-
patible avec la santé parodontale) (Fig. 8).
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Cependant, la microscopie a contraste de phase pos-
séde des limites. Si elle permet d’observer la motilité
et la morphologie des batonnets motiles, des spirochée-
tes, des vibrions, des parasites, des leucocytes et des
cellules épithéliales (Fig. 9), elle ne peut pas dé-
terminer si certaines bactéries du complexe rouge
(P. gingivalis et T. forthysia) sont présentes ou ab-
sentes. Cependant, il a été montré que les spirochétes
et P. gingivalis cohabitent (Byre et al., 2009). La
présence de spirochétes, trés facilement observables
au microscope, est donc trés fortement synonyme de
la présence de P. gingivalis.

En conclusion, il semble que I’analyse au microscope
a contraste de phase soit le minimum requis en decga
duquel il n’est pas possible d’obtenir des réponses
sur la nature de la flore sous-gingivale.

L’utilisation des sondes nucléiques représente un
progrés incontestable dans le diagnostic microbio-
logique en parodontie clinique.

Tous les organismes vivants nucléés contiennent
dans leur génome certaines séquences d’acides nu-
cléiques spécifiques qui permettent de les distin-
guer les uns des autres. La caractérisation génétique
est basée sur la recherche de séquences spécifiques
de base de ’ARN ribosomal 16S ou de I’ADN. La
succession obtenue aprés séquencage est analysée
par bio-informatique a partir de banques de don-
nées qui recensent la quasi-totalité des séquences
des acides nucléiques des bactéries connues.

Une sonde nucléique est un fragment d’acide nu-
cléique monocaténaire (nucléotide ou oligonucléo-
tide) qui peut s’apparier a des portions d’ADN com-
plémentaires. Les deux brins doivent pouvoir entrer
en contact I’'un avec I’autre et avoir suffisamment
d’homologie pour qu’une molécule bicaténaire sta-
ble soit formée. Cette liaison entre molécules com-
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Fig. 9 : les sondes nucléiques : le kit de prélévement Paro Diagnostic™ de GABA
comprend des cones de papier stériles a laisser en place quelques dizaines de secondes
dans la poche parodontale ; le ou les cone(s) de papier sont ensuite déposés dans un tube
pour étre adressés au laboratoire aux fins d’analyse

Fig. 10 : le test de risque carieux et son utilisation en parodontie clinique : ce test
Vivadent™, originellement prévu pour déterminer le risque carieux, permet de savoir
quelle est la quantité de streptocoques et de lactobacilles présents dans I’échantillon
prélevé ; si ces bactéries sont nombreuses, le risque carieux est majeur, mais le risque
parodontal faible car ces deux bactéries sont antagonistes des bactéries paropathogenes

plémentaires porte le nom de réaction d’hybridation
qui résulte donc de I’appariement de la sonde a une
séquence nucléotidique complémentaire présente
dans 1’échantillon. Pour constituer une sonde, la sé-
quence nucléotidique doit étre couplée a une molé-
cule signal (i.e. marqueur radioactif ou chromogéne
comme la Biotine/Avidine) qui permet de mettre en
évidence la réaction d’hybridation.

Un des avantages majeurs de 1’utilisation des sondes
nucléiques est qu’elles permettent la détection de
bactéries difficiles a cultiver ou a identifier. D’autre
part, les bactéries de 1’échantillon n’ont donc pas
besoin d’étre vivantes. Cette technique permet
également de détecter des bactéries cibles en petit
nombre (1 000, voire moins). La quantité d’acide
nucléique peut étre minime grace aux techniques
de réplication (i.e. PCR en temps réel : Amplifica-
tion en Chaine par Polymérisation). Cependant, les
sondes nucléiques ne sont utilisables que pour la
détection de bactéries connues et pour lesquelles le
laboratoire posseéde les sondes correspondantes aux
bactéries recherchées.

Les principaux tests d’identification des bactéries pa-
rodontopathogenes aujourd’hui disponibles en Fran-
ce sont les tests MicroDent® (Biocentric/Hain™),
Meridol Paro-Diagnostic® (GABA™) et Perio-ana-
lyse® (Pierre Fabre Oral Care/Clinident™).

La technique de prélévement est trés simple car elle
consiste a mettre en place un ou plusieurs cone(s)
de papier stérile(s) dans la poche pendant quelques
dizaines de secondes (Fig. 10). Le cone est ensuite
déposé dans un tube et envoyé par voie postale au
laboratoire choisi. Les résultats parviennent au pra-
ticien dans un délai de 8 a 10 jours.

Selon les recommandations de la Haute Autorité de
Santeé, le diagnostic moléculaire en parodontie cli-
nique ne doit pas étre systéematique. 1l doit se limiter
aux cas de parodontites agressives ou ne répondant
pas au traitement.



Hélas absent du marché francais, le test BANA (acro-
nyme de Benzoyl - DL - arginine - 2 - Naphthylamide)
est un test de diagnostic microbiologique basé sur 1’ob-
servation que P. gingivalis, T. forthysia et T. denticola
produisent des protéases (« Trypsine-Like ») capables
de lyser le substrat BANA (Chan et al., 2010).

Un échantillon de plaque dentaire est appliqué sur une
bandelette, puis placé dans un incubateur pendant cing
minutes. En fonction de la quantité de protéases présen-
tes, la bandelette imprégnée de réactif vire au bleu. Si
au moins ’une des bactéries est présente, le bleu sera
plus ou moins intense. Cependant, si le test est positif, il
n’est pas possible de savoir quelle est (ou quelles sont)
la (ou les) bactérie(s) présente(s) dans 1’échantillon.

Ce test rapide, simple et utilisable au fauteuil pourrait
étre couple a I'utilisation du microscope a contraste de
phase permettant ainsi de diminuer le risque de faux

négatif.

Dans la procédure de détermination du risque carieux,
le praticien utilise un prélevement de plaque qu’il in-
cube pendant 48 heures (Blique, 1997). 1l s’agit dans
ce cas de savoir si ’échantillon contient un nombre
important de Streptococcus mutans et de lactobacilles.
Si le test révele des quantités importantes de ces deux
micro-organismes, le risque carieux est important, mais
peut indiquer en méme temps un risque parodontal
faible (et inversement) (Fig. 10). En effet, il existe un
antagonisme entre les bactéries parodontopathogeénes
(complexe rouge) et les bactéries responsables des 1¢-
sions carieuses.

Conclusion

On voit que le praticien soucieux d’orienter le traite-
ment parodontal et de le rendre plus efficace dispose
de plusieurs moyens actuellement sur le marché. Il est
trés important de dire d’emblée que, si les examens
microbiologiques, quels qu’ils soient, sont nécessaires
a I’établissement d’un diagnostic étiologique, ils ne
peuvent, en aucun cas, représenter le seul critére pour
son établissement. En effet, la microbiologie participe
a la pose du diagnostic étiologique en association avec
les éléments de I’entretien, de I’examen clinique et des
autres examens complémentaires (i.e. radiologie ou
biologie).

Au total et a ce jour, il semble que ['utilisation de la mi-
croscopie a contraste de phase soit le meilleur compro-
mis pour [’analyse de la plaque sous-gingivale en pa-
rodontie clinique en dega de laquelle il n’existe aucune
technique fiable.

L’autre attitude, non éthique, serait de se contenter de
dire : mettons tout le monde sous un protocole anti-in-
fectieux, celles et ceux a qui cela fera du bien ne fera
pas de mal aux autres ! L 4
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