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INTRODUCTION

Nous savons aujourd’hui que les parodontites sont des atteintes infectieuses a
composante inflammatoire provoquant la destruction des tissus de soutien de la dent. Elles
se manifestent par des saignements, une halitose, des mobilités, des migrations dentaires et
des abces.

Elles touchent 50% de la population et sont en étroite relation avec d’autres pathologies
systémiques comme les maladies cardio-vasculaires, le diabete, la polyarthrite rhumatoide,
le VIH, ou I'accouchement prématuré.

On distingue plusieurs types de maladies parodontales : les gingivites (inflammatoire,
médicamenteuse, gravidique, ulcéro-nécrotique), les parodontites chroniques localisées ou
généralisées, les parodontites agressives localisées ou généralisées, les parodontites pré-
pubertaires et les parodontites ulcéro-nécrotiques.

Certains facteurs augmentent significativement le risque parodontal : I'dge, le sexe, les
conditions socio-économiques, le stress, le tabac, les déficiences immunitaires et la
résistance a la carie.

La parodontite est une pathologie multifactorielle complexe qui résulte d’un
déséquilibre entre une infestation microbienne et une réponse immuno-inflammatoire de
I’"hote.

Quatre conditions sont a réunir pour déclencher une parodontite :

- Présence de bactéries virulentes

- Absence de bactéries protectrices rentrant en compétition avec les bactéries

pathogenes

- Défaut du systeme immunitaire de I'hote

- Environnement local compatible avec la croissance des bactéries pathogenes.

L'implication bactérienne dans I'étiopathogénie des maladies parodontales n’est plus a
prouver. Cependant, la présence de bactéries parodonto-pathogénes est nécessaire mais
non suffisante pour développer une parodontite, ce qui nous amene a penser que d’autres
microorganismes joueraient un role dans I'étiologie.

Ainsi, a coté de I'étiologie bactérienne, une prévalence parasitaire et virale a été
explorée par certains auteurs. lls se sont concentrés sur I'étude de deux parasites retrouvés
dans la cavité buccale : Entamoeba Gingivalis et Trichomonas Tenax.

Les connaissances sur la parodonto-pathogénicité parasitaire restent tout de méme tres
floues et limitées a I’heure actuelle. Selon certains, Entamoeba Gingivalis et Trichomonas
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Tenax ne seraient que des parasites commensaux. D’autres, en revanche, seraient en faveur
d’un réle dans I'installation ou la progression des parodontites.

Une meilleure compréhension du role de ces parasites dans les parodontites permettrait
peut-étre de mieux appréhender I'étiopathogénie parodontale et de proposer un traitement
plus adapté en conséquence. En effet, connaitre I'étiologie et le mécanisme pathogénique
d’'une maladie permet d’avoir une meilleure prise en charge thérapeutique avec des
traitements plus ciblés.

Nous allons dans la premiére partie nous intéresser a I'étiologie parodontale sous un
aspect microbiologique, puis dans la deuxieme partie nous présenterons I'étude faisant
I'objet de cette thése.



PARTIE 1

ETIOLOGIE DES MALADIES
PARODONTALES : ASPECTS

MICROBIOLOGIQUES
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1. Etiologie bactérienne

1.1.  Caractéristiques des bactéries

Les bactéries sont des organismes procaryotes unicellulaires de 1 a 10 um.

1.1.1. Paroi

La paroi bactérienne est une structure rigide qui permet de protéger la bactérie de la
forte pression osmotique au sein du cytoplasme et posséde un pouvoir antigénique. Elle
représente 30% du poids de la bactérie.

Elle est composée essentiellement de peptidoglycane, hétéro-polymeére constitué de
chaines glucidiques reliées entre elles par des liaisons peptidiques.

On distingue deux types de paroi, selon la coloration de Gram que I'on abordera plus
loin :

- Paroi des bactéries Gram + :

Elle est composée a 90% de peptidoglycane avec de nombreuses liaisons glucidiques. On
retrouve également des acide teichoiques qui peuvent parfois dépasser la paroi, et des
acides lipoteichoiques qui sont connectés aux lipides de la membrane plasmique.

- Paroi des bactéries Gram - :

Le peptidoglycane représente moins de 20% du poids de la bactérie. La paroi est divisée en
deux structures : la membrane externe et |'espace périplasmique.

La membrane externe est une bicouche phospholipidique. Elle possede des porines
permettant le transport des molécules hydrophiles (comme les antibiotiques), des protéines
permettant le transport des facteurs de croissance et du fer, et des protéines de structure.
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Au sein de cette membrane externe se trouve le Lipopolysaccharide Acide (LPS), une
endotoxine qui se situe parmi les phospholipides. Il est constitué d'un polysaccharide distal
hydrophile appelé O-antigéne situé en extra cellulaire, d'un oligosaccharide "noyau" et d'un
domaine hydrophobe appelé « lipide A » implanté dans la membrane. Celui-ci est la partie
active et reconnue par le systeme immunitaire.

O-antigen
— LPS
Core oligosaccharide Outer
membrane
g g g% Lipid A
ii E E%%} Phospholipid layer
o/ \v— Lipoprotein el

Figure 1: Structure du Lipopolysaccharide Acide

Il est responsable de I'activation de la réponse inflammatoire de I’"h6te en provoquant
I'augmentation de la synthese de cytokines pro-inflammatoires, et bloque I'ostéogénése.

En effet, il est reconnu par le complexe de récepteurs TLR4-CD14, exprimé par les
lymphocytes, les macrophages, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Il provoque alors
une cascade de réactions enzymatiques, qui libérent des cytokines pro-inflammatoires : TNF
a, interleukine-1R, interleukine-6, interleukine 8, prostaglandines, PAF 1 (facteur d’activation
plaquettaire). (1)

Il inhibe également la E-selectine qui est exprimée a la surface des cellules endothéliales,
bloquant ainsi I'adhérence des leucocytes sur les cellules endothéliales.(2)

De plus, le LPS induit une autophagie mitochondriale des fibroblastes.(3)
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1.1.2. Membrane plasmique et éléments intra-cytoplasmiques

La membrane plasmique est composée de protéines entourée d’une bicouche
phospholipidique. Elle a un r6le d’échange de métabolites grace aux perméases et de
production d’ATP. Elle sert également de fixation aux flagelles.

Dans le cytoplasme, nous trouvons :

- Ribosomes divisés en deux sous unités, il contient I’ARN ribosomal et des protéines
ribosomales, il a un role dans la synthése des protéines

- Appareil nucléaire (nucléoide)

- Réserves organiques, propres a chaque groupe bactérien.

1.1.3. Eléments inconstants

- Flagelles:

IIs ont un role dans la mobilité, le chimiotactisme et d’antigénicité permettant I'identification
de la bactérie.

- Fimbriae:

Il s’agit d’'une excroissance filamenteuse localisée au niveau de la membrane externe de
certaines bactéries Gram négatives. Il joue un réle dans I'adhésion des bactéries aux cellules
épithéliales de I’'h6te et dans la virulence de certaines bactéries.

- Capsule

La capsule est une structure polysaccharidique entourant la paroi des bactéries Gram
négatives. Elle empéche la phagocytose des bactéries, et favorise I'adhésion.

- Glycocalyx

Il s’agit d’une enveloppe polysaccharidique a la surface de la bactérie qui favorise son
adhésion aux cellules de I’'h6te et qui la rend résistante aux antiseptiques et antibiotiques.

- Spores

Certaines bactéries, comme les Bacilles, peuvent former des endo-spores lorsque
I’environnement devient pauvre en éléments nutritifs. Ce sont des formes inactives et non
pathogenes de la bactérie hautement résistantes aux variations de températures et aux
agents chimiques, comme les antiseptiques ou antibiotiques. Cependant, lorsque
I'environnement devient a nouveau favorable, ces spores redonnent naissance a des
bactéries identiques.
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1.2.  Classification des bactéries

En microbiologie médicale, les principales classifications sont :

1.2.1. Forme
- Cocci (sphérique) pouvant étre en chaine ou en amas
- Bacille (forme allongée en batonnet)

- Coccobacille (ovale)

- Filamenteuse

- Spiralée

- Vibrion (incurvée)

1.2.2. Coloration de Gram

Cette coloration a été mise au point par Hans Christian Gram en 1884. Elle permet de
distinguer les deux types de parois bactériennes, celles-ci ayant une grande influence sur le
pouvoir infectieux et la sensibilité aux antibiotiques des bactéries.

Les bactéries Gram positives résistent a la décoloration du violet de Gentiane par
I'alcool et donc apparaissent violettes au microscope.

En revanche, les bactéries Gram négatives, par la haute teneur en lipide de leur paroi,
laissent passer l'alcool et sont donc décolorées. Elles apparaissent rose pale aprés
recoloration a la safranine.

1.2.3. Mode respiratoire

- Aérobie strict : ne peut vivre qu’en présence d’oxygene

- Micro-aérophile : croissance optimale dans un milieu ol la concentration en oxygene est
inférieure a la concentration atmosphérique

- Capnophile : croissance optimale dans un milieu enrichi en CO,.
- Facultatif : peut utiliser les différent modes respiratoires

- Anaérobie strict : ne peut vivre qu’en I'absence d’oxygene.
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1.3.  Criteres de pathogénicité

Les pathologies infectieuses mono-microbiennes s’expliquent en principe selon les
postulats de Koch. Les parodontites, en revanche, sont des infections poly-microbiennes ou
rentrent en jeu une vingtaine de bactéries, ainsi que des agents infectieux non bactériens.

Socransky a donc révisé ces critéres afin qu’ils correspondent au modele infectieux de
la maladie parodontale.

Postulat n°1 : ASSOCIATION :
L’agent étiologique doit étre présent au niveau des sites malades, et absent ou présent en

moindre proportion dans les sites sains.

Postulat n°2 : ELIMINATION :
L’élimination de I'agent pathogéne entraine une rémission des signes cliniques.

Postulat n°3 : REPONSE IMMUNITAIRE DE L'HOTE
L’agent pathogéne entraine une réponse immunitaire de I’hote.

Postulat n°4 : PATHOGENICITE CHEZ L'ANIMAL :
L’agent pathogéne est capable d’induire des Iésions chez I'animal.

Postulat n°5 : MECANISME DE PATHOGENICITE
L’agent pathogéne doit pouvoir se multiplier, envahir I’hdte, et/ou produire des facteurs

de virulence ayant un rdle dans I'adhérence, la croissance/multiplication, le
contournement des défenses de I’hote et la destruction tissulaire.

Figure 2 : Postulats de Koch révisés par Socransky, 1992 (4)

Les bactéries doivent répondre a ces cing critéres pour étre considérées comme
parodonto-pathogénes.



22

1.4. Bactéries parodonto-pathogénes

Nous allons aborder dans ce chapitre les principales bactéries parodonto -pathogénes
retrouvées dans les poches parodontales.

1.4.1. Porphyromonas gingivalis

Cette bactérie est I'agent pathogéne majeur des parodontites, tant par sa prévalence
élevée dans les poches parodontale (85.75 %), que par les facteurs de virulences qu’elle
possede. (4)

C'est un bacille Gram négatif, assacharolytique et non mobile. La pigmentation est
noire aprés 6 a 10 jours d’incubation sur une gélose au sang, ceci étant di a I'agrégation de
I’'héme a la surface cellulaire. Elle mesure 0,5-0,8 x 1,0-3,5 um.Elle est anaérobie stricte mais
peut supporter un certain taux d’oxygéne, grace a la capacité de sa superoxyde dismutase a
éliminer les molécules d’oxygene libérées par les polynucléaires neutrophiles.(5)

A la lumiére ultraviolette, elle ne devient pas fluorescente, contrairement a
Prévotella Intermedia. Elle est identifiable grace a la non fermentation des sucres, a
I'agglutination des érythrocytes, a I'labsence de production de catalase et a la positivité au
test BANA (présence d’'une enzyme pseudo-trypsine qui hydrolyse le substrat benzoyl-DL-
arginine-B-naphtyl-amine).(6)

Sa survie dans les poches parodontales est possible grace a la fermentation d’acides
aminés. Le fer est également un élément indispensable a sa croissance.

Nous la retrouvons rarement dans les parodonties juvéniles localisées mais tres
fréguemment dans les parodontites généralisées.
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Figure 3 : Colonie de Porphyromonas Gingivalis a pigmentation noire sur gélose au sang

F%’**‘

Figure 4 : Porphyromonas Gingivalis observé sous microscope optique grossissement x100

Facteurs de virulence de Porphyromonas gingivalis

Le pouvoir pathogene d’une bactérie dépend de sa capacité a produire des facteurs
de virulence contre I'hote. Ces facteurs peuvent concerner l'adhésion de la cellule
bactérienne aux autres bactéries et aux cellules de I'h6te, la multiplication et la croissance
de la bactérie, la destruction tissulaire directe et indirecte, et le contournement du systéeme
immunitaire de I’h6te.
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- Fimbriae

Le fimbriae possede des adhésines permettant I'adhérence de la bactérie aux molécules
salivaires (protéines et glycoprotéines riches en proline), aux cellules épithéliales, au
fibrinogéne, a la fibronectine, a la lactoferrine, et aux autres bactéries.(7)

Le fimbriae joue également un réle dans la réponse inflammatoire. En effet il favorise la
production de TNFa, IL 1B, IL 6 et IL 8 par les monocytes, grace a une stimulation de la
protéine Toll Like et du complément CD14. De plus, il inhibe la production d’IL 12 et d’IFNy,
ce qui diminue I'activité bactéricide des macrophages.

Il existe deux types de fimbriae a la surface de Porphyromonas Gingivalis selon I'expression
protéinique a sa surface cellulaire : le premier possede une sous unité protéinique appelée
FimA (ou fimbrilline), codé par le géne fimA, aussi appelé fimbriae long. Le second, moins
étudié, est appelé fimbriae court. Il posséde une sous unité protéinique appelé mfal codée
par le gene mfal. Ces deux types ont une antigénicité distincte.

Il existe 6 types de long fimbriae selon des variations nucléotidiques: de | a V et Ib, le
génotype Il étant le plus virulent (plus grande capacité d’adhésion et d’invasion des cellules
épithéliales) et le | le moins virulent.

Figure 5 : Fimbriae sous microscope a contraste de phase, La fleche montre les fimbriae,
appendices filamenteux sur la surface de la membrane externe.
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- Capsule

Une souche de Porphyromonas Gingivalis non encapsulée a un taux de phagocytose par les
macrophages 4,5 fois plus élevé que la souche encapsulée. (8)

Porphyromonas Gingivalis encapsulée peut moduler I'expression des cytokines.

Elle participe a la coaggrégation avec Fusobacterium Nucleatum.

- Protéinases

Les protéinases les plus importantes sont les gingipaines. Elles font parties de la famille des
cystéines protéinases. Elles clivent des substrats de protéine et de peptide apres des résidus
d'arginine (gingipaine R avec deux types, RgpA et RgpB) et de lysine (gingipaine K). Elles
représentent 85% de I'activité protéolytique extracellulaire de Porphyromonas gingivalis.

Elles dégradent les composants de la matrice extra cellulaire, le fibrinogéne, les
immunoglobulines, les cytokines et I’hémoglobine, cette derniére propriété permettant
d’apporter les éléments de croissance a la bactérie.

Elles dégradent également les a-défensines dérivées des neutrophiles, les facteurs du
complément tels que C3 et C4, les récepteurs des lymphocytes T tels que CD2, CD4 et CDS8.
Elles inhibent donc I'activité bactéricide de I’hote.

La gingipaine R posséde quatre domaines hémagluttinine/adhésine ce qui lui confére des
propriétés d’adhésion aux cellules épithéliales et aux fibroblastes.(9)

Une étude récente a montré que les gingipaines étaient responsables d’une production
diminuée de CD14 par les macrophages.(10)

D’autres protéinases jouent un réle dans la virulence de la bactérie.

C’est le cas de I’hémolysine (gingivaine), une cystéine protéinase qui lyse les érythrocytes et
permet donc la libération de fer nécessaire a la bactérie, et de I’X propyl Dipeptidyl
peptidase qui permet d’apporter les acides aminés essentiels a sa survie.

- Lipopolysaccharide

Nous avons vu précédemment que le LPS était capable d’activer le systéme immunitaire de
I’h6te en provoquant I'augmentation de cytokines pro-inflammatoire. Il est aussi capable
bloquer I'ostéogénése et donc d’empécher la régénération du parodonte.
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- Vésicules

Toutes les souches de Porphyromonas gingivalis possédent des vésicules provenant de la
membrane externe. Elles ont été découvertes en 1985 par William GD. Ces vésicules ont des
propriétés similaires a leur bactérie parente car elles possedent tous les facteurs de
virulence de la bactérie. Elles permettent d’étendre la pathogénicité bactérienne vers des
zones plus éloignées. Elles mesurent environ 50 nm.

Elles interagissent avec la Chlorhexidine, fonctionnant comme un leurre et protegent la
bactérie de I'antiseptique. (11)

200nm

Figure 6 : Vésicules de Porphyromonas Gingivalis au microscope électronique a transmission.
(11)

Enfin, Porphyromonas Gingivalis est capable de s’internaliser dans les cellules hbtes
et de survivre en bloquant I'apoptose et en provoquant I'autophagie des protéines de celle-
ci. Le mécanisme d’internalisation est cependant encore flou a I’'heure actuelle.

1.4.2. Tannerella forsythia

Tannerella Forsythia a été décrite pour la premiere fois en 1986 par Tanner et al. sous
le nom de Bacteroide forsythus.(12)

C’est une bactérie a Gram négatif anaérobie stricte asacharolytique faisant partie de
la famille des bactéroides. Elle se nourrit de peptides et d’acides aminés. Elle est positive au
test BANA (posséde une enzyme pseudo trypsine).

Elle répond a tous les critéres de Socransky. Elle est retrouvée en plus grande
guantité dans les sites atteints de gingivite et de parodontite chronique ou agressive.
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C’est une bactérie peu étudiée en raison de sa difficulté de culture.

Figure 9 : Tannerella forsythia au microscope électronique(14)
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Facteurs de virulence :

- Trypsin like protéine
C’est une enzyme clivant des protéines et permettant ainsi la croissance de la bactérie.(13)
- Glycosidases

Elles sont capables d’hydrolyser des oligosaccharides et des protéoglycanes, ce qui provoque
une destruction du parodonte et un apport de nutriments essentiels a la survie de
Tannerella Forsythia.(14)

- Composant de la couche S

La couche S est une couche superficielle composée de deux glycoprotéines. D’aprés les
études, elle favorise I'adhérence de la bactérie, induit une réponse immunitaire, a une
activité hémagglutinine et provoque des abces chez la souris. Elle joue également un réle
important dans la coaggrégation bactérienne. (15,16)

- BSpA protéine riche en leucine

Cette protéine joue un réle dans les interactions inter-bactériennes et dans la libération des
cytokines pro-inflammatoires par I'intermédiaire de la voie TLR-2.(17)

- Lipoprotéines de surface

Ces lipoprotéines provoquent la libération des cytokines pro-inflammatoires et I'apoptose
des fibroblastes, des cellules épithéliales et des monocytes.(18)

- PrtH protéase

C’est une enzyme qui permet le détachement de la bactérie du substrat, et qui augmente la
production d’IL-8. Des études ont montré une corrélation entre le taux élevé de PrtH et
I'importance de la perte d’attache.(19)
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1.4.3. Tremonema denticola

Treponema denticola est une bactérie Gram négative anaérobie, qui fait partie de la
famille des spirochétes. Elle fait partie des huit espéces de Treponema retrouvées dans la
cavité orale.

Elle a une forme spiralée et mesure 5-20 um x 0,1-0,5 pum.

Sa motilité se fait grace a quatre endo-flagelles formés de deux faisceaux qui se
localisent dans l'espace péri plasmique, entre la membrane interne et externe, et qui
s’étendent sur les deux tiers de la cellule.

Elle joue un réle important principalement dans la gingivite ulcéro-nécrotique, les
péri coronarites aigues et la parodontite chronique.

Elle est se localise dans les poches parodontales profondes et est trés fréquemment
associée a Porphyromonas gingivalis et Tannerella forsythia. En effet, elle peut transporter
ces deux autres bactéries du complexe rouge grace a sa motilité : c’est le phénomene du
« piggy back ».

Figure 10 : (A) Treponema denticola sur microscope électronique a transmission. Les fléeches
montrent les faisceaux d’endo-flagelles.

Figure 11 : (B) Micrographies électronique Treponema denticola
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Facteurs de virulence :

- Protéines participant a 'adhérence

Nous retrouvons la Leucin Rich Repeat Protein (Lrra), la Major Outer Sheath protein (Msp) et
I’Ortholog of oligopeptide transporter unit (OppA).

Ce sont des adhésines permettant I'adhésion de la bactérie a la matrice extracellulaire de
I’hote et aux cellules épithéliales.

La Lrra interagit avec la Leucin Rich Repeat Protein (BspA) de Tannerella Forsythia,
coaggrégant ainsi avec elle. (20)

La Msp est une protéine qui se lie a la fibronectine et a la laminine afin d’adhérer aux
fibroblastes. Elle se localise principalement dans I'espace périplasmique.

Elle active également le systeme immunitaire par le biais de la voie TLR2 et perturbe le
cytosquelette des fibroblastes.

L’OppA participe a 'adhésion de la bactérie mais n’est pas nécessaire a la liaison de celle-ci
aux cellules de I’hote.

- Dentilisine

C’'est une protéase capable de dégrader les immunoglobulines, certains récepteurs
membranaires, les protéines du complément et les cytokines pro-inflammatoires (IL-1,
TNFa, IL-6, IL-8).

Elle dégraderait les protéines d’agrégation intercellulaires épithéliales et permettrait ainsi la
pénétration de Treponema Denticola a travers la barriere épithéliale. (21)

Elle s’associe avec la protéase chymotrypsin-like pour dégrader le fibrinogene, ce qui
empéche la réparation cellulaire, perturbe I’hémostase et donc augmente le
saignement.(22)

Elle permet également la coaggrégation avec Porphyromonas Gingivalis en interagissant
avec le long fimbriae.

- Cystalisine
C’est une protéine capable de lyser les érythrocytes

Treponema Denticola est résistante a I'action des défencines 1 et 2 produites par
I"hote.(23)
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1.4.4. Prevotella intermedia

Figure 12: Prevotella intermedia sur gélose au sang

Prevotella intermedia est une bactérie non motile, Gram négative, anaérobie a
pigmentation noire sur gélose. On la retrouve surtout lors de gingivite ulcéro-nécrotique. Elle
est résistante aux pénicillines et produit des Blactamases.

Le genre Prevotella comprend plus de 40 espéces. Il est responsable d’infections
génito-urinaires, et d’infection de la peau et des tissus mous suite a des morsures.

Figure 13 : Prevotella intermedia au microscope électronique (Takeshi Yamanaka)

Le facteur de virulence principal associé a cette bactérie est I'Interpain A, une
protéinase capable de dégrader le complément C3. (24)
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1.4.5. Actinobacillus actinomicetemcomitans

Actinobacillus Actinomycetemcomitans (Aa) est une bactérie bacille non motile Gram
négative, micro-aérophile, capnophile, nécessitant 5 a 10% de CO2 pour survivre. Elle
mesure 0.4-0.1 um x 0.1-0.4 pum.

Les colonies d’Aa ont une forme d’étoile irréguliere a centre opaque sur gélose au
sang cuit (chocolat) et mesurent 0.5mm apres 24h et 1 a 2 mm apres 48h.

Elle est identifiable par sa capacité a produire de l'acide a partir du glucose, du
fructose et du maltose mais pas de I'arabinose, du cellobiose, du mélibiose, du melizitose, de
la salicine et du sorbitol. Elle présente une catalase mais pas d’oxydase, d’uréase, d’ornithine
et d’indole. Elle réduit les nitrates et produit la phosphatase alcaline.

Elle est joue un role important dans la parodontite juvénile localisée ainsi que dans la
parodontite agressive localisée.

La virulence d’Aa varie en fonction des 7 sérotypes clonaux, le génotype JP2 du
sérotype b étant le plus virulent. Ces sérotypes (propriété antigénique permettant
d’identifier une bactérie) sont identifiés grace a I'O-polysaccharide du lipopolysaccharide.

Figure 14 : Structure en étoile d’Aa (Jeffrey B. Kaplan)

Aa possede de nombreux facteurs de virulence, ce qui en fait une des bactéries les
plus pathogénes des maladies parodontales. Comme d’autres bactéries, elle posséde comme
facteur de virulence des vésicules, un lipopolysaccharide, des protéines de la membrane
externe, des protéases et des adhésines (Aae, omp 100).

D’autres facteurs de virulence sont plus spécifiques a cette bactérie : Cytotoxine,
Antigéne de la capsule polysaccharidique, Leucotoxine A, Omp 34 protéine Fc.
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La leucotoxine A altere les leucocytes, les lymphocytes et les érythrocytes. Elle
provoque également une résorption osseuse en activant les ostéoclastes.

La cytotoxine (Cytolethal distending toxin) entraine I'arrét en phase GO/G1 et G2/M
des lymphocytes T, des macrophages et des cellules épithéliales. (25)

Elle provoque également I'augmentation d’IFNy, d’IL 1B, IL-6 et IL-8, et 'apoptose des
macrophages. (26)

1.4.6. Fusobacterium

Fusobacterium est un bacille anaérobie strict, Gram négatif appartenant a la famille des
bactéroidacae. Son énergie provient de la fermentation d’acides aminés.

Elle est classée en cing sous-espéces (nucleatum, polymorphum, vincentii, animalis et
fusiforme).

Fusobactérium a été retrouvé lors d’infections materno-foetale ou d’infection du cerveau.

C’est une espéce trés fréquemment retrouvée lors de gingivites, parodontites chroniques et
agressives. Elle est considérée comme parodonto-pathogéne non majeur par sa capacité
d’adhérence et au recrutement des bactéries parodonto-pathogénes majeures
(Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola).

Fusobacterium nucleatum sert également de pont aux autres bactéries pour la colonisation
des sites.(27)

Figure 15 : Fusobacterium Nucleatum sur gélose au sang



Figure 17 : Fusobactérium au microscope électronique. (B) et (C) les fleches montrent la
membrane externe (OM), I'espace périplasmique (P) et la membrane interne (CM).

Il joue un réle dans I'adhésion et dans I'exacerbation de la réponse immunitaire de
I'hote.
Il possede des adhésines (fap 2, rad D, aid1, fad A) qui lui permettent de se lier : aux

cellules épithéliales, aux polymorphonucléaires neutrophiles, aux monocytes, érythrocytes,
fibroblastes, aux immunoglobulines et a la matrice extracellulaire.(28)

Fad A, en plus de sa capacité d‘adhésion, entraine I'apoptose des lymphocytes et une

augmentation des IL 6, IL-8 et TNFa.
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1.4.7. Campylobacter

Figure 18 : Campylobacter rectus au microscope électronique, la fleche montre le flagelle
(Nadeem Omar Kaakoush and Hazel Marjory Mitchell, School of Biotechnology and
Biomolecular Sciences, The University of New South Wales, Sydney, NSW, Australia)

Campylobacter est une bactérie spiralée Gram négative, anaérobie, asaccharolytique,
motile grace a un seul flagelle unipolaire qui lui permet de se mouvoir jusqu’a I'espace sous
gingival. Elle utilise I'hydrogéne comme source d’énergie.

Le genre campylobacter est la principale cause des gastro-entérites, il possede 45
espéces. Les especes rencontrées lors de parodontites sont C.concisus, C.curvus, C. rectus, C.

showae, C.gracilis.

D’aprés une étude réalisée sur 1654 patients atteints de parodontites,

Campylobacter serait retrouvé chez 80 % de ces patients.(29)

Elle produit une leucotoxine semblable a celle d’A.actinomycetemcomitans.(30)

1.4.8. Peptostreptococcus micro

C’est une coque anaérobie a Gram positif. Cette espéce est connue pour provoquer
des infections extra orales. Elle a une forme de coque et mesure entre 0,5 et 1,2 um.

Sa prévalence augmente chez les patients atteints de parodontite chronique.(31)
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1.4.9. Eikenella corrodens

Eikenella corrodens est une bactérie bacille capnophile a Gram négatif non
glucidolytique. Elle mesure 0,3-0,4 um x 1,5-4 um. C’est une bactérie que l'on retrouve
également dans la flore digestive et génitale et serait responsable, en association avec
d’autres bactéries, d’abces cérébraux, thyroidiens, de sinusites, d’ethmoidites ou
d’infections oculaires.

Elle est visible sur gélose au sang au bout de 2-3 jours et provoque une légére
dépression de celle-ci. La colonie, mesurant 0.5-1mm de diamétre, est rugueuse et convexe.
Un halo verdatre peut se former en périphérie. On remarque une odeur de javel de la
culture. (32)

Elle est résistante a la clindamycine et au métronidazole, mais sensible aux
macrolides et aminosides.

1.5. Interactions bactériennes

A la surface des tissus dentaires et parodontaux, les bactéries s’organisent en biofilm.
Cest une communauté ordonnée bactérienne au sein d'une  matrice
intercellulaire composée de polysaccharides, de protéines, d’acides nucléiques, d’agents
tensioactifs, de lipides, de glycolipides et de cations, la plupart étant produits par les
bactéries. (33)

Au sein de ce biofilm, elles interagissent et adhérent entre elles et aux tissus
environnementaux.

Les bactéries pionnieres du biofilm sont des bactéries Gram positif (Streptococcus sp,
Actinomyces sp). Elles adherent a la pellicule exogene acquise composée de protéines
salivaires et forment la plaque dentaire.

Ces bactéries servent de support aux bactéries colonisatrices secondaires qui sont
responsables de l'initiation et de la progression de la maladie parodontale. En effet, elles
créent une nouvelle surface pour la colonisation bactérienne, modifient I’environnement
local par leur activité métabolique et provoque des conditions propices a la survie des
bactéries colonisatrices secondaires, comme un taux d’oxygene diminué.

Fusobactérium est une bactérie trés importante dans le processus d’initiation de la
parodontite, car il a une capacité d’adhérence aux bactéries pionniéres ainsi qu’aux
bactéries parodonto-pathogenes majeures. |l sert de pont entre ces deux types de bactéries.
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Les bactéries colonisatrices secondaires ont une capacité d’adhérence aux cellules
épithéliales et aux autres bactéries, essentiellement grace a des adhésines. Différentes
espéces adherent entre elles, on parle de coaggrégation, ou d’adhérence bactérienne
hétérotypique.

Les interactions bactériennes sont également de nature nutritionnelle, grace a des
signaux moléculaires qui permettent la croissance des especes et leur régulation face aux
changements environnementaux.(34,35). Ces interactions sont possibles grace a des canaux
circulatoires au sein du biofilm allant des couches bactériennes superficielles aux plus
profondes.

Interactions et adhérence bactériennes sur la surface dentaire

< <7 : récepteur 3 adhésine
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Figure 19 : Organisation du biofilm oral
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1.6. Complexes bactériens

Chaque type et stade de parodontite sont liés a la présence de groupe particulier de
bactéries.

Socransky les a classé en complexes, selon leurs affinités (36). En effet, lorsqu’on
détecte une bactérie appartenant a un complexe, il est trés probable que les autres
bactéries du méme complexe soient présentes elles aussi dans le méme site.

Espéces bactériennes Complexe de Socransky




Steptococcus :

- S. gordonii Jaune
- S.intermedius
- S.mitis/oralis

- S.sanguinis

Aggregatibacter actinomycetemcomitans
sérotype b

Selenomonas noxia
Non groupable

Actinomyces naeslundii espéce génomique 2

Figure 20 : classification des bactéries en complexes selon Socransky

Au sein de ces complexes, les bactéries cooperent entre elles afin d’exprimer leur
pouvoir pathogéne et avoir une action coordonnée. En effet, chaque bactérie prise
isolément a un pouvoir pathogéne minime.
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Il peut également y avoir des interactions entre les complexes. Ainsi, les especes du
complexe rouge interagissent avec celles du complexe orange, et celles du complexe vert
interagissent avec celles du complexe jaune.

Les complexes vert et jaune sont considérés comme compatibles avec la santé
parodontale. Ce sont principalement des cocci et des batonnets Gram positifs.

Les bactéries du complexe pourpre et bleu sont des bactéries pionniéres du biofilm,
elles rendent I'environnement favorable aux bactéries parodonto-pathogéne, a savoir le
complexe orange et rouge. Ce sont des coques Gram négatifs, filaments Gram positif et
bacilles Gram négatifs.

Les bactéries non groupables, en particulier Aggregatibacter actinomycetemcomitans
sérotype b, sont parodonto-pathogenes et sont retrouvées principalement dans les
parodontites juvéniles.

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola et Tannerella Forsythia sont
retrouvées dans le complexe rouge. Ce sont les bactéries les plus virulentes dans les
maladies parodontales. C'est ce complexe qui est le plus retrouvé dans les poches
profondes, suivi du complexe orange. Ce sont toutes des bactéries Gram négatifs. La forme
est de type bacille ou spirochéte.
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2. Etiologie virale

La présence des bactéries parodonto-pathogénes est nécessaire mais non suffisante
pour le déclenchement de la parodontite. Le mode imprévisible de son évolution, sa
situation localisée ou généralisée ainsi que son caractére réfractaire dans certains cas nous
amene a réfléchir sur une autre étiologie, qui mettrait en jeu des microorganismes non
bactériens, comme les virus et les parasites.

Ces dernieres années, plusieurs études ont suggéré que des virus comme le virus
d’Epstein-Barr, I’Herpes simplex virus et le Cytomégalovirus (CMV), tous faisant partis de la
famille des herpes virus, pouvaient jouer un role dans les maladies parodontales. Selon deux
méta-analyses, la majorité des études montre que leur prévalence augmente dans les cas
d’infection parodontale.(37,38)

[.Saygun a montré dans une étude que le Cytomégalovirus et le virus d’Epstein-Barr
étaient corrélés quantitativement avec certaines bactéries parodonto-pathogenes, en
particulier Porphyromonas Gingivalis et Tannerella Forsythia.(39)

Plusieurs hypotheéses sur la pathogénie ont été avancées : (40)

- Effet cytotoxique sur les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules endothéliales et les
ostéoblastes

- Altération des PolyMorphonucléaires Neutrophiles (PMN), des macrophages et des
lymphocytes, ce qui facilite I'envahissement tissulaire des bactéries

- Expression d’une protéine agissant comme récepteur pour I'adhésion des bactéries(41)

- Immunosuppression et diminution de I'activation du Complexe Majeur d’Histocompatibilité
(CMH) de classe I.

- Augmentation par le CMV de la production d’IL-1B, de l'interféron a et du TNFa par les
macrophages (42)

- Modification de la réponse inflammatoire par libération de cytokines.

Ils pourraient donc agir en synergie avec les bactéries parodonto-pathogenes et les aider
dans la destruction tissulaire et donc dans la progression de la parodontite.
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3. Etiologie parasitaire

Un parasite est un étre unicellulaire eucaryote qui vit au dépend d’'un hote a la
surface ou a 'intérieur, et qui créer un état pathologique chez celui-ci.

Plusieurs publications ont suggérées que la maladie parodontale serait, en plus d’'une
infection bactérienne, une infection parasitaire (ou parasitose) dans laquelle deux parasites
protozoaires seraient concernés. Ce sont des organismes micro-aérophiles dont Ia
transmission se ferait par contact oral.

3.1. Entamoeba gingivalis

3.1.1. Morphologie

Entamoeba gingivalis est un parasite découvert par Gros en 1849. Il fait partie du
genre Entamoeba regroupant 6 especes: histolytica, hartmanii, coli, dispar, polecki et
gingivalis. Seule I'espéce histolytica est pathogéne envers ’lhomme.

Il fait partie du groupe des protozoaires amibes (ou rhizopodes). On le retrouve dans
la cavité buccale mais il a également été identifié dans une étude sur les abcés
pulmonaires.(43)

Il mesure 12 a 25 um de diametre et existe seulement sous forme trophozoite (forme
végétative permettant la nutrition et donc la croissance du parasite) sans forme kystique
(forme immobile avec une paroi permettant la résistance face au milieu extérieur),
contrairement a I'autre espéce Entamoeba Histolytica.

I ne possede ni appareil de Golgi ni mitochondries. La nutrition se fait par
phagocytose et pinocytose.

Le noyau est unique, avec une chromatine périphérique et un caryosome central. On
retrouve dans le cytoplasme des vacuoles digestives permettant, aprés phagocytose, de
digérer des lymphocytes, polynucléaires, bactéries et hématies, ce qui peut lui conférer un
aspect granuleux au microscope. (44)

Il se déplace grace a une émission de pseudopodes, due a la déformation de la
membrane plasmique.

La reproduction est asexuée, par scission binaire (division du noyau puis du
cytoplasme). (45)

Selon I'étude de Cembranelli, Entamoeba Gingivalis posséderait des variabilités intra-
génétique de la sous unité ribosomale 18s, ce qui le différencierait en 3 sous espeéces.(46)
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Cette variabilité génétique est divisée en deux groupes : C (trois nucléotides variants) et E,
H14, H57 (polymorphisme nucléotidique unique).

56  Entamoeba nuttalli GY4 (AB749447) ~
100 | eptamoeba histolyticaHM-1:IMSS (X56991)
i Entamoeba dispar(X49256)
o7 g Entamoeba ecuadoriensis EC (DQ286373)

Entamoeba moshkovskii Laredo (AF149906)

38
40

Entamoeba bovis Sheep310 (FNGG6250)

Ei ba equi Aberystwyth (DQ286371)
Entamoeba insolitaNIH:1192:1 (AF 149909)

86 = Entamoeba ranarumNIH:1092:1 (AF149908)

100 L Entamoeba invadens IP-1{AF149905)

88 Entamoeba hartmanni 162-2005 (AF149907)

47 Entamoeba terrapine M (AF149910)
e Entamoeba suis HUE (DQ286372)

Entamoeba gingivalis C (KF250433)

55 100 Entamoeba gingivalis ATCC-30927 (D28490)

100
Entamoeba gingivalis H57 (KF250436)
63
Entamoeba gingivalis H14 (KF250435)
51

Entamoeba gingivalis E (KF250434)

r Entamoeba colilH:96/135 (AF149914)

100 L Entamoeba muris (FN396613)
Entamoeba chattoniNIH:0191:1(AF149912)
Entamoeba poleckiNIH:1293:1 (AF149913)

100
88 Entamoeba struthionis (AJ566411)

Outgroup
Acanthamoeba castellaniiMa ATCC 50370 (U07414)

Figure 21 : Relation phylogénétique d’Entamoeba Gingivalis chez des patients atteints de
HIV, Sibeli B. S. Cembranelli, 2013 (46)

3.1.2. Potentielle pathogénicité

Plusieurs hypothéses ont été avancées quant a la pathogénicité d’Entamoeba
Gingivalis, principalement basées sur la ressemblance avec Entamoeba Histolytica.(47)

Entamoeba Histolytica est I'agent causal avéré de I'amibiase. Il est sous forme
kystique lors de I'infestation, mais non pathogéne. Le porteur est sain mais contagieux.

Il devient pathogéne lors d’une modification de la flore bactérienne et du systéme
immunitaire de I'h6te, telle que I'augmentation de production d’immunoglobulines. Il est
sous forme trophozoite a ce stade-la, tout comme Entamoeba Gingivalis.

Il est cytotoxique envers les polynucléaires neutrophiles, les lymphocytes T et les
macrophages. |l provoque, apres avoir adhéré a la cellule cible, une augmentation soudaine
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de calcium dans celle-ci, une déphosphorylation, et enfin une activation de I'apoptose. Cela
créer des lésions ulcérées et une nécrose des tissus. Il n’y a cependant pas de contagion car il
n’y a pas de forme kystique.

Ce parasite a une capacité d’adhérence aux cellules de la muqueuse du colon grace a
la lectine. Il a une activité cytolytique et possede des cystéines protéases responsable de la
destruction tissulaire et de I’échappement au systeme immunitaire.

Afin d’échapper au systeme immunitaire, il possede aussi des phosphoglycanes et des
phosphopeptidoglycane a sa surface qui induit une inflammation par la reconnaissance de
ceux-ci par les récepteurs Toll-like. D’autres enzymes, comme la superoxyde dismutase ou la
L-arginase, participent également a ce contournement du systéme immunitaire.(48)

Entamoeba Histolytica et Entamoeba Gingivalis semblent trés proches tant sur le
plan morphologique que génotypique (78.7 % du génome en commun). On pourrait donc
penser qu’ils sont également proches dans la pathogénie. Ceci est tout de méme a pondérer
par le fait gu’il existe également une sous espece Entamoeba Dispar, morphologiquement
identique a Entamoeba Histolytica mais non pathogene.

Un pouvoir chimiotactique et une hémolyse des érythrocytes et leucocytes a été
observée lors de cultures, ce qui pourrait laisser penser que le parasite joue un role dans les
mécanismes de réponse immunitaire ainsi que dans la croissance des bactéries par libération
du fer contenu dans les hématies. Il y également la possible existence d’'une enzyme
protéolytique.

M.Bonner a observé lors d’une étude qu’Entamoeba Gingivalis était capable de
phagocyter les noyaux des polymorphonucléaires neutrophiles. Cela entraine un blocage de
la formation de fibres extracellulaires par I'h6te (appelé Neutrophile Extracellular Trap)
contenant des protéines lytigues comme la Cathepsine G et permettant la lyse des
pathogénes.(49)

Il a été observé des leucocytes phagocytés entre les vacuoles cytoplasmiques.(50)

De plus, Entamoeba Gingivalis pourrait se comporter comme un cheval de Troie
amibien. Ainsi I'amibe pourrait servir d’héte a des bactéries intracellulaires pathogenes a
condition qu’elles survivent a la phagocytose. Cela expliquerait le caractére réfractaire de
certaines parodontites car ces bactéries seraient protégées du systéme immunitaire de
I’'h6te et des antibiotiques.

Entamoeba Histolytica phagocyte également des bactéries, qui restent viables a 70%.
Une étude a avancé que |'effet cytolytique du parasite et donc la destruction tissulaire
seraient augmentés en présence de bactéries entéropathogenes. (51)
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Entamoeba Gingivalis pourrait participer a la croissance des bactéries parodonto-
pathogenes en leur apportant les facteurs de croissance nécessaires.

Grace a ses vacuoles cytoplasmiques, il pourrait étre vecteur de virus comme
I’'Herpes ou CMV qui interviendraient dans la pathogénie des maladies parodontales.

Il pourrait aussi ingérer des cellules infectées par le HIV, et potentiellement
transmettre le virus a un autre hote.

Des auteurs ont introduit Entamoeba Gingivalis dans le sulcus gingival de rats et ont
observé des abces parodontaux dans 78.9% des cas.

3.2. Trichomonas tenax

3.2.1. Morphologie

Trichomonas Tenax est un parasite appartenant a la famille des protozoaires poly-
flagellés trophozoites, comprenant également Trichomonas Vaginalis et Trichomonas
intestinalis.

Il mesure 7 a 10 um de diametre. Il est présent sous une forme végétative non
kystique. Il se développe dans un environnement pauvre en oxygene.(52)

Il se déplace grace a quatre flagelles antérieurs et un flagelle récurrent postérieur.
Chaque flagelle antérieur posséde un axonéme et est inséré sur le cinétosome qui contient
I'ATP, source d’énergie. Le flagelle postérieur est en grande partie lié a la paroi du
Trichomonas, constituant la membrane ondulante (prolongation de la membrane
plasmique), et posséde une petite portion libre. Le mouvement est oscillant avec des
ondulations hélicoidales de I'extrémité du flagellé a sa base.

Il ne posséde pas de mitochondries mais un appareil de Golgi est présent a proximité
du noyau unique.

Les éléments nutritifs sont phagocytés, puis ingérés grace a des vacuoles digestives.
La reproduction est asexuée, par scission binaire. (53)
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3.2.2. Potentielle pathogénicité

Bien que les études manquent pour spécifier le role de ce parasite dans
I’étiopathogénie des parodontites, il a été montré qu’il existe une activité protéolytique
grace a des cystéines protéases qui hydrolysent le collagene |, lll, IV, et V présent dans les
tissus parodontaux. Rappelons que ces cystéines protéases, retrouvées dans les bactéries
parodonto-pathogénes, participent a la dégradation des tissus parodontaux.(54)

Il possederait une cathepsine B, qui lui permettrait de contourner les systémes de
défenses de I’hote. Ainsi, il serait capable d’invasion tissulaire.(55) Il peut également lyser les
érythrocytes grace a deux types d’hémolysines, une protein-like hémolysine et une lipid-like
hémolysine.(56)

De plus, Trichomonas Tenax est génétiquement trés proche de Trichomonas
Vaginalis. Ainsi, nous pouvons penser que les facteurs de virulence de Trichomonas Vaginalis
sont également présents chez Trichomonas tenax. Parmi ces facteurs nous pouvons trouver
des facteurs d’adhérence, une activité hémoytique, une destruction tissulaire grace aux
protéinases et une capacité d’échappement au systeme immunitaire. (52) (57)

Un cas d’épanchement pleural causé par Trichomonas Tenax a également été relaté.

3.3. Syntheése bibliographique de la prévalence des parasites dans la cavité buccale

Les études concernant la prévalence difféerent et ne sont pas comparables
scientifiquement en raison de la diversité des protocoles utilisés et des échantillons. En effet,
le nombre de sujets, leur age, leurs pathologies éventuelles, ou bien les évaluations de
I’"hygiene bucco-dentaire (réalisées sans utilisation d’un indice international de référence)
sont autant de facteurs pouvant biaisé les résultats d’une étude.

De plus, la majorité des études a été réalisée a partir de prélevements de plaque ou
de salive et non de fluide gingival. Elles n’étudient donc pas la prévalence du parasite au sein
des tissus parodontaux. Elles n’informent pas non plus sur les différents signes d’activité de
la parodontite au niveau des sites ou ont été identifiés les parasites.
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4. Un point sur les défenses de I’hote

Tous ces agents microbiens que nous venons d’aborder ne sont pas les seuls
responsables de la parodontite. Les bactéries parodonto-pathogéenes peuvent tout a fait se
retrouver dans la cavité orale d’un sujet sain. C'est la nature de la réponse immunitaire qui
conditionne le développement de la parodontite.

Une réponse immunitaire incontrolée peut entrainer une destruction parodontale
par les cellules immunitaires de I’hé6te.

Face a une invasion microbienne et a la production de facteurs de virulence (comme
le LPS par exemple), I’'h6te va déclencher une réponse immuno-inflammatoire.

La premiére ligne de défense est composée de polymorphonucléaires neutrophiles
(PMN) et de monocytes/macrophages.

Les PMN reconnaissent les bactéries au moyen de leur PRR (recepteur membranaire
présent a la surface, principalement des récepteurs Toll-Like) ce qui induit une phagocytose.
lIs jouent également un role dans la production et la régulation des cytokines pro et anti
inflammatoires.

Une dysfonction de ces PMN, innée (neutropénie, agranulocytose) ou induite par les
bactéries, entraine une diminution des capacités de défense des tissus et donc une perte
d’attache.

Les monocytes phagocytent les PMN apoptotiques et les débris cellulaires. Les
cellules immunitaires, les cellules épithéliales, endothéliales et les fibroblastes gingivaux,
produisent des Metalloprotéinases matricielles (MMP). Ce sont des protéinases
responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire, qui sont sous le contréle des
cytokines.

Lors d’'une parodontite, il y a une exacerbation de production des cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-11, IL-17, TNF-a, PGE2), notamment par les monocytes. ILy a
également une augmentation de I'expression de RANKL, qui se fixe sur son récepteur RANK,
active les ostéoclastes et entraine une résorption osseuse. (58)

L’'IL-1B augmente la production de ces MMP et donc favorise la destruction tissulaire.

Une réponse immunitaire cellulaire (LT, LB) et humorale est mise en place apres la
présentation des Antigenes par les macrophages au moyen du complexe majeur
d’histocompatibilité. Les lymphocytes B expriment eux aussi le RANKL, I'IL-6 et le TNFa,
participant a I'ostéoclastogénése.
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PARTIE 2

ETUDE CLINIQUE
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1. Matériel et méthodes

La recherche que nous avons réalisée est une recherche non interventionnelle avec
échantillons biologiques humains.

Notre hypothése principale est une présence d’Entamoeba Gingivalis et Trichomonas
Tenax dans les sites atteints par la parodontite.

Notre premiére hypothése secondaire est une association entre les bactéries
parodonto-pathogénes et la présence des parasites.

Notre deuxieme hypothese secondaire est un lien entre la profondeur des poches et
la présence d’Entamoeba Gingivalis et Trichomonas Tenax.

1.1. Objectifs de I'étude

Notre objectif principal dans cette étude est d’évaluer la prévalence d’Entamoeba
Gingivalis, de Trichomonas Tenax chez les patients atteints de parodontite au moment de la
consultation initiale ;

Notre premier objectif secondaire est de comparer les bactéries retrouvées dans les
échantillons positifs et celles retrouvées dans les échantillons négatifs.

Notre deuxieme objectif secondaire est de corréler la profondeur de poche et la
présence des deux parasites.

1.2. Criteres d’évaluation

Le critere d’évaluation est l'identification des protozoaires et des bactéries
parodonto-pathogénes.

L'identification des parasites est faite a l'aide d'une réaction en chaine par
polymérase conventionnelle. L’identification des bactéries est faite a l'aide d’un test
enzymatique Rapid ID 32 A ou d’une spectrométrie de masse.

Ceci sera réalisé a partir d’échantillons microbiens prélevés dans les poches les plus
profondes retrouvées chez des patients atteints de parodontite au moment de la
consultation initiale.
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1.3. Population étudiée

1.3.1. Criteres d’inclusion

- Adulte > 18 ans
- Atteint de parodontite chronique ou agressive, localisée ou généralisée.

1.3.2. Criteres de non inclusion

- Prise d’une antibiothérapie systémique pouvant altérer la flore microbienne
parodontale et/ou de tout médicament influencant cette flore dans les trois mois
précédents le prélevement

- Surfacage radiculaire réalisé dans les trois mois précédant le prélevement

- Patient non consentant pour |'étude.

1.4. Protocole de prélevement

Préalablement, il est conseillé de réaliser un calendrier de tous les prélevements,
avec toutes les étapes qui suivent afin de garder une rigueur de travail et de respecter tous
les temps d’incubation nécessaires a la pousse des bactéries.

Matériel nécessaire :

- 2 ml de milieu de transport RTF régénéré préalablement préparé et contenu dans un
tube a essai stérile

- Sonde millimétrée

- Mini Ceka 6

- Compresses

- Eau stérile
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Protocole :

- Sélectionner deux sites de prélévement correspondants aux poches les plus
profondes a I'aide d’'une sonde millimétrée

- Nettoyer la zone a I'aide d’une compresse imbibée d’eau stérile

- Sécher la zone avec une compresse (pas de soufflette)

- Placer une curette au fond de la poche et remonter le long de la surface radiculaire
sans forcer.

- Agiter la curette dans le tube contenant le milieu de transport afin de recueillir
I’échantillon prélevé

1.5. Transport et conservation des échantillons

La conservation des échantillons dans le milieu RTF est de maximum 24h en température
ambiante.

1.6. Cultures des bactéries

1.6.1. Mise en culture

Matériel nécessaire :

- Tubes en verres bouchonnés stériles (3 par échantillon)
- Embouts stériles ImL

- Embouts stériles 200 pL

- Rateaux d’étalement

- Pipettes automatiques

- Vortex

- Boites de Pétri (x12) avec gélose au sang

- Echantillon
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Protocole :

Identification des boites de pétri a I'aide d’'un marqueur sur la face inférieure et non

sur le couvercle. Il faut 6 boites par échantillon.

Numéro de patient

Numéro d’échantillon 2> 1 et 2

Trois dilutions par échantillon > 10'2,10'3, 10*

Mise en culture en anaérobiose et sous atmosphére enrichie en CO2 > Aet C

Dispersion de I’échantillon au vortex pendant 1 minute
Dilution

Distribuer 9.9 ml d’eau distillée dans 2 tubes et 9 ml dans 4 tubes (3 par échantillon,
soit 107, 10, 10™)

Prendre 100 uL de I’échantillon a I'aide d’une micropipette et d’'un embout 200uL et
I'introduire dans I’eau distillée du premier tube (dans 9.9 ml= dilution 10?)

Placer le tube n°1 au vortex pendant quelques secondes

Changer de micropipette et prendre un embout de 1 ml

Prendre 1 ml de la solution du tube n°1 et I'introduire en dessous de la surface du
milieu de dilution du tube n°2 (dans 9 ml= dilution 107%)

Placer le tube n°2 pendant quelques secondes au vortex.

Changer d’embout

Prendre 1mL de la solution du tube n°2 et I'introduire en dessous de la surface du
milieu de dilution du tube n°3 (dans 9 ml = dilution 10

Placer le tube n°3 au vortex pendant quelques secondes

Ensemencement

Placer les boites de Pétri de I’échantillon sur le plan de travail du PSM.

Pour I'échantillon 1 = 102A1, 103 A1, 10 A1

Ouvrir le couvercle de chaque boite de pétri

Prélever 100pL du tube n°3 (dilution 10™) avec une micropipette et un embout de
200pL et le déposer au centre de la gélose correspondant a cette dilution (10A1)
Faire la méme manipulation avec les tubes n° 2 et 1 sans changer d’embout (pas
nécessaire lorsqu’on manipule de la plus faible a la plus forte concentration).
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Prendre un rateau et étaler la dilution sur toute la surface de la gélose des 6 boites,
en allant de la moins concentrée a la plus concentrée, jusqu’a ce qu’elle commence a
I'absorber et devenir légerement collante.

Refermer les couvercles

Mettre les boites de Pétri destinées a une culture anaérobie dans un sac de culture
en position retournée (le couvercle vers le bas pour que la condensation a 'intérieur
des boite de coule pas sur la gélose) avec un sachet d’anaérobiose GENbag anaer
(générateur individuel pour l'incubation des bactéries anaérobies) et le refermer
hermétiquement.

Faire de méme pour les boites de Pétri destinées a une culture riche en CO2, avec un
sachet GENbag CO, (générateur individuel pour I'incubation des bactéries exigeantes
en CO,).

Sept jours aprés mise en culture

1.6.2. Description morphologique et comptage des différentes colonies observées
apres culture en milieu riche en CO, ou anaérobie, suivant la dilution.

La forme : ronde, irréguliére, en étoile

Le relief : bombé, plate, en vague concentrique
Le contour : régulier ou irrégulier

Taille :

Inférieur a 1 mm - colonie ponctiforme

Entre 1 mm et 2 mm - petite colonie

Entre 2 et 3 mm - colonie moyenne

Supérieur a 3 mm - grande colonie

Surface : lisse ou rugueuse
Couleur
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1.6.3. Repiquage

Pour les cultures dans un milieu riche en CO, :

Nous devons déterminer si les colonies sont aérobies ou bien capnophiles donc on va
préparer une gélose destinée a une culture dans un milieu aérobie (atmosphere ambiante)
ou bien dans un milieu riche en CO,,

Pour les cultures anaérobies :

Nous devons déterminer si les colonies sont anaérobies stricts donc on va préparer une
gélose destinée a une culture anaérobie, et une autre destinée a un milieu aérobie.

Matériel nécessaire pour chague échantillon:

- Deux nouvelles géloses pour chaque milieu initial afin de déterminer les conditions
de survie des différentes colonies observées sur les premiéres géloses.

- Deux lames correspondants a chaque milieu initial (soit anaérobie et riche en CO,).
Cela permettra de réaliser une coloration de Gram.

- Oeéses stériles jetables

- Fiche de comptage et de description des colonies

- Marqueur

Protocole :

- Quadriller et identifier chaque nouvelle gélose. Un numéro correspond a une colonie
identifiée précédemment.

Figure 22 : quadrillage et numérotation des géloses
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Déposer une goutte d’eau a I'aide d’une oése a I'emplacement prévu de chaque
dépot de colonie sur une lame de verre.

Prélever un échantillon de chaque colonie et le placer a I'aide d’une oése sur un des
emplacements quadrillé de la nouvelle gélose, ainsi que sur une des gouttes d’eau
sur la lame (dispersion).

1 2 3 4 5 Identification sur le dos de la

lame afin d’éviter que le

6 | > marqueur s'efface lors de la
P1C1 | coloration

Figure 23 : schéma d'une lame de verre avant observation au microscope

1.6.4. Coloration de Gram

Placer les lames a I’horizontale aprés séchage complet

Déposer le violet de Gentiane sur les échantillons de colonie, laisser poser 1 minute
et rincer a l'eau

Déposer le Lugol, laisser poser 1 minute et rincer a I'eau

Décolorer I'alcool puis rincer a I'eau

Déposer la Safranine, laisser poser 1 minute et rincer

Sécher les lames en les plagant sur un papier absorbant

Figure 24 : Coloration de Gram
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1.6.5. Observation au microscope des quatre lames (A1, A2, C1, C2)

Préparation :

- Immerger la lame avec de I’huile a immersion
- Placer la lame sur le microscope avec un grossissement x100 (le grossissement est
donc de 1000 du fait du grossissement de la lunette du microscope qui est x10)

Observation :
- La forme des bactéries : bacille, coque ou coccobacille

—>Leur coloration : les bactéries rose pale sont Gram négatif, les violettes sont Gram positif.

Aprés 5 a 7 jours

1.6.6. Comparaison des géloses apres repiquage des colonies

Cultures initialement incubées dans un milieu riche en CO,:

Observation de la gélose placée en aérobie. Cela permet d’éliminer les colonies (identifiées
par des numéros) qui ont poussé. Elles ne sont pas capnophiles.

Cultures initialement incubées en anaérobie :

Observation de la gélose placée en milieu riche en CO,. Cela permet d’éliminer les bactéries
qui ont poussé et qui ne sont donc pas anaérobies strictes.

Figure 25 : Gélose apreés incubation
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1.6.7. Repiquage sur gélose des bactéries a identifier

Nous repiquons en milieu riche en CO, les colonies qui n’ont poussé qu’en milieu
riche en CO,, et en milieu anaérobie les colonies qui n"ont poussé qu’en milieu anaérobie.
Nous repiquons deux colonies par boite de pétri.

Exemple de codage sur la boite de pétri: « P1C1C5 » pour patient n°1, milieu initial
riche en CO,, échantillon n°1, repiquage en milieu riche en CO,, colonie n°5 .

Apres 7 jours

1.7. Identification des bactéries

Nous avons utilisé deux méthodes pour I'identification des bactéries : le test rapid ID
32 A (patient 1, 2, 3 et 21) et la spectrométrie de masse (patient 1 a 20). Cette derniére a été
privilégiée en raison de sa rapidité et de son moindre co(t.

1.7.1. Test RapidID 32 A

Ce test comprend 29 réactions enzymatiques et permet l'identification de plus de 600
espéces bactériennes.

Matériel nécessaire :

- Milieu de suspension

- Gélose avec colonie bactérienne a identifier
- Réactif NIT 1 et 2, JAMES et FB

- Micropipette 200uL avec embout

- QOese

- Huile de paraffine
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Préparation du test :

- Ouvrir 'ampoule contenant le milieu de suspension

- Introduire un échantillon significatif de la colonie bactérienne avec une oese

- AVlaide d’'une micropipette, introduire 55ul de solution dans chaque puit de la galerie
de test enzymatique

- Rajouter les réactifs nécessaires et I'huile de paraffine selon le protocole du
fabriquant

- Attendre 4h pour interpréter les réactions.

- Faire la lecture visuelle selon le tableau fourni avec le test et le transcrire sur une
fiche de résultat.

- Se connecter sur le site Apiweb® et inscrire les résultats selon les chiffres obtenus sur
la fiche pour avoir I'identification de la bactérie.

Figure 26 : Test rapid id 32 A

1.7.2. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse Maldi-Tof est une technique d’identification
correspondant a une analyse des molécules ionisées par la matrice. Un laser est dirigé vers
les spots (préalablement cristallisés en séchant avec la matrice) et I'analyseur TOF sépare les
ions grace a un tube de vol, qui va accélérer les ions et analyser leur vitesse. Celle-ci sera
fonction de leur masse et de leur charge. Le détecteur enregistre un signal électrique et
I’envoi a un systeme de traitement informatique qui permet d’obtenir un spectre de masse.
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Préparation préalable a la dépose des colonies :

Préparer 1 ml d’acide formique a 70 % vol/vol soit 700uL d’acide formique et 300uL
d’eau déminéralisée. La solution se conserve 1 mois a température ambiante.

Reconstituer un micro-tube de matrice (IVD Matrix HCCA, conservée a 4°C, frigo
microbiologie) en ajoutant 250 pL de solvant organique Sigma
(Acétonitrile/eau/acide tétra-fluoro-acétique, dans I'armoire des solvants) dans le
micro-tube de matrice. Agiter au vortex, faire tomber les gouttes a la centrifugeuse.
La solution ainsi préparée se conserve 1 semaine a température ambiante et a I'abri
de la lumiére.

Protocole de dépot :

Il faut toujours manipuler la plaque avec des gants.

déposer 1 pL de BTS (contrdle Eschérichia Coli) sur le spot Al (décongeler 1 aliquote
de la boite "BTS", tiroir Sophie, Congélateur microbiologie). Attendre le séchage
complet, ajouter 1 pL de matrice reconstituée.

déposer les colonies bactériennes sur les spots de la plague avec un cone stérile,
attendre le séchage complet. Les colonies doivent idéalement étre repiquées depuis
moins de 72h. Le dép6t doit étre fin.

déposer 1 plL d'acide formique a 70 % sur les spots bactériens, attendre le séchage
complet. Ceci permet d’extraire les protéines et donc de faciliter I'identification.
déposer 1 uL de matrice reconstituée, attendre le séchage complet

Parallélement, il faut remplir le tableau de la plague avec le nom de la souche
correspondant au spot (ex : P3 2AA1 qui correspond au spot A10 sur la plaque).

Figure 27 : Plaque de spectrométrie



Figure 28 : Plan de plaque

La plaque est ensuite insérée dans le spectrometre de masse et I'identification des
souches bactériennes est transmise au logiciel qui compare avec une banque de spectres
de référence et nous donne la souche ayant le plus grand pourcentage de ressemblance
avec une souche de la banque de données.

Figure 29 : Spectrométre de masse
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1.8. Fiches a remplir pendant toute la durée du protocole d’identification des bactéries

pour chague patient

Etude sur la prévalence d’Entamoeba Gingivalis, Trichomonas

Tenax et la flore associée dans les parodontites

Patient n° :

Age:
Fumeur :

Pathologie chronique :

Antibiotiques depuis moins de 3 mois :

Traitement parodontal antérieur :

Diagnostic :

Bilan parodontal des sites prélevés

Date :

Site

Saignement

Sondage

Récession

Mobilite (0a 3)
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Identification morphologique des colonies

Patient n° : Date :
1A 10° 1C 10°
1) 1)

2) 2)

3) 3)

4) 4)

5) 5)

6) 6)

1A 10° 1C 10°
1) 1)

2) 2)

3) 3)

4) 4)

5) 5)

6) 6)

1A 10" 1c 10*
1) 1)

2) 2)

3) 3)

4) 4)

5) 5)

6) 6)
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Patient n° : Date :
2A10° 2¢ 10°
1) 1)

2) 2)

3) 3)

4) 4)

5) 5)

6) 6)
2A10° 2 10°
1) 1)

2) 2)

3) 3)

4) 4)

5) 5)

6) 6)
2A10° 2¢ 10
1) 1)

2) 2)

3) 3)

4) 4)

5) 5)

6) 6)
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Coloration de Gram

Patient n° : Date :
1A 2A
1) 1)
2) 2)
3) 3)
4) 4)
5) 5)
6) 6)
1C 2C
1) 1)
2) 2)
3) 3)
4) 4)
5) 5)
6) 6)

Colonies anaérobies strictes :

Colonies capnophiles :
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1.9. Identification d’Entamoeba Gingivalis et Trichomonas Tenax : Réaction en chaine par

polymérase

1.9.1. Extraction d’ADN

C’est un préalable indispensable a I'amplification de I’ADN.

Matériel nécessaire :

Bain a sec a 95°C, 56°C

Etuve a 37°C

Centrifugeuse pour microtube de 1.5 ml

Congélateur -20°C

Micropipette

Kit QlAamp DNA mini kit (avec tampon AL, AW1, AW2, AE qu’il faut aliquoter
préalablement et protéinase K)

Microtubes Eppendorfs de 1.5 ml

Tampon TET + lysosyme conservé au congélateur a -20°C

Ethanol absolu.

Lyse de la cellule et de la membrane nucléaire :

Pipeter 1ml de chaque échantillon dans des tubes Eppendorfs et numéroter
I’échantillon. Il y a donc 42 échantillons et un témoin négatif.

Centrifuger 10 min a 7500 rotation par minute

Eliminer le surnageant et suspendre le culot dans 180 pL de tampon TET et lysosyme.
Mélanger par aller-retour avec une pipette puis vortexer

Incuber 30 min a 37°C

Ajouter 25 L de protéinase K et 200uL de tampon AL

Vortexer et incuber 30 min a 56°C dans un bain a sec

Incuber 15 min a 95°C dans un bain a sec

Centrifuger rapidement pour faire tomber les gouttes de condensation et ajouter
200uL d’Ethanol absolu
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Fixation et purification de I’ADN sur colonne :

- Transférer le tout sur une colonne de silice sans toucher le filtre de silice avec la
pointe de la micropipette

- Centrifuger a 1000 rpm pendant 1 minute

- Eliminer le filtrat et transférer la colonne sur un nouveau tube collecteur

- Ajouter 500uL de tampon AW1

- Centrifuger a 10000 rpm pendant 1 minute

- Eliminer le filtrat et transférer la colonne sur un nouveau tube collecteur

- Ajouter 500uL de tampon AW2

- Centrifuger a 15300 rpm pendant 3 min

- Eliminer le filtrat et transférer la colonne sur un nouveau tube collecteur

- Centrifuger a 15300 pendant 1 minute

Elution de I’ADN :

- Placer la colonne sur un tube de 1.5 ml correctement identifié (tube qui contiendra
I’ADN a analyser)

- Ajouter 200 puL de tampon AE sur la colonne

- Incuber les tubes fermés 5 min a température ambiante

- Centrifuger a 10000 rpm pendant 1 min

- Placer les échantillons a -20°C, afin de les conserver jusqu’a la PCR.

1.9.2. Amplification de ’ADN : PCR conventionnelle

La PCR est un processus de synthése d’ADN.

La premiere étape est de dénaturer I’ADN a 94°C pendant 30 secondes, ce qui permet
d’obtenir des fragments simple brin. Ensuite, une hybridation des brins se met en place avec
a une amorce. Enfin, I’ADN est polymérisé a I'aide d’une polymérase.

L’opération se répéete et permet une amplification de ’ADN de fagon exponentielle.
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Choix des amorces :

Nous avons choisi d’utiliser les derniéres amorces scientifiquement fiables dans la
littérature.

EGO-1 et EGO-2 ont fait leurs preuves dans trois précédentes études. Nous n’avons
en revanche pas la certitude que celles de M. Bonner soient aussi pertinentes étant donné
gu’il est le seul a les avoir utilisés.(59)

Ainsi Pour Entamoeba Gingivalis, EGO-1 et EGO-2 ont été choisi. Ces amorces
amplifient la petite sous unité 18S de I’ADN ribosomal. Elles amplifient ’ADN a partir de 30
cellules d’Entamoeba Gingivalis.

Il y a cependant potentiellement un biais car Entamoeba Gingivalis posséde une
variabilité génétique, ce qui pourrait empécher certaines hybridations avec les amorces
choisies.

Pour Trichomonas Tenax, TGBK-F et TGBK-R ont été choisi. Ces amorces amplifient
également la petite sous unité 18S de I’ADN ribosomal. (46) (47) (60) (61)

Nous avons réalisé une PCR conventionnelle afin de pouvoir détecter une
présence/absence et étre certain de la non contamination de I'échantillon grace au
marqueur de taille. En effet, lors d’une PCR en temps réel, nous connaissons la quantité
d’ADN amplifié mais nous ne serions pas certains de la non contamination car nous n’aurions
pas la taille du fragment amplifié.

EGO 1: 5-GAATAGGCGCATTTCGAACAGG-3’
EGO 2: 5-TCCCACTAGTAAGGTACTACTC-3’
TGBK-F : 5'-AGC AGC TGC GGT AAT TCC AG-3'

TGBK-R : 5'-CTT GTT ACC ACT TCT CCT TCC-3’
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Protocole d’amplification :

- Calcul des doses nécessaires de réactifs pour le nombre de réactions qui vont étre
réalisées (échantillons + 1 témoin négatif d’extraction d’ADN + 1 témoin négatif de
PCR + marge d’erreur)

10X Pfu buffer 5 (uL)
dNTP 1

F primer 2

R primer 2

Pfu polymérase 0.5
DNA 5

Eau 34.5
Volume total 50

Figure 30 : Dose de réactifs nécessaire pour une réaction de PCR

- Préparation des amorces : réhydrater avec de I'eau (dilution pour 10uM)
- Mélanger tous les réactifs :

TGBK-F/TGBK-R ou EGO-1/EGO-2

dNTP (bases azotés ATCG)

Pfu polymérase (plus stable thermiquement que la Taq polymérase, elle
présente également une activité exo-nucléase afin d’éliminer les erreurs au
cours de la réplication)

o Tampon (contient des cations servant a maintenir un pH optimal pour
I'activité de la Pfu polymérase. Il participe également a la stabilité de
I'hybridation en neutralisant les charges négatives des groupements
phosphates de ’ADN)

o Eau
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- Préparer le plan de plaque sur le logiciel ainsi que les températures d’hybridation et

les temps de cycle.
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Figure 31 : Plan de la plaque de PCR
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Figure 32 : Gradient de température

- Mettre 45 pL de mélange sur chaque puit de la plaque de PCR. Le volume réactionnel
de la PCR est de 50l : 45ulL de réactifs et 5uL d’ADN extrait. Il faut inclure le témoin
négatif d’extraction et le témoin négatif de PCR afin de vérifier qu’il n’y ait pas eu de
contamination.

- Mettre un film plastique et centrifuger rapidement pour faire tomber les gouttes

- Activer la PCR apres avoir inséré la plaque.
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!
\ il

2 (354) 3 4

Cycle 2 of 4 Repeat 24 of 35
Step 3 of 3: 72.0°C for 04:00
Rem. Time 01:08 Alg Temp 7

Figure 33 : Cycles de PCR

La PCR commence par une premiere dénaturation a 95°C pendant 2 minutes. Il y a
ensuite 35 cycles divisés en trois étapes : tout d’abord une dénaturation de ’ADN a 95°C
pendant 30 secondes, puis une diminution de la température selon la séquence d’amorce
(60°C pour EGO-1 et EGO-2) correspondant a I’hybridation des brins, et enfin une remontée
de température a 72°C (température optimale pour la Pfu polymérase) correspondant a la
polymérisation. A la fin du 35°me cycle, il y a un maintien de la température a 72°C pendant 5
minutes.

1.9.3. Electrophorése d’ADN sur gel d’agarose

Matériel nécessaire :

- Balance

- Portoir

- Micropipette

- Four a micro-ondes
- Cuve pour gel

- Lecteur de gel

- Pointes 20uL

- Gants en nitrile

- Scotch

- Parafilm
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Réactifs :

- BET (bromure d’éthydium)

- Tampon TAE 1X (dilution pas nécessaire)
- Agarose

- Marqueur de taille

- Bleu de charge

Préparation du gel d’agarose :

- Peser la quantité d’agarose de fagon a avoir une concentration de 1% : 5g d’agarose
pour 500mL de TAE 1X

- Faire fondre au four a micro-onde

- Préparer la cuve en créant des joints étanches avec le scotch et en insérant le peigne

- Couler le gel (environ 5mm d’épaisseur)

- Laisser refroidir et enlever doucement le peigne et les joints

- Mettre le gel dans la cuve et la remplir avec du tampon TAE 1X jusqu’a I'immersion
compléte des puits. Les puits doivent étre du c6té de la cathode (le p6le noir).

Dépot des échantillons :

- Placer les échantillons d’ADN dans la glace

- Mélanger par aller-retour 3 uL de bleu de charge avec 17 uL d’ADN (15 uL lors de
I’électrophorése de Trichomonas Tenax pour un volume total de 18 puL = le bleu de
charge devait étre dilué 6 fois) sur un morceau de para film et prélever avec une
micropipette. Le cone doit étre changé a chaque prélévement.

- Remplir chaque puit. Ne pas oublier de mettre 17 pL (ou 15 pL selon le bleu de
charge utilisé) de marqueur de taille dans un puit au centre du gel

- Fermer la cuve, brancher les fils et mettre le générateur sous tension

- Laisser migrer (environ 45min) jusqu’a ce que le bleu de charge arrive en bas du gel.
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Figure 34 : Dépét des échantillons sur le gel d'agarose

Révélation :
- Transférer le gel dans un bain de BET (eau distillé et une goutte de BET)
- Laisser agir 15min

Poser le gel sur le plateau de lecture du gel et effectuer I'analyse du gel avec le
lecteur. La photographie du gel apparait sur le logiciel.
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2.1. Identification bactérienne et parasitaire

Les bactéries ont donc été identifiées par spectrométrie de masse, couplé ou non

avec le test rapid id 32a.

D’autres bactéries ont été identifiées, nous avons choisi de mentionner uniquement
les bactéries ayant un réle avéré dans |'étiologie bactérienne de la parodontite.

Echantillon 1

Echantillon 2

P1 - porphyromonas gingivalis - parvimonas micra
- prevotella oralis
- Campylobacter ureolyticus
- prevotella loescheii
- prevotella buccalis
- porphyromonas gingivalis
P2 - prevotella intermedia - porphyromonas gingivalis
- fusobacterium nucleatum - Fusobacterium nucleatum
- prevotella dentalis
P3 - porphyromonas gingivalis - porphyromonas gingivalis
- prevotella
- actinomyces odontolyticus
P4 - prevotella nigrescens - prevotella nigrescens
- parvimonas micra
- fusobacterium nucleatum
P5 - prevotella sp. - actinomyces odontolyticus

- prevotella dentalis

- fusobacterium nucleatum
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P6 - Veillonella parvula - parvimonas micra
- fusobacterium nucleatum
P7
P8 Veillonella parvula
P9 - Prevotella intermedia
P10 - Parvimonas micras
- Fusobacterium
nucleatum
P11 - Prevotella intermedia - Fusobacterium
nucleatum
P12 - Porphyromonas
gingivalis
P13
P14 Porphyromonas
gingivalis
P15 - Streptococcus
constellatus
P16 - Actinomyces
naeslundii
P17 - Porphyromnas - Fusobacterium sp
gingivalis - Porphyromonas
- Parvimonas micra gingivalis
P18 - Actinomyces - Actinomyces
naeslundii naeslundii
P19
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P20 - Prevotella dentalis
- Porphyromonas
gingivalis
P21 - Prevotella loeschii - Fusobacterium
nucleatum

Figure 35 : Tableau d’identification des bactéries et des parasites
Positif pour Trichomonas Tenax

Positif pour Entamoeba Gingivalis

Certains échantillons n’ont pas été concluants dans I'identification bactérienne. Cela
peut s’expliquer par un défaut dans le protocole, en particulier lors de l'identification par
spectrométrie de masse qui n’a pas été concluante.

Nous pouvons également penser que certaines bactéries de ces échantillons
n’étaient pas cultivées dans un milieu approprié, en particulier Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Tannerella Forsythia et Treponema denticola.

La culture aurait probablement été possible dans un milieu sélectif : Actinobacillus
actinomycetemcomitans pousse dans une gélose Trypticase soja et Treponema denticola
pousse dans un bouillon infusion cceur-cervelle.
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2.2. Résultats de I'électrophorése sur gel d’agarose aprés PCR conventionnelle

2.2.1. Amorces EGO-1 et EGO-2:

Figure 36 : Lecture du gel d’agarose montrant une amplification de 1400 pb pour
I’échantillon 2, 16, 18, 19, 36, 37.
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Chaque amplification de 1400 paires de bases a été considérée comme positive pour
Entamoeba Gingivalis.

Nous avons 6 échantillons positifs sur 42 échantillons prélevés. Entamoeba
Gingivalis a donc une prévalence de 14.28%.

Quatre patients sur 21 sont positifs pour au moins un échantillon. De plus, deux des
patients sont positifs pour les deux échantillons. Nous avons donc 19% de patient positifs
pour Entamoeba Gingivalis.

2.2.2. Amorces TGBK-F et TGBK-R




87

Figure 37 : Lecture du gel montrant une probable amplification de 1054 pb des échantillons
2,6,8 16,18, 19, 20, 27, 36 et 37

Sur cette électrophorese, le marqueur de taille n"apparait pas avec clarté. Nous avons
donc sélectionné les échantillons positifs selon une migration qui nous paraissait cohérente.

Nous obtenons 10 échantillons positifs sur 42, et donc une prévalence 23,8 % pour
Trichomonas Tenax.

7 patients sont positifs pour au moins un échantillon. De plus trois patients sont
positifs pour les deux échantillons. Il y a donc 33% de patients positifs pour Trichomonas
Tenax.

Tous les échantillons positifs pour Entamoeba Gingivalis sont également positifs
pour Trichomonas Tenax. Nous avons donc une prévalence pour les deux parasites de
23,8%.
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en fonction de la présence d’Entamoeba Gingivalis et de

Trichomonas Tenax
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Figure 38 : Complexes bactériens en fonction de la présence d’Entamoeba Gingivalis
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Figure 39: Complexes bactériens en fonction de la présence de Trichomonas Tenax
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Nous avons utilisé le test du Chi 2 pour analyser ces données.

Les bactéries du complexe rouge ont une prévalence significativement plus élevée
lorsqu’Entamoeba gingivalis et Trichomonas Tenax sont présents dans les échantillons
(p=0.008 pour Entamoeba Gingivalis et p=0,009547 pour Trichomonas Tenax).

En effet, le complexe rouge représenté par Porphyromonas gingivalis est présent a
83% et 70 % dans les échantillons positifs respectivement pour Entamoeba Gingivalis et
Trichomonas Tenax alors qu’il n’est présent qu’a 27.7% et 25% dans les échantillons négatifs.

Le complexe bleu est représenté par Actinomyces naeslundii.

Le complexe violet est représenté par Veillonella Parvula et Actinomyces
odontolyticus.

Le complexe orange est représenté par Prevotella intermedia, Fusobacterium
Nucleatum, Campylobacter, Parvimonas Micra et Streptococcus Constellatus.

Il n'y pas de différence significative de prévalence de ces complexes entre les
échantillons positifs pour Entamoeba Gingivalis et Trichomonas Tenax et les échantillons
négatifs (complexe bleu p=1, complexe violet p=10.9, complexe orange p=1 pour
Entamoeba Gingivalis et complexe bleu p=1, complexe violet p=0.8927, complexe orange
p=1 pour Trichomonas Tenax).

Nous précisons que nous avons étudié seulement les bactéries que nous avons réussi
a cultiver. Il est tout a fait possible que d’autre bactéries appartenant a ces complexes ai été
présente mais non identifiées.
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2.3.1. Profondeur de poche des échantillons selon la présence d’Entamoeba
Gingivalis et de Trichomonas Tenax
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Figure 40 : Moyennes des profondeurs de poche en fonction de la présence d'Entamoeba
Gingivalis

5 sur 6 échantillons positifs pour Entamoeba Gingivalis (83.3%) ont une profondeur
de poche > 7 mm (on considére que la parodontite est sévere lorsque la profondeur de
poche est 27 mm).

7 sur 25 échantillons négatifs sont associés a une poche > 7mm.
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Figure 41: Moyenne des profondeurs de poches en fonction de la présence de Trichomonas
Tenax

7 sur 10 échantillons positifs pour Trichomonas Tenax ont une profondeur de poche >
7mm (70%).

10 sur 32 échantillons négatifs ont une profondeur de poche > 7mm (31.25%).

Nous avons réalisé un test de moyennes avec le Test de Student.

Nous pouvons donc affirmer que la profondeur de poche des échantillons positifs pour
Entamoeba Gingivalis et Trichomonas Tenax est significativement plus importante que la
profondeur de poche des échantillons négatifs (p= 0,04759 pour Entamoeba Gingivalis et
p=0,03097 pour Trichomonas Tenax).

Nous devons cependant souligner que I’échantillon avec la plus grande profondeur de poche
(12 mm) s’est avéré négatif pour les deux parasites.
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3. Discussion

Prévalence d’Entamoeba gingivalis

En 1996, Kikuta a effectué des prélevements sur 8 patients avec 32 échantillons au
total. Il a obtenu une prévalence de 6.25 % pour Entamoeba Gingivalis. (60)

En 2011, Trim a obtenu une prévalence de 27 % sur des prélevements de 26
patients.(47)

En 2013, Cembranelli a effectué des prélévements sur 82 patients positifs pour le
HIV. Il a obtenu une prévalence d’Entamoeba Gingivalis de 56.1 % chez les patients HIV+ et
27 % chez les patients HIV-. (46)

Ces trois études ont identifié le parasite au moyen d’une PCR conventionnelle avec
les mémes amorces (EGO-1 et EGO-2).

Nous avons-nous méme obtenu dans la présente étude 14,28 % de prévalence sur
42 échantillons.

Cela semble se rapprocher de ces trois autres études, bien que la comparaison soit
assez subjective du fait de leurs conditions de préléevement, d’identification et du nombre
d’échantillons différents.

Cembranelli a obtenu une prévalence légérement plus élevée chez les patients HIV
positifs. Il I'explique par une comorbidité, notamment par une hypercholestérolémie
possible du au traitement HAART que tous les patients de I’étude ont recus. Or, le
cholestérol est un élément nécessaire a la croissance in vitro et au maintien des facteurs de
virulence de 'espéce Entamoeba.

Nous n’avons cependant pas obtenu une prévalence aussi élevée que celle de M.
Bonner dans son étude de 2014. En effet, il a obtenu une prévalence de 68.6 % chez 72
patients. (59)

Cette grande différence de résultat pourrait s’expliquer tout d’abord par une
discordance d’amorces utilisées avec toutes les autres études. Ce jeu d’amorce est
dogmatique compte tenu de son faible niveau de preuve scientifique.

De plus, son milieu de dispersion est la salive. Or, la littérature nous montre que des
cellules d’Entamoeba Gingivalis peuvent se retrouver dans la cavité orale et donc dans la
salive, que le patient soit sain ou atteint de parodontite sans étre obligatoirement dans les
poches. Ceci biaise donc ses résultats de présence ou non du parasite dans les poches
parodontales.
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Prévalence de Trichomonas Tenax

Trois études ont déja réalisé une PCR pour identifier ce parasite.

En 1997, Kikuta a réalisé une PCR avec un autre jeu d’amorce que celui utilisé dans
notre étude (PT3 et PT7) et obtenu une prévalence de 55,6 % sur 9 patients atteints de
parodontite ou de gingivite. (62)

En 2007, Athari a obtenu une prévalence de 20,6 % avec les mémes amorces. Il a tout
comme nous réalisé des prélevements dans les poches parodontales.(61)

En 2015, Mehr a obtenu une prévalence de 26,9 % avec également les mémes
amorces.(63)

Nous avons nous méme obtenu une prévalence de 23,8 % pour Trichomonas Tenax,
ce qui semble se rapprocher de la prévalence obtenue dans I’étude d’Athari et de Mehr.

Aucun auteur n’a a ce jour réalisé de PCR pour identifier a la fois Entamoeba
Gingivalis et Trichomonas Tenax provenant des mémes échantillons. Nous n’avons donc
aucun point de comparaison d’étude avec exactement les mémes conditions de
prélevement, d’extraction d’ADN et de PCR pour les deux parasites.

C’est le cas dans notre étude et nous pouvons donc comparer la prévalence de
chaque parasite. Ainsi, nous observons que la prévalence de Trichomonas Tenax est plus
élevée (23,8 %) que celle d’Entamoeba Gingivalis (14.28 %).

Cela conforte notre hypothése selon laquelle il y aurait un lien entre I'infestation
par Trichomonas Tenax, Entamoeba Gingivalis et la parodontite.

Interactions entre les bactéries et les parasites

Nous avons une proportion significativement plus importante de Porphyromonas
Gingivalis dans les échantillons positifs pour Entamoeba Gingivalis et Trichomonas Tenax.

Ces résultats confortent I'hypothése selon laquelle Entamoeba Gingivalis,
Trichomonas Tenax et le complexe rouge fonctionnent en synergie et ont des interactions
positives entre eux, en termes de croissance ou de virulence.

On peut également penser que le milieu anaérobie strict dans lequel évolue
Porphyromonas Gingivalis est propice au développement des parasites oraux.
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Profondeur de poche

La profondeur de poche des échantillons positifs est significativement plus
importante que celle des échantillons négatifs.

Les résultats obtenus nous permettent de déduire qu’il est possible qu’Entamoeba
Gingivalis et Trichomonas Tenax jouent un role dans la sévérité ou I'aggravation de la
parodontite.

Ceci pourrait étre associé a une participation du parasite dans le dysfonctionnement
de la réponse immunitaire de |’h6te.

En effet, Entamoeba gingivalis peut hémolyser les leucocytes et est capable de
phagocyter les polynucléaires neutrophiles, les lymphocytes T et les macrophages.

Trichomonas Tenax, tout comme Trichomonas Vaginalis pourrait moduler la réponse
immunitaire en dégradant les IgM, IgG et IgA, et en stimulant I'IL-8. (64)

Ainsi, les patients infectés par les parasites auraient une réponse immunitaire
diminuée et donc une destruction tissulaire et une perte d’attache plus importante.

Nous pouvons également penser, de par les résultats des associations bactériennes
avec le parasite, qu’Entamoeba Gingivalis et Trichomonas Tenax auraient des interactions
positives avec Porphyromonas Gingivalis et augmenteraient également la profondeur de la
poche et ainsi de la perte d’attache. Le patient serait ainsi atteint d’'une parodontite plus
sévere.

Relation entre Age/Tabac, Entamoeba Gingivalis et Trichomonas Tenax

Les résultats sont totalement discordants, nous n’avons pas observé de relation significative
entre I'age, Entamoeba Gingivalis et Trichomonas Tenax. |l en est de méme avec le tabac.

Ces résultats n’écartent pas non plus la possibilité que ce parasite soit un organisme
commensal profitant du milieu anaérobie, riche en polynucléaires neutrophiles, leucocytes,
bactéries et en hématies pour se développer, sans pour autant avoir un réle dans la
progression de la maladie.
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CONCLUSION

Outre I'étiologie bactérienne qui a été validée par la littérature scientifique, la
possibilité d’une étiologie parasitaire reste a approfondir.

Ces parasites sont retrouvés dans cette étude a 14,28 % pour Entamoeba Gingivalis
et a 23,8 % pour Trichomonas Tenax dans les poches parodontales.

La présence de Porphyromonas Gingivalis est significativement plus importante chez
les patients infectés par les parasites.

Les poches sont significativement plus profondes lorsqu’Entamoeba Gingivalis et
Trichomonas Tenax sont présents.

En revanche, la relation entre I'age, le tabac et les parasites est non significative.

Il n"est donc clairement pas nécessaire d’étre infecté par ces parasites pour étre
atteint de parodontite, mais cela n’exclue tout de méme pas la possibilité que ce parasite
joue un réle dans I'étiopathogénie parodontale. L’échantillon négatif ayant une profondeur
de poche de 12 mm nous l'illustre bien.

Il'y a donc deux hypotheses qui s’offrent a nous :

- Les parasites auraient une synergie de virulence avec les bactéries parodonto-
pathogenes, et participeraient au déréglement de la réponse immunitaire de |’héte,
ce qui entrainerait une aggravation de la parodontite chez les patients infectés par ce
parasite.

- Ce ne serait que des commensaux opportunistes qui profiteraient de
I’environnement pathologique pour se développer, sans pour autant jouer un réle
déterminant dans la parodontite.

Ces deux hypotheses ne sont pas exclusives, les parasites pourraient étre pathogénes, tout
en profitant de I’environnement local de la parodontite pour se développer.

Dans notre étude, nous n’avons pas inclus des patients sains car cela a déja été
réalisé dans les autres études, qui ont montré que les parasites étaient présents, en plus
faible quantité, dans la cavité orale.

Nous avons utilisé une PCR conventionnelle pour étudier la prévalence des deux
parasites. Dans son étude, Trim a comparé la PCR conventionnelle avec la PCR a temps réel
et a montré qu’il y avait une plus grande sensibilité avec cette derniére (7 sujets positifs avec
la PCR conventionnelle / 18 sujets positifs avec la PCR a temps réel).
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A l'avenir, une PCR a temps réel pourra donc étre préférée. Cela nous permettra
également de faire un dosage quantitatif des parasites.

Afin d’obtenir une identification bactérienne plus fiable avec une plus grande
diversité d’espéces bactériennes identifiées, une PCR serait plus appropriée.

Il serait important de pouvoir mettre en culture ces parasites. Dans son étude,
Cembranelli a proposé un protocole de culture pour Entamoeba Gingivalis : 37 échantillons
sur 82 ont survécu. Sileyman Yazar a proposé une culture de Trichomonas Tenax avec un
milieu Trypticase-extrait de levure-maltose (TYM).

Cela nous permettrait d’étudier les types d’interactions avec les bactéries parodonto-
pathogenes, en particulier Porphyromonas Gingivalis, et les facteurs de virulence comme les
capacités d’adhérence, la production de cystéines protéases, la capacité de phagocytose des
PMN et la cytotoxicité pour les cellules immunitaires.

Il serait également intéressant, aprés les avoir mis en culture, de mettre en place un
protocole animal murin. Une introduction de parasites dans des poches parodontales de rat
nous permettrait d’observer et de comparer la destruction tissulaire entre les deux groupes
de souris (étude cas/témoin).

Tout ceci nous permettra de valider ou non les postulats de Koch révisés par
Socransky.

Seul le deuxieme postulat « [|’élimination de I'agent pathogéne entraine une
rémission des signes cliniques » est difficile a prouver. En effet, le Métronidazole prescrit aux
patients est un antiparasitaire pouvant éliminer les deux protozoaires, mais également un
antibiotique éliminant les bactéries pathogenes.

Il est donc impossible d’affirmer que la stabilisation de la parodontite est due a
I’élimination des parasites.

Une étude plus approfondie semble donc nécessaire pour nous éclairer sur le réle
potentiel de ces parasites. Cela nous permettrait ainsi d’avoir une meilleure compréhension
de I'étiopathogénie parodontale, pas entierement élucidée a ce jour.
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