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Liste des principales abréviations utilisées

PCR rt : real time Polymerase Chain Reaction

Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Pg : Porphyromonas gingivalis

Tf : Tannerella forsythia

Td : Treponema denticola

Fn : Fusobacterium nucleatum sp

Pi : Prevotella intermedia

Capno : Capnocytophaga sp.

Cr : Campylobacter rectus

Ca: Candica Ablicans

Ec: Eikenella corrodens

tétra: tétracycline
amox : amoxicilline
métro: métronidazole
doxy: doxycycline
mino: minocycline
ery: érythromycine
spi: spiramycine

clin: clindamycine
azithro: azithromycine
cip: ciprofloxacine
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Introduction :

Les parodontites sont des maladies infectieuseasréf@stations inflammatoires. La principale
cause est une infection bactérienne (Slots et 39,1Sixou 1991, Haffajee et al. 1994,
Socransky et al. 2005) due a une modification éguilibre des bactéries du biofilm présentes
dans les tissus parodontaux. Les bactéries deofivb{Kolenbrander 2002) sont organisées
en complexes formés a la surface de la dent. Lersegi plus agressives d’entre elles sont
présentes ou en quantité trop importante, elles aoent [intégrité du parodonte
physiquement et chimiqguement en fonction de la dépae défense de I'hote (Tonnetti et al.
1999), ce qui nécessite une prise en chalgeatient (Theilade et al.1966, Baehni et al.
2004). Ces  bactéries peuvent étre dorigine  exogen@ggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingiyaéis provenir d’'une source extérieure
(infection primaire) ; ou endogene pour la plusngeapart d’entre elles, I'infection sera dite
secondaire provenant de pathogénes présents tidéz (VanWinkelhoff et al. 1996).

Selon I'étude de N. Miller en 1991 sur 1005 pasesntre 15 et 60 ans, les parodontites se
caractérisent par une perte de l'attache parodom@taéc des poches moyennes dans 34,1%
des cas et profondes dans 10,1% des cas. Hohfeld @993) ont suggérés la nécessité de
traitements complexes dans 54% des cas chez 1#Biigaén Allemagne entre 45 et 54 ans.
Des études plus récentes sur 2144 sujets franed5 @ 64 ans montre que 50% des francais
présentent un risque de perte d’attache séverergBois et al. 2006), avec un risque estimé
de perte d’attache 5mm dans 46,68% des cas et une profondeur de pockenm dans
10,21% des cas. L'age et le sexe ne sont pas ideesrde prédictibilité fiable de prévalence

contrairement au nombre de dents perdues (Bouehald2006).

L’éradication des pathogenes présents dans Idrigfir la surface des dents est réalisée le
plus souvent par une méthode non spécifique camsish éliminer physiquement et
chimiquement le biofilm. Le contrble chimique pasdbains de bouche et I'hygiene bucco
dentaire (Sato et al. 1993, Teles et al. 2006)mpes sur la langue, permettent de réduire la
guantité de micro organismes donc de pathogends ptévenir la structuration du biofilm
pour assurer la pérennité des traitements et latreaid’'une santé parodontale (Axelsson et
al. 2004) Le traitement mécanique non chirurgical des sedgar débridement (Drisko et al.

1996, Mombelli et al. 2000) va permettre une désitibn des surfaces cémentaires
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(Petersilka et al. 2002) et permettre la formatiam épithélium long de jonction. En cas de
persistance de poches profondes, une interventlambBeau permettra I'accés aux surfaces,
plus particulierement les Iésions inter radicuknie¢ éventuellement en fonction des objectifs
de traitements réaliser une plastie osseuse (Tuah 2005). Cependant ces thérapeutiques
peuvent étre insuffisantes (Renvert et al. 1990JeBoet al. 1998, Mombelli et al.1994)
notamment dans les formes agressives contre lasgrtes pénétrant les tissus parodontaux
(Christersson et al. 1985), colonisant les surfatascessibles et pour les pathogenes présents
en dehors du parodonte (van Winkelhoff et al. 1988

Une thérapeutique spécifique plus ciblée sur lentsgpathogenes semble alors pertinente
pour les parodontites agressives (Haffajee et @7)l Le traitement antibiotique par voie
systémique en thérapeutique complémentaire repgeesdors le moyen le plus adapté pour
lutter contre I'infection. L’antibiothérapie locaj@uvant étre indiquée pour des substances
toxiques par voie systémique ou pour cibler un sipecifique, mais 'AFSSAPS ne
recommande pas ces systemes pour les thérapeudgquaedonto-stomatologie. L'utilisation
de I'antibiothérapie systémique est recommandée derpathologies agressives ou pour des
patients a risques systémiques, notamment poyakbegenes tres pénétrants (Eickholz et al.
2005) et disséminés dans toute la bouche en inclearsites non dentaires (Van winkelhoff
et al. 1988). Comment choisir le traitement adapbé pathogenes présents sans déséquilibrer
la flore commensale (Marsh 2003)? Il semble ingaesde définir le diagnostic bactérien du

patient pour pouvoir mettre en ceuvre une antibragtié ciblée.

Plusieurs méthodes de diagnostic bactériologique stilisées et peuvent étre classées en
deux catégories : les méthodes par culture et &bades moléculaires.

La méthode de référence est la technique de lareutactérienne qui permet I'identification
des bactéries pathogénes de maniére non spécdiglaeréalisation d’'un test de sensibilité
aux antibiotiques (Sixou 2003). Mais la méthodepd&devement et de transport peut avoir
une influence sur les résultats car les bactérgisogenes doivent étre conservées vivantes
(Slots 1986).

Quelle méthode de transport doit étre privilégiea?remiere partie de cette étude compare
la méthode de transport des prélevements par po@ao sites spécifiques. La méthode de
transport par pool étant la mise en commun des daes un méme flacon. L'objectif est de
définir si les prélevements analysés par cultur@éeobie doivent étre transportés dans un

milieu spécifique a chaque site ou non.
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La méthode de culture reste cependant difficile ettne en ceuvre et consommatrice de
beaucoup de temps en raison de protocoles lourgsegente certaines limites.

Les méthodes de diagnostic moléculaire bactérigoridgiation, PCR, PCR en temps réel) sont

plus simples et plus rapides d’utilisation pourmphaticien et reposent sur une détection de
I’ADN bactérien et notamment des séquences spéeigiu matériel génétique des différents
pathogenes potentiels (Heid et al. 1996).

La PCR en temps réel semble étre, aujourd’huiedhrtique la plus sensible et spécifique.

Elle permet une identification et une quantificatae I'ADN grace a une analyse entierement
automatisée.

La deuxieme partie de ce travail est une étude eoatige des diagnostics bactériens réalisés
apres les prélévements bactériens par analyse RreR@mps réel versus culture bactérienne
anaérobie sur les mémes sites de prélevements ddsepatients atteints de parodontites

agressives. Il parait important de définir les otife thérapeutiques pour déterminer la

meéthode d’analyse des pathogenes parodontauxdagaptée.

Dans la troisieme partie, nous avons comparé lexche I'antibiothérapie apres les
prélevements en fonction des deux méthodes d'amalys patient a-t-il autant de chance
d’avoir une antibiothérapie adaptée apres une seagr culture bactérienne anaérobie ou par
PCR en temps réel ?

Cette étude a révélé de grandes disparités enttelg des antibiotiques en fonction du type
d’analyse. Cette différence étant due au fait qu'emurs de ces études, une évolution sur la

sensibilité aux antibiotiques a été trouvée entions des pathogenes rencontres.

L'utilisation des antibiotiques depuis ces 50 deres années a modifié I'efficacité des
antibiotiques notamment par une variation de sdiéildue aux résistances a certaines
formes de pathogénes (Quirynen et al. 2003) et @dhfération de micro-organismes non
bactériens.

Une étude plus précise sur la comparaison des hdasarais utilisés en parodontologie a
été conduite, dans la quatrieme partie de ce trgp@ir déterminer le niveau d’efficacité des
principaux représentants de cette famille (éryttyaine, spiramycine, clindamycine) avec

une molécule moins utilisée telle que I'azithronmgeiCes résultats sont confrontés avec les
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recommandations de la Haute Autorité de Santéaquiace jour les références opposables

en France.

Mais nos patients présentent-ils tous les mémeflptmctériologiques ? Une étude a été
élaborée dans la derniére partie pour définir desipges de patients qui auraient le méme
profil bactérien a partir de diagnostiques bactérietalisés par PCR en temps réel. Une
comparaison en fonction des pays sera réaliséegu@luer les différences et les similitudes

des infections parodontales, et I'implication Idtschoix des thérapeutiques.

A la suite de dix années de collaboration et dg aimées de recherche a 'ERT du Pr B.
Giumelli de la faculté de chirurgie dentaire de tdaret le laboratoire « Parodontite et
Maladies Générales» de M. Sixou (LU46) de Toulgu$etérét de I'utilisation des
prélevements bactériens lors de la prise en clidggenaladies parodontales sera présenté en
fonction des objectifs thérapeutiques, définis danmdan de santé publique de 2004 et

déclarés axes prioritaires par I'Organisation Matelde la Santé.
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1-Les maladies parodontales et les objectifs micraddogiques

Les maladies parodontales le plus souvent soninagadies infectieuses (Socransky et al
1992), dont I'expression est liée a la susceptibillu patient (schéma 1.1). Elles se
développent selon la nature et la quantité de bastprésentes en fonction de la capacité du

patient a s’en défendre.

Organismes Organismes exogenes
endogénes

R Porteur sain
Hote
déficient

l v l

Infection Infections Surinfections Infections
opportuniste commensales vraies
Prevotella intermedia Enterobacter cloacae Aggregatibacter
Fusobacterium nucleatum Escherichia coli actinomycetemcomitans
Peptostreptococcus micros Pseudomonas Porphyromonas gingivalis
Eubacterium sp. aeruginosa
Eikenella corrodens Staphylococcus aureus
Campylobacter rectus Candida albicans
Spirochetes

Schéma 1.1 : Les différents types d’infections &a@ehnes

Les bactéries isolées a partir de Iésions parotinsmnt en grandes parties responsables du
développement de la maladie. La pathogénicité dedéhbes est trés variable selon les

especes. Aujourd’hui on peut dénombrer prés dee4pBces dans la cavité buccale (Moore et
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al.1994, Listgarten et al. 1994), 150 peuvent éé&tectées et cultivées. Seules a ce jour une
vingtaine sont incriminées lors de I'apparition gesodontopathies. Certaines ont la capacité
d’adhésion et de colonisation des surfaces destapais préparent le terrain pour la
colonisation d’autres micro-organismes plus virtden

Les couches ainsi constituées créent le biofiim mms® de micro-organismes, de
macromolécules extracellulaires et des differendsigits de son environnement (la salive, les
constituants sulculaires). La structure complexeealdiofilm (Schéma 1.2, Kolenbrander et
al.2002) constitue une barriere physique contredifenses de I'héte et chimique par des
produits comme le lysosyme, la lactoferrine et |gdui interférent aussi sur les substances

antimicrobiennes comme les bains de bouches ahtésiotiques en limitant leur efficacité.

. 8. fluegges A act.'namycemmcom!rans
7. denticala PK1958 l;ggrlum
GM1 V.
P glnglvarfs
S
o
Nuclogs:
m Subg,
e P AiCleatym
=

P. denticola [ )
PRI27T A, Israelif
PK14 P. Intermedia
PK1511

P, foescheil

naesiundii PKE06

Actinomyces

0

<7

Capn oscylophag? Sputigena ATce P
12

H. paral'nﬂuenzas
PK1495

Actinomyces serovar
WVAQE3 straln PK1250

Acqu]red Pelllcle

Schéma 1.2 structure du biofilm d’apres Kolenbrander et24102
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La présence de bactéries a été demontrée surféeaswadiculaire mais aussi a l'intérieur des
tissus mous et dans les cellules épithéliales.

Les infections des micro-organismes sur les susfdeataires n’entrainent pas de réponse de
ces tissus. Par contre, dans les tissus mous quetitoent I'épithélium et le conjonctif
gingival, les infections vont entrainer une réaciiaflammatoire et une réponse immunitaire

face a ces micro-organismes.

La pathogénicité (tableau 1.1) des bactéries vartie :

- de leurs capacités de colonisation de l'espacedpatal de [I'héte (adhésion et
multiplication)

- des capacités de destruction directe ou indirdesetissus (toxines, enzymes)

- de la modification des défenses de I'hbte.

La réaction inflammatoire, suite a une agressionl@génétration bactérienne, permet le
passage des cellules de défense type polynucléaénesophiles, par I'élargissement et la
perméabilité des espaces intercellulaires. Cesquhénes entrainent la formation de la poche
parodontale et la colonisation des tissus.

Aggregatibacter actinomycetemcomitafidorskov-Lauritsen et al.2006) €orphyromonas
gingivalis présentent une capacité de pénétration inter etciltulaire importante. lls sont
retrouvés dans le conjonctif gingival, ce qui indainécessité de les éliminer par des moyens
meécaniques et chimiques conjoints tel que surfagagatibiothérapie.

Les destructions tissulaires sont induites direetgnpar les produits d’origine bactérienne
développant un arsenal protéolytique (collagénhgaluronidase...) et par les réactions des
meédiateurs de l'inflammation avec une réponse figéei ou non spécifiqgue (macrophages,

neutrophiles ou TNF, Interleukines, MMP....).

Porphyromonas gingivalisactive le systeme de destruction de collageneldise par ses
collagénases. Il produit des acides gras tres tiesidels que le butyrate et le proprionate qui

augmente la perméabilité des muqueuses
Aggregatibacter actinomycetemcomitgmsssede dans ses facteurs de virulence a part des

toxines et protéases puissantes, la capacité Hdénhles fibroblastes, d’empécher le

renouvellement collagénique, de diminuer les dé&ensle I'h6te en diminuant le
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chimiotactisme des polynucléaires neutrophilesnetréant un effet immunosuppresseur des

lymphocytes (leucotoxines).

Tres forte pathogénicité Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Porphyromonas gingivalis

Forte pathogénicité Prevotella intermedia
Tannerella forsythia
Campylobacter rectus

Treponema denticola

Pathogénicité reconnue Capnocytophaga sp.
Fusobacterium nucleatum
Streptoccoccus intermedius
Peptostreptococcus micros

Eubacterium sp.

Tableau 1.1 Présomption de pathogénicité en fonction des espec
(Socransky et Haffajee 1992)

En 1998 Socransky et Haffajee nous proposent desedlales bactéries en fonction de leur
potentiel pathogene dans des groupes appelés camp{schéma 3). Les complexes rouge et
jaune représentant les facteurs étiologiques baotde la plupart des maladies parodontales.
Les autres groupes représentent les especes duadio@rer initialement a la surface radiculaire,
se multiplier, puis modifier I'environnement et pettre la colonisation secondaire et la co-
agrégation des bactéries des complexes rougerejeora

Ao ese SUBGINGIVAL MICROBIAL
COMPLEXES

5. mitis

S. oralis
5. sanguis

Streptococcus sp. | ' n : P gingivalis
S. gordonil ! L : B. forsythus

S, intermedius f ! T. denticola

E. corrodens ~
C. gingivalis N subjects = 185

C. sputigena . - g N samples = 13,261
C. ochracea ——— Cluster analyses

g. :ggﬁ;suas A actino. b Community ordination

Schéma 1.3 les complexes bactériens de la plaque de Sograsisk 1998
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1-1 -Microbiologie dans les maladies parodontales :

La microbiologie de I'écosystéme sous gingival @adnsidérablement d’un patient a I'autre
(Loesche et al. 1994 ; Socransky et al., 1988 ; Wamkelhoff et al. 1994). Elle est constituée
d’'organismes sous gingivaux : les bactéries, egrés et les virus. Les especes bactériennes
sont des bactéries a Gram positif et a Gram rfégaiaérobies facultatives et strictes. Les
résultats de la coloration des Gram et le carac@aerobie de la microflore infectieuse
parodontale constituent le premier critere de clddix traitement antimicrobien.

Les techniques de cultures ont montré que la fistecomplexe, anaérobie, dominée par des
micro-organismes a Gram négatif (schéma 1.3). Maist important de prendre en compte
gu'’il faut cibler autant que possible les pathogede facon a perturber le moins possible la
flore commensale de la cavité buccale.

La prévalence des maladies parodontales est l&pr&sence des espéces du complexe rouge
(Socransky et al 1998). Mais il a été démontré djfférentes entités cliniques parodontales
peuvent étre associées a différents profils miembi(tableau 1.2). Certaines bactéries sous
gingivales telles queAggregatibacter actinomycetemcomitariid8a) et Porphyromonas
gingivalis (Pg)peuvent étre présentes dans un parodonte saonetapables de provoquer
des réactions antigénes/anticorps chez des sujftstés, mais en faible proportion. Ces
dernieres sont considérées par Slots et van WioKd|h993) comme des bactéries exogenes
entrainant des infections vraies (schéma 1.1).cBaire, les infections parodontales par des

micro-organismes endogéenes sont alors appeléeadionfe endogenes.
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Parodontites | Parodontited Parodontite

Especes agressives | agressives chronique
localisées
Aggregatibacter +++ ++ —+

actinomycetemcomitans

Porphyromonas gingivalis +/- +++ +++
Prevotella intermedia ++ +++ +++
Tannerella forsythia +/- ++ +++
Peptostreptoccus micros +/- ++ 4+
Eubacterium sp. - + ++
Campylobacter rectus + ++ ++
Capnocytophaga sp. - - -

Tableau 1.2 :Espéces bactériennes associées aux differentesedocliniques de maladies
parodontales.

- (-) peu élevé en comparaison avec la santipatale

- (+/-) occasionnellement isolé

- (+)<10% des patients positifs

- (++) <50% des patients positifs

- (+++) > 50% des sujets positifs

Les classifications des maladies parodontales lwami@e, cependant ce tableau nous confirme
gue les connaissances actuelles sont en avande type de soins que I'on peut proposer a
nos patients. Elles indiqueraient d’éliminer lepexes selon leur pathogénicité et leur

répartition, plutdt que des types de maladies.

Les prélevements bactériens sont le lien entre desnaissances biologiques et la

thérapeutique anti-infectieuse.
En fonction des situations cliniques rencontrées, classification des maladies parodontales

a été proposée. Elle insiste sur la rapidité deolition de la maladie et sur la susceptibilité

des patients a cette maladie.
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1-2 -Classification des parodontites

La classification abrégée selon Armitage 1999 (&sdification n'est pas associée a des
germes particuliers)
-Parodontite Chronique
-généralisée
-localisée
-Parodontite agressive
-généralisée
-localisée
-Parodontite liée a des désordres hématologiques

-Parodontite liée a des désordres génétiques

1-3 -La parodontite chronigue :

La parodontite chronique est une inflammation pantale chronique alternant des phases
d’activité et de repos aboutissant a la formatiempdches et de lyses osseuses. La destruction
des tissus est induite par la pénétration des hestet leur arsenal enzymatique.

Les réactions de défense de I'h6te jouent un prtant dans ce mécanisme de destruction.
L’alvéolyse est plus ou moins profonde en fonctieria sévérité de la maladie. La
susceptibilité du patient face a la parodontiteaggravée par des facteurs de risque soit
héréditaires ou acquis comme le stress, le tabagism

Lors des phases de destruction la flore bactérieshpolymorphe avec une dominante dans
les formes sévéres de :

Porphyromonas gingivalis

Treponema denticola

Tannerella forsythia

Fusobacterium nucleatum

Prevotella intermedia
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1-4 -l es parodontites agressives :

Lors d’'une parodontite agressive, le patient pesdtissus de soutien de ses dents : ligament,
0s, conjonctif ...tres rapidement et peut en cingatesndre une perte de dents spontanée.
Les patients sont souvent jeunes. lls ne présemastbeaucoup de plaque et peu de
problemes d’hygiene.

Ces formes de parodontites sont souvent évolutressrapidement, avec des pathogenes en
forte concentration dans les tissus péri-dentaires.

Les parodontites localisées se présentent chenmldscknt sous forme d'alvéolyses
importantes pouvant entrainer des mobilités ou rdggations au niveau des incisives et
premieres molaires. Les prélevements bactérienstremin une forte prévalence de

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Les parodontites agressives généralisées sontivéegs chez le sujet adulte jeune de moins
de 35 ans. Les pertes d’attache et les alvéolysdssgveres pouvant entrainer des mobilités,
des migrations dentaires. La flore sous gingiveteouvée est polymorphe :

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Porphyromonas gingivalis

Treponema denticola

Tannerella forsythia

Fusobacterium nucleatum

Prevotella intermedia

Les bactéries recherchées lors des maladies pdabeon seront principalement
Aggregatibacter actinomycetemcomitaRsrphyromonas gingivalist Tannerella forsythia

selon le world workshop de 1996 pour les formesples destructrice. Pour les autres seront
recherchéesFusobacterium nucleatum, Prevotella intermedRrevotella melaninogenica,
Peptostreptococcus micros, Eubacterispp., Eikenella corrodens, Prevotella nigrescées,

spirocheétes et incluaiireponema denticolat Campylobacter rectus.
Cependant les travaux de Haffajee et Socransky 384,1montrent l'importance de la

concentration des pathogenes par rapport au rigguévelopper une maladie parodontale.
PourPorphyromonas gingivalisi il est présent & plus de®l@lans le prélévement, la perte
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d’attache sera de 4,1mm dans les deux mois, powel€era 2,2mm ; podggregatibacter
actinomycetemcomitards3 mm pour 19et 3,2 mm pour 10

Pour le complexe rougePdérphyromonas gingivalis, Treponema denticola, TEaala
forsythia) il a été trouvé avec des concentrations importastets une perte d’ancrage <
1,2mm dans 18% des cas pour le premier, 11% paedend et 4% pour le troisieme. Mais
la répartition en bouche est primordiale en fonctidu nombre de sites et de leur
concentration (Teles et al.2006).

Les objectifs microbiologiques du traitement pamtal seront de diminuer le nombre de
pathogenes et le nombre de sites pour avoir umelgnaajorité de bactéries compatibles avec

la santé parodontale pour rétablir I'équilibre endtion de la capacité de défense de I'h6te.

1-5 Effets des thérapies parodontales sur les bae&sous gingivales
(Dahlen et al. 1996, Teles et al. 2006)

Le contrble de plaque par brossage diminue l'inftaation et le flux du fluide gingival ce

gui permet une diminution des substances nutritpees les bactéries pathogenes. Il induit
une réduction de la profondeur des poches, et thbreode pathogenes jusqu’a 3mm de
profondeur, pour les poches plus profondes > 6mecomgérdle de plaque n’est pas suffisant
pour produire une réponse satisfaisante pour umté garodontale (Sato 1993). Par contre le
contrble de plaque est indispensable pour la pégedes thérapeutiques parodontales.

Le débridement d’aprés Drisko et al.(1996) eshérapeutique de choix et supplante les
surfacages. Il consiste a enlever les dép6ts memshies surfaces radiculaires en
désorganisant mécaniquement et chimiquement ldrbidfe traitement non chirurgical est
souvent suffisant pour les parodontites les pléigfemment rencontrées avec au niveau
bactérien une réponse favorable pour la plus Earpdthogénes selon I'équipe de Egelberg
et Quirynen et al.( 1999Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedikenella
corrodens.

Haffajee (1997) a montré que sur 57 sujets, léstra@nt non chirurgical entrainait une
réduction de pathogenes et notamment du compiesger et une augmentation des bacteries
saprophytes. Par contigggregatibacter actinomycetemcomitai®orphyromonas
gingivalisprésentent des résultats fluctuant selon les aigeoourt terme et non significatifs
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pour certains tels que I'équipe de Kinane (Darbgl€2005), et Beikler et al (2004) suggérent
une recontamination en plus par des sites extreales (joues, langue, amygdales...).

Mais tous les auteurs s’accordent sur I'efficacibdéique (profondeur de poches) notamment
sur les poches inférieures a 6mm, avec un suiei.sBhiloah et Patters (1996) ont prouve
gue 50% des sites traités avec succes, étaiebnés®Es a un niveau important sans
maintenance 1 ans aprés pggregatibacter actinomycetemcomitgRsrphyromonas

gingivalis,et Prevotella intermedia

Le traitement chirurgical est utilisé pour réalides débridements avec un acces plus aise,
notamment sur les lésions inter radiculaires péduire la profondeur des poches, et restaurer
un espace biologique compatible avec la santé patalk.

Beaucoup d’études ont montré I'intérét du traitenodiirurgical sur la prévalence des
bactéries pathogenes par rapport au débridemeouspour les profondeurs supérieures a
5mm et sur lAggregatibacter actinomycetemcomitakbmbelli (2000) a montré sur 12

mois quePorphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleat@anpylobacter rectuétaient
retrouvés moins frequemment apres chirurgie. Qliantkur trouve des pathogénes apres
chirurgie, la prévalence d®rphyromonas gingivalisst corrélée avec la présence de site
résiduel profond > & 4mm, poBrevotella intermediaelle est corrélée avec des saignements

aux sondage selon une étude de 852 sites.

Par contre Tuan avec Nowzari et Slots (2000) onitrdaqu’une plastie osseuse permettait de
ne plus détectekggregatibacter actinomycetemcomitai®orphyromonas gingivali6 mois
apres, qudannerella forsythiaétait réduit a un trés faible niveau et gaesobacterium
nucleatum, Prevotella intermede& Campylobacter rectudtaient supprimeés.

Certaines bactéries seraient donc plus affect@esapehirurgie que par le traitement non

chirurgical.

Les prélevements bactériens auraient en plusmténét diagnostic une incidence sur les

choix de la mise en ceuvre de la thérapeutiquerdioale ou non.
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1-6 L'utilisation systémigue des antibiotiques:

« L'antibiothérapie curative a pour but de raccauiévenement clinique dans les situations
d’infection bactérienne documentée ou non en accawdc les recommandations

thérapeutiques » AFSSAPS, recommandation 2001.

L'utilisation des antibiotiques peut se faire soesix formes dans les cabinets dentaires : une
forme probabiliste ou une forme documentée. La éoprobabiliste ne doit pas étre réalisée
en aveugle mais justifiee par le praticien devane unfection bactérienne et que
I'antibiothérapie soit la plus adaptée aux bactésigpposées étre impliquées. La prescription
documentée sera réalisée apres l'utilisation d’tgohnique pouvant apprécier la situation
c'est-a-dire par un prélévement bactérien et daaéalisation d’'un antibiogramme. Dans les
cas des analyses moléculaires le praticien vabsgdr dans une situation intermédiaire, avec
un profil bactérien mais sans test de sensibilit§era donc intéressant de comparer les
prescriptions en fonction des deux types d’angbgeculture ou par sondes moléculaires.

Haffajee et Socransky ont montré clairement en 20@@&néfice d’utiliser une antibiothérapie
lors des traitements parodontaux sur le gain deanivd’attache, ce qui confirme la méta
analyse de Herrera et al. en 2002 particulierermentes poches profondes et les parodontites
seveéres.

En mars 2007 Haffajee et al. présentent les diffeae de résultats cliniques entre le surfacage
seul ou avec prescription de métronidazole ou thieaminycine ou de doxycycline sous
gingivale lors de parodontite chronique chez 92Ziep&t. Les groupes ayant regu une
antibiothérapie sous une forme systémique ou lpealaient des résultats significativement
meilleurs en terme de gain d’attache et de réduatas profondeurs de poche par rapport au
surfacage seul. Cet article montre l'intérét disél des antibiotiques sur des parodontites
chronigues alors que la prescription d’antibiotEjest réservée aux parodontites séveres ou
aux patients a risques systémiques selon les reeodmtions de bonnes pratiques de
'AFSSAPS 2001.

Mais les bactéries dans le biofilm sont plus résiss car elles sont protégées par la structure.

L’antibiothérapie n’est donc pas une solution s@ésridement non chirurgical ou chirurgical

du biofilm.
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Quel antibiotique doit étre utilisé et quand ? Ppuépondre le choix sera fait selon plusieurs
critéres orientés par la littérature a notre digmosen fonction des maladies diagnostiquées
ou apres préelévement en fonction des bactériepgeaties rencontrées.

1-6-1 Critéres bactériologiques :

- Les bactéries impliguées

- La nature mono ou poly bactérienne de l'infectiléfinira les spectres utilisés

- Le risque d’extension

- L’activité bactéricide @ lactamines) ou bactériostatique (tétracyclines, rol@es) en

fonction de la qualité de réponse de I'héte.

1-6-2 Critéres pharmacologigues

La durée du traitement peut varier d’'une prise ueifpantibioprophylaxie) a 21jours lors de
parodontites agressives.

La classification du rapport juillet 2001 de recoamdations de I'Agence Francaise de
Sécurité Sanitaire des Produits de Santé, metsidanee trois types de patients. Un patient
est considéré comme sain ou présumé sains et amal risque de greffe bactérienne a
distance, ne nécessitant pas des précautionsybiéras lors de son traitement parodontal. Un
patient est déclaré comme patient a risque A] aiuine pathologie associée non équilibrée,
évolutive ou en cours d’exploration (diabete, ifisahce rénale..), soit un sujet dénutris
(éthylique, toxicomane..) soit un sujet immunoddygri Un patient est déclaré a risque B si |l
est porteur d’'une prothése (valve cardiaque, psetlte hanche..) ou si il est classé comme
présentant un risque d’Endocardite Infectieuse.

Pour les patients a risque A et B, une antibiopytaptie (tableau 1.3) sera prescrite une heure

avant pour protéger le patient d’éventuelles baatées lors de la thérapeutique parodontale.

Prophylaxie standard Amoxicilline : adulte 3g perlt avant
enfant 50mg/kg
Allergie auxB-lactamines Clindamycine adulte : 600mg 1h avant

enfant : 15mg/kg
Pristinamycine : adulte 1g 1h avant

enfant : 25mg/kg

Tableau 1.3 : traitements prophylactigues lorsattams actes dentaires
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La durée trop courte d’antibiothérapie sélectiohdmergence de souches multi résistantes et
I'utilisation trop longue peut induire des pathakxydigestives. La durée ne doit pas étre
inférieure a 7 jours sauf pour les macrolides aidéenplasmatique longue pouvant aller

jusqu’a 20 heures pour I'azithromycine (tableau 4).

Antibiotiques

Demi-vie plasmatique

Catégorie

Penicilline G < 1 heure < 1 heure
céphalotine

Acide clavulanique

Ampicilline 1 heure Demi-vie trés courte

1-2 heures

Amoxicilline

1,5 heure

Erythromycine

2 heures

Josamycine

2 heures

Clindamycine

3 heures

DV courte 2-3 heures

Clarithromycine

3 a4 heures

3-5 heures

Lincomycine

4 a5 heures

Spiramycine 7 heures 5-7 heures
Tétracycline 8 a 10 heures 7-15 heures
Métronidazole 8 heures

Ornidazole

12 a 14 heures

Tinidazole

12 a 14 heures

Doxycycline

16 a 22 heures

15-22 heures

Minocycline

18 heures

Azithromycine

20 heures

Téicoplanine

> 30 heures

> 24 heures

Méfloquine

15 a 20 jours

> 7 jours

Clofazimine

70 jours

Tableau 1.4 : Différents antibiotigues utilisésfemction de leur demi-vie plasmatique

La dose de l'antibiotique a été souvent insuffisagn dentaire, ce qui explique certains
échecs liés a des utilisations de concentratiorsniibitrices Les recommandations de
'AFSSAPS pour chaque molécule sont donc a suiete p'assurer de I'efficacite.

Les associations de deux molécules peuvent étiiigas par la gravité d’'une infection et par
la difficulté de distribution tissulaire du prineépactif ou pour la recherche d’'une synergie.
Mais les pathologies buccales nécessitent tremereune association. Une monothérapie de

premiére intention est fortement recommandée (AFSS2001).

1-6-3 Les criteres pharmacocinétiques

L’absorption par le tube digestif, la demi-vie @&imination par les voies biliaire, fécale ou
urinaire vont permettre d’orienter le choix de lalétule en fonction des patients. De plus

certains parametres comme la distribution peuv@ing intéressants en fonction des organes

ciblés.
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1-6-4 Les molécule€Sixou 2005)
Les principales familles utilisées en odontologiatsau nombre de cing : I@dactamines, les

macrolides, les macrolides apparentés, les tétiaegoet les imidazoles.

1-6-4-1 Les béta-lactamines

Elles sont les plus souvent utilisées en premig@ntion, en odontologie, notamment en ce
qui concerne I'amoxicilline et I'ampicilline. Ellesnt un spectre incluant les cocci a Gram
positif, et négatif, les bacilles a Gram positfs lanaérobies a Gram positifFetsobacterium
nucleatum les spirochétesPorphyromonassp. etPrevotellasp de fagon variable. Il est
constaté une augmentation des résistances vis-degisanaérobies ; les aminopénicillines
sélectionnent les bactéries productriceg-tlectamases, enzymes capables de les dégrader par
hydrolyse. C’est pourquoi peut étre utilisé un lniteur de ces enzymes, 'acide clavulanique.
Ces molécules présentent une bonne diffusion &ssubt leur mode d’action est bactéricide.
La synthése de peptidoglycanes de la membrane igjlasnbactérienne est inhibée. La
posologie pour un adulte de 70kg est de 2g/jouras prises car la demie vie est d’environ

une heure pendant au minimum 7 jours, il n'y agmsonsensus sur la durée.

1-6-4-2 Les macrolides :

Les macrolides ne sont pas des antibiotiques dmierechoix pour traiter les maladies

parodontales car le spectre d'activité est efficaoe les bactéries a Gram positif aéro-
anaeérobies, ils sont peu ou pas actifs sur leséhbast impliquées dans les maladies
parodontales c'est-a-dire les bactéries Gram rigg@te plus ils présentent de nombreuses
interactions avec des médicaments. Le mode d’aesbibactériostatique sur la plupart de ces
cibles, grace a une interférence de la synthésemagines bactériennes en se fixant sur la

sous unité 50S des ribosomes.
Par contre des molécules plus récentes comme hitanitycine auraient des propriétés

pharmacologiques pouvant les rendre plus attracth@amment par une résistance au pH
gastrique, par une demi-vie de 20h, et une poseldgi500 mg/j en 1 prise pendant 3 jours.
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Ces avantages peuvent susciter un nouvel inténdét gette molécule. C’est pourquoi une
étude est réalisée lors de ce travail pour comp&eithromycine par rapport aux autres

macrolides in vitro.

1-6-4-3 Les macrolides apparentés :

Le mode d’action est tres proche des macrolides @na@c un spectre d’activité élargi. On
retrouve les lincosamides (clindamycine et lincomgr et les streptogramines
(pristinamycine).

Pour les lincosamides et notamment la clindamyiarspectre d’action est élargi aux cocci et
bacilles a Gram positif et anaérobies a Gram pasithégatifs. Mais méme si ce spectre est
adapté aux infections parodontales, ils ne sontdeasmolécules de choix compte tenu des
problemes digestifs rencontrés, pouvant engend®cdlites pseudo-membraneuses graves.

Pour les streptogramines (pristinamycine) I'actsemble meilleure que les macrolides sur
les bactéries anaérobies mais avec un mode dedonetment trés proche (sous unité 50s
ribosomale), peu de résistances bactériennes @mteétites. Ce sera donc un antibiotique de
choix en cas d’allergie auslactamines, en prophylaxie ou en antibiothéralpgeposologie

est la méme que pour felactamines : 2g/j chez un adulte de 70kg en detwmsisiprises.

Les macrolides et apparentés seront donc utiliséeeaxiéme intension ou en cas d’allergie a

la p-lactamines.

1-6-4-6 Les imidazoles :

Les nitro-imidazolés sont tres présents dans lescpptions odontologiques et notamment le
meétronidazole. Il a une action bactéricide sur htextéries anaérobies strictes, par la
production de radicaux libres par des nitro-rédsesda toxiques pour 'ADN bactérien. Cet
antibiotiqgue semble attractif pour le traitemens défections parodontales si on se référe a la
littérature. Teles et al.( 2006), Loesche et a&8d) et avant Lindhe et al.(1983) ont trouvé

une réduction plus efficace de pathogenes paroderta complexe rouge et orange avec le
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meétronidazole utilisé en thérapeutique de soutiampendant les équipes espagnoles de Sanz
depuis quelques années trouvent des sensibilitésetites a cet antibiotique. C’est pourquoi
nous réaliserons une étude sur les sensibilitésetieantibiotique par rapport aux autres
molécules sur les pathogenes parodontales.

Le spectre d’action est réservé aux bactéries ahaér strictes comme |&acteroides sp,
Fusobacterium sp.Porphyromonas spPrevotella sp.mais pas pour les micro-anaérophiles
et les capnophiles comme l&ggregatibacter sp., Eikenella sp..

La posologie pour un adulte de 70kg est de 1,5g4auirois prises.

1-6-4-7 Les tétracyclines

Les tétracyclines sont des molécules trés étuditesilisées notamment aux Etats-Unis. La
deuxiéme génération de ces molécules a fait agpataidoxycycline et la minocycline qui
ont augmenté I'efficacité et diminué les effetsos®taires.

Ces molécules sont bactériostatiques en inhibastyfdhese de protéines bactériennes en
blogquant la sous unité 30S ribosomale. Elles onspettre de moins en moins large compte
tenu des résistances mais tres sélectif et effisacéesAggregatibacter spCette spécificité
Nous ouvre une opportunité trés précieuse poubae®ries notamment dans des pathologies
agressives. Compte tenu d'une demi-vie de 20h, dsolpgie recommandée pour les

parodontites agressives localisées par TAFSSARP8e&200mg/j pendant 15 a 21 jours.

Certains auteurs comme van winkelhoff (1996) pré&miiutilisation de deux antibiotiques
tels que I'amoxicilline avec ou non l'acide clawuilgue en association avec le métronidazole
pour avoir un spectre d’action tres large inténesgautes les bactéries parodonto-pathogenes.
Les recommandations de 'AFSSAPS de 2001 a ce sojgttres claires, la monothérapie est
la régle de prescription, d’autant plus en premietention.

On pourra retenir un schéma qui nous permet desnedte I'antibiothérapie probabiliste en

fonction des pathogenes supposeés étre préseneniacty.
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A. actinomycetemcomitans Cyclines

P. gingivalis

B Bétalactamines

T. forsythia
Macrolides
Treponema sp.
Eikenella corrodens r )
Imidazolés
Capnocytophaga sp.
P. micros Quinolones
C. rectus
Inhibit
Enterobactéries "1aCtEIlﬂi§£SESF.3

Schéma 1.4 : Quel antibiotigue pour quel patho@8&ou2005

1-7 Parodontites et maladies systémigues

En plus des préjudices dus a la maladie et awetnaint sur le parodonte, les infections
localisées et de grande surface, ont aussi desrctgjpms systémiques par greffes

bactériennes a distance (schéma 1.5), et desivagaur le métabolisme (immunité...).

Par exemple le diabete est un facteur de risquelpaléveloppement d’'une parodontite, mais
le contrdle de l'infection parodontale peut amdiorelui du diabéte.

La méta analyse réalisée par JN. Vergnes et MuS2®7, sur 17 articles retenus avec 7151
sujets, met en évidence une probable associatitre éa maladie parodontale et les

naissances prématurées et/ou les petits poidsodesaux nes.

De méme les maladies parodontales représenteracteuf de risque potentiel des maladies
ischémiques coronariennes et plus particuliererdertinfarctus du myocarde. Par contre le

traitement des maladies parodontales pourrait ®iseeptible de diminuer l'incidence des

cardiopathies ischémiques.
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Schéma 1.5 : lllustration par séguence des éverertiés a l'infection pafa sur les tissus

parodontaux et le risque de cardiopathies (Firsd 2006)

Quand un patient est atteint de parodontite agresdies antibiotiques et antiseptiques sont
utilisés sur la base des connaissances scientfigueles données cliniques. Or une poche
parodontale est un site, un écosysteme a parrentiéférent sur une méme dent, d’'une dent
a une autre, d'un patient a un autre pour une nréaiadie.

C’est pourquoi nous réalisons des prélévement€beans dans les poches parodontales :

- pour connaitre les especes pathogenes existamagarten et al.1992)

- pour connaitre leur réaction face aux antibiag(antibiogramme)

- pour prescrire une antibiothérapie si elle esergaire

- pour cibler I'antibiothérapie afin de ne pas dié# les bactéries commensales et de ne pas

creer de résistance ou un autre déséquilibre flieréa
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Or le choix des sites de prélevement reste poyprdédcien aléatoire, ainsi que le choix du
mode de prélevement.

Ces choix aléatoires orientent dés le prélevenenésultat de I'examen microbiologique.

Pour améliorer l'efficacité dans le protocole denspune étude est réalisée pour vérifier si le

mode de prélevement en pool est utilisable ou gidvement site par site est nécessaire.
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2-Etude des prélevements de flores bactériennes

anaérobies par site ou par pool.

2-1 Introduction :

Les maladies parodontales sont des maladies iefsets opportunistes, sur des hotes
susecptibles. Lors d’'une parodontite agressivepalient perd les tissus de soutien de ses
dents pouvant aller jusqu’a la perte spontanéesdésdCes infections localisées ou de grande
étendue ont aussi des répercutions systémiquetepanécanismes encore mal connus.
Quand un patient est atteint de parodontite agresdies antibiotiques et des antiseptiques
sont utilisés sur les bases des connaissancesifsgiess et cliniques. Dans la plupart des cas,
la gestion de la maladie est traitée dans son dyieewn parlera de maladie de bouche. Or
une poche parodontale est un site, un écosysteguwfigpe, avec des variations sur une
méme dent et d’'une dent a une autre, d’'un patiemt@utre pour une méme maladie. Peut on
parler dés lors de maladie de site ?

Le choix des sites de prélevement reste pour micen aléatoire, ainsi que le choix du mode
de prélevement. Les sites choisis sont le plusesttues sites qui semblent les plus actifs par
la présence d’'une poche profonde, par un saignemerdgondage. Personne sauf a titre

expérimental ne préléve tous les sites.

Cette étude réalisée grace au soutien de la Dirediés Affaires Médicales de la Stratégie et
de la Recherche de I'hdpital de Nantes, a pourctibjge comparer deux modes de transport
de prélévement bactériologique pour une méme meétktahalyse par culture. Elle permet

d’évaluer quantitativement et qualitativement lardl sous gingivale des sites prélevés, chez
les patients atteints de parodontite agressiveoamparant deux méthodes de collecte des
prélévements bactériens en pool, ou site parBitgool, nous plagons les prélevements des
différents sites dans un méme milieu de transjortsite par site, chaque site a son milieu de

transport.

_ Photo 2.1 Parodontite agressive (patiente de 26 ans).
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2-2- Matériels et méthodes :

2.2.1- Populations étudiées :

Cette étude est réalisée sur 30 patients. Ellde=striptive, comparative, chaque patient étant
son propre témoin (chez un méme patient entreri@seyements par pool et par site de ses
trois mémes poches parodontales actives).

Lors de I'examen du protocole par la DRCC de Narmtesre recherche a été classée hors du
champ de la loi HURIET- SERUSCLAT du 20 décembr8g8l9

Dans chaque prélevement seront recherchées lesipades bactéries impliguées dans
I'étiopathogénie des parodontites. Chaque espéctifide sera quantifiée.

Trois sites actifs sont choisis selon les critecliniques et radiologiques déterminant

habituellement l'activité (poche de 5 mm, cedemighement au sondage...) (Slots 1986).

2.2.2- Critéres d’inclusions:

-Les patients se présentant en consultation avediagmostic de parodontite agressive avec
des poches de 5mm confirmées a I'examen cliniquadélogique, habituellement réalisé.

-Les patients ayant accepté de participer au potgastaient tous agés de 18 a 65 ans.

2.2.3- Critéres de non inclusion

-patients ayant subi un traitement antibiotiquepavodontal depuis moins de six mois (qui
pourrait fausser les antibiogrammes).

-patients n'ayant pas trois sites distincts envaeti

2.2.4- Protocole :

Les prélevements ont été traités selon la méthadendification de Slots 1986. Deux cones
de papier fin stériles type MYNOL ® Regular Styféne sont insérés, maintenus a l'aide de
précelles stériles dans chaque site pendant 20scdda ira dans un milieu de transport
commun avec les autres sites, et I'autre, prélevea@me temps et au méme endroit, dans un

milieu de transport spécifique pour chaque sitemikeu de transport doit pouvoir protéger
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les bactéries anaérobies de la toxicité de l'oxgg@t de la dessiccation, éviter la
multiplication des bactéries tout en permettant &uvie.

Le milieu de transport choisi et utilisé est cangtide 2ml de VGMA IlI (Mdller 1966
modifié par Slots en 1986).

C’est un milieu semi gélose, pré réduit, conterdad facteurs nutritionnels et des agents
inhibiteurs de croissance :

0,5g de bacto-agar (bioMerieux), 225ml d’eau désil 12,5g de gélatine (Sigma), 0,125¢g de
tryptose (Sigma), 0,125g de bio-thone (bioMeried26ul/l d’acide thioglycollique ( Sigma),
10 gouttes/l de NaoH 1N pH 7 (Sigma), 0,125 gydséine délayée dans 2ml giH(Sigma)
25ml de solution saline 1V, contenant :

0,03¢g/l d’acide phenylmercurique (Sigma), 0,24d¢l CaCiH.O (Sigma), 0,42 g/l KCI
(Sigma), 0,1g/l de MgS@H,O (Sigma), 10g/l de glycérophosphate de sodiumn{8)g
0,002 g/l de bleu de méthylene (Sigma).

Photo 2.Flacon de transpor

Le milieu est réparti sous hotte a flux laminaifee¢hgen® International, Italia) dans les
flacons en verre stériles de 2ml (Wheaton® Newejers/SA). Ces flacons contiennent 7
billes de verre de 2mm de diametre (PGC Scieng@fiddaryland, USA) nécessaire a

’lhomogénéisation du milieu.

Pendant 48 h, les prélevements sont conservébrada l'air sans probleme de perte, ni pour
les especes capnophiles, ni pour les anaérobiesu($D91).

Si une fois transportés, I'analyse des prélevemamtiaboratoire de Toulouse montre plus de
10° bactéries par ml, les prélévements sont déclargsifisatifs ; les bactéries seront
cultivées, puis reconnues et mises en culturerstest de sensibilité aux antibiotiques.

Le seuil significatif de présence et de pathogéhides tests, est le seuil bactérien desd

ml.

L’'analyse de la présence des bactéries se faiegrda technique de Slots (1986) modifiée

par Sixou (1991) sur des milieux de cultures spe#s et non spécifiques.
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Nous ferons une analyse descriptive et compardtiveombre de bactéries sur un méme site
des résultats séparés en site par site ou regrampgsool, puis nous évaluerons sur un
antibiogramme les réactions des différentes souchiivées selon le diamétre d’inhibition

calculé autour de disques de papier imbibé d’aotidpile.

Les phases de laboratoires amenant a I'identifinadies bactéries sont :
- La dispersion de I'échantillon

- Ladilution

- La mise en culture

- L’incubation

- L'identification

2.2.4.1- La dispersion de I'’échantillon :

La dispersion doit étre efficace mais aussi doitseover la vitalité des bactéries présentes
dans I'échantillon.
Le flacon de transport est réchauffé a sec a 3&tant 15mn (Bioblock) pour liquéfier le

milieu de transport

Photo 2.3 Bioblock

Les prélevements sont homogénéisés grace a unxvErgpmix Heidolph) a puissance

maximale pendant une minute.

Photo 2.4 Vortex
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2.2.4.2- La dilution :

Le prélévement d’un patient atteint de maladie gantale peut présenter 18 10 bactéries
/ml. La dilution va permettre de réaliser la cudtgrimaire avec une densité moins importante
et donc analysable.

Les prélevements apres étre homogénéisés sontspliares un tube stérile avec 900ul de
bouillon WILKINS-CHALGREN pour 100u! a I'aide d’'ungipette automatique.

Nous obtiendrons 1ml de solution & concentratioh. 1@ manipulation est renouvelée pour

102, puis 10°et ainsi de suites (schéma 4).

VGMA I1 o
Dispersion au Yortex & 2
pendant 1 minute, 3  C= 10! Cc=102 C=10"? G=10*

puissance maximale. ‘/\ \ \

Schéma 4 : protocole de dilution et mise en culture

900 il de
bouillon WC

Pour le protocole de Slots 1986, nous utilisons a@eentrations a 0pour permettre la
croissance spécifigue dAggregatibacter actinomycetemcomitarGapnocytophaga sp

Eikenella corrodengt Fusobacterium nucleatum.

Nous utiliserons les solutions i(uis 10* ensemencées par étalement sur des géloses au
sang non spécifique ; ceci nous permettra de ealis dénombrement globale, et des
Bacteroides
- apigment noir : Prevotella intermedia

- Porphyromonas gingivalis

- bactéroides non pigmenté§annerella forsythia
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2.2.4.3- La mise en culture :

Les dilutions étant réalisées, 100ul sont ensensesioéun milieu de culture gélosé.
La mise en culture est réalisée sur des gélosedigpés et non spécifiques pour une espéce

bactérienne donnée.

Photo 2.5 ensemencement sur milieu gélose

2.2.4.3.1- Milieu non spécifique:

Ce milieu est réalisé pour la culture leevotella intermedia et Porphyromonas gingivalis
(Holdman 1977)

Des géloses au sang sont réalisées a partir dedglyptocaséine-soja (BioMerieux), 149/l
d’extraits de levure (Diagnostics Pasteur). Le mHagusté a 7.2. Puis passage a l'autoclave
pendant 20 mn a 120°. Refroidissement a 56°. Apmit5% de sang de mouton stérile
(Diagnostics pasteur), 0,4% d’hémine (Sigma), (200@le ménadione (Menadione Sodium
Bisulfite, Sigma). Les milieux sont répartis entbale Pétri.

Une fois étalé le milieu est placé sous la hotecda boite Iégérement ouverte pour éviter la
condensation, puis une fois refroidi il est place rafrigérateur (on peut le conserver 3

semaines).

2.2.4.3.2- Milieu spécifigue adapté aux souchescterchées

PourAggregatibacter actinomycetemcomitans

Préparation milieu TSBV (Slots 1982)180ml : 40g¥iptocaséine de soja, 1g/l extraits de
levure. Le pH est a 7.2, la solution est autoclavd20° pendant 20mn, puis refroidi a 56°C,
est ajouté 10% de sérum de cheval stérile, et Uangé de 75 g/l de bacitracine (Sigma) et

5ug/l de vancomycine (Sigma).
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PourCapnocytophaga sp.

Préparation milieu TBBP (Mashimoo 1983) : 40g/lptocaséine de soja, 1g/l extrait de
levure. Apres refroidissement a 56 °, on ajoute d@wsang de mouton, 5% de bacitracine

(Sigma) et 10% de polymyxine B sulfate (Sigma)

PourEikenella corrodens
Préparation de milieu TCH (Slee 1979) : 309/l dailban Todd-Hewittt, 14g/l d’agar. Apres

passage a l'autoclavage on ajoute 2mg/ml de nitlatgpotassium (Sigma), 5% d’hémine

(Sigma) et 5% de clindamycine (Sigma).

PourCampylobacter rectus
Préparation du milieu WR (Hammond 1988) 200ml gO¥a formate (Sigma), 0,69 de Na

fumarate (Sigma), 2g de levure, 10,4g Bouillon coeervelle (Biomérieux), 0,6g de Na
thiosulfate, 0,059 sulfate de Fer, 3g agar. Puisagsuté:
2ml d’hémine (diluée avec quelques gouttes de NaOH)mlI ménadione, 72ul de

vancomycine.

PourFusobacterium nucleatum
Préparation de milieu CVE 200ml (Walker 1979). Daesl'eau distillée stérile 1% de bio
potasse (bioMerieux), 0,02% tryptophane (Sgimah% d’agar, 0,5% d’extrait de levure,

0,5% de Chlorure de sodium, 0,2% de glucose. Apassage a l'autoclave a 120° pendant
20mn puis refroidi a 56°C. On y ajoute 5% de saegrbuton, 4ul /ml d’érythromycine et
5ul/ml de cristal violet.

La préparation des boites de géloses se fait ssusdttes a flux laminaire, la gélose se

solidifie a température ambiante puis est stockéd°@ et séchée 24 heures avant

ensemencement.

2.2.4.4- Incubation :

L'incubation des préparations est réalisée pendanjours a 37°c dans des jarres
d’anaérobiose (80% de,N10% CQ, 10% H) contrélées par des bandelettes de bleu de

méthyléne virant au blanc en absence d’oxygéene.
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Photo 2.6 .1 Jarres d’anaérobios.

Photo 2.6.2 Station d’anaérobios

Identification des bactéries

Les CFU peuvent se différencier par leur aspecpast leur réaction spécifique a des

substrats (tests enzymatiques ou biochimiques).

Aspect :
Les bactéries structurées en CFU sur les milieusulteres se caractérisent tout d’abord par

la forme, la surface, la consistance, la couleudaetransmission de la lumiére. Cette

différenciation peut tout d’abord se faire :

- al'ceil nu, puis a la loupe binoculair®hoto 2.7

-43 -



- tour :
Contour —

77N

E

Net Echancré Surface brillante fisse (humide, grasse) ou mate (séche. rugueuse!

%

Lobé Lobulé

3

// '7‘\ Ridée Plissée Cérébriturme
rides co~ centriques) {rides rayonnantes! (chou-fleur)
Dentel¢ Asymétrique
W, /"\\ A remmai
\;\\ /f) A\ IJ‘ e T’
Filamenteux I Arbore: K" o / "‘I
scent v
heliie e
Sectariee
-Relief: .
. Cas général Ronde
m_ -Q
Plat Hémisphérique o
Py I
Bombé Globulaire '
Cas partculer ) |
Ovale |
_— WS | :
|
Acuminé Ombiliqué
‘/\_7 /_/"_ i \‘
O\ LN ~ ‘ )
B { /
Cratériforme Mamelonné \ d
| )
‘E&;{/\<>/« L N
Irréquliére Asymétrique
Incrusté

- sous lumiére ultraviolett\£366nn)

||'I|"’
Photos 2.

- SouS microscope a immersion pour voir la mobilgédrtaine especes.

- 44 -



- par la coloration de Gram et test KOH

Photo 2.8 Fusobacterium nucleatum en coloration de Gran : 2 e

- Le test Gram permet de différencier les microorgameis en deux catégories d’apres
les composants du cells-coat des bactéries, sodse pour les Gram négatifs, soit en
violet pour les Gram positifs.

- Le test KOH permet de confirmer le test de Gramndueaelui ci est difficile a
différencier. Le test permet de mettre en évidamtespect sirupeux ou visqueux a
I'anse pour les Gram négatifs aprés ajout d’'uneux djouttes de KOH a 3% et fluide

pour les Gram positifs.

Les tests enzymatiques

La catalase sa présence est mise en évidence grace a unesallgau oxygénée, placée sur
les colonies. Un dégagement de bulles visionné rp@roscope binoculaire donne une
réponse positive.

Les oxydases La présence d’'oxydase, comme pé&ikenella corroden®st révélée par une

coloration bleue violet d’un papier imprégné de étinyl-p-phényléne diamine ( Photo 2.9).

Photo2.9 :

MUG : Ce test permet de mettre en évidence la fermentdtidactose par la 3-galactosidase
bactérienne. Le 4-methylumbelliferone, produit égradation d’un substrat fluorogénique, le
4-Methyl Umbelliferyl R-DGalactopyranoside 5SMUG)rpga 3- galatosidase est détecté par sa

fluorescence sous lumiére ultra-violette(366nm).

Indole: La production d’'indole par certaines espécedénanne est mise en évidence en
faisant réagir, sur une plague de verre, une UFCecawne goutte de

dimethyleaminocinnamaldéhyde.
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2.2.4.5- |dentification des bactéries

L’ Aggregatibacter actinomycetemcomitans

C’est un coccobacille a Gram négatif, capnophitey mobile, adhérent fortement a la gélose,
translucide, non fluorescent. Son organisatiorageefi deux types :

- Petites colonies de 0.5mm bombées, lisses, mtekairrégulieres.

- Colonie de 0.5-1mm de diamétre a surface rugyewsecontours irréguliers, en forme de
grain de sable, avec une structure étoilée centrale

Tests biochimiques : Catalase positif, oxydase tifegedole négatif, MUG négatif

Capnocytophagap.

Bacilles a Gram négatif, capnophile.

Aspect : deux types de colonies :

2-5mm de diamétre rose ou jaune-orangé, étaléesla bréguliers

1-2mm bombées, brillantes translucides ou pigmentése/ jaune/ blanc.

Grasses, glisses sur la gélose

Tests biochimiques : Catalase négatif, oxydasetifigigaole négatif (MASHIMO et coll.,
1980)

Eikenella corrodens

Bacille & Gram négatif

Aspect : colonies étendues de 2-4mm en gagnant danfjour. Comme un ceuf au plat,
contour irrégulier rugueuses, odeur de chlore.

Tests biochimiques : Catalase négatif, oxydaseifjasdole négatif (SLEE et TANZER,
1978).

Fusobactérium nucléatum

Long bacille, Gram -, anaérobie strict.
Aspect sur la gélose : colonie de 2-4mm, bleudaedes, mouchetées, bords irréguliers,
grasses avec production d’'un suintement de gétatina

Tests biochimiques : Catalase négatif, oxydasetifigigaole positif.
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Porphyromonas gingivalis

Bacille petite taille a Gram négatif, anaérobieicgtrasaccharolytique, non sporulé et
immobile.

Aspect : colonie de 1-3mm, rondes, crémeuses, bordguliers, lisses, hémolytiques,
hydrophobes, marron, se pigmente au bout de 4-E jeur la gélose au sang, pas de
fluorescence

Tests biochimiques : Catalase négatif, oxydasetiighJG négatif.

Prevotella intermedia

Bacille a Gram négatif Anaérobie strict, sacchdigle, non sporulé non mobile.
Aspect : Colonies 1-4mm, lisses, bombées a borégulier, hydrophobe, non hémolytiques,
beige foncé, opaques, coloration noire aprés 4ibsjdans la gélose au sang. Fluorescence

rouge brique a la lumiére UM£366nm).

Tannerella forsythia

Bacille fusiforme a Gram négatif, anaérobie strcin sporulé, non mobile, asaccharolytique.
Aspect : colonies de rondes, jaunatres, jaune lsdusniere UV A=366nm).

Tests biochimiques : Catalase négatif, trypsine-fiositif, oxydase négatif, indole négatif,
MUG négatif.

2.2.4.6 — tests de sensibilité aux antibiotiques :

Le DDS- test (méthode de Kirby- Bauer modifié plas bactéries anaérobies) est un test par
diffusion en milieu gélosé. Il consiste a places désques stériles en papier (Sanofi®

Diagnostics Pasteur) contenant une concentratiterrdénée d’'un antibiotique. Ces disques

pré chargés sont disposés sur la surface de lasegghoéalablement ensemencée par
linoculum bactérien a étudier. Aprés 24 a 48h dliipation a 37°c, le diametre d’inhibition

en millimétres est mesuré. La résistance corresgonohe culture des souches ayant un
diametre d’inhibition inférieur & 10mm par rappau disque. La résistance intermédiaire
correspondant aux diametres intermédiaires d’itibivisur la gélose c'est-a-dire un diametre
entre 10 et 15mm autour du disque antibiotique saltare. La sensibilité des bactéries a un
antibiotique est donc mesurée par une culture adistance supérieure a 15mm depuis le

disque d’'antibiotique.
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9 antibiotiques ont été testés :
Pénicilline (Pen), ampicilline (Amp), amoxicillindmox), céfalosporine (Cefa), tétracycline
(Tétra), doxycycline (Doxy), minocycline (Mino), ispmycine (Spir), métronidazole (Métro).

Photo 2.10 Antibiogramme

In fine, I'intérét thérapeutique découlant de cétigde, est de pouvoir choisir un antibiotique
mieux ciblé et adapté aux souches rencontréemrilyse site par site nous permet de mettre
en évidence plus de souches pathogenes, les gnéibimes nous permettrons de choisir un

antibiotique, si nécessaire, le plus adapté, leiaiblé et le moins iatrogene.

2-3- Résultats :

Nous avons réalisé 120 préléevements sur 30 patdifiesents. 113 ont pu étre exploités
totalement. Une série de prélevements complets @atient a été égarée lors de
'acheminement, ce qui représente 4 prélevemerds (sites et un pool). Un autre patient a
eu trois milieux de transport des sites spécifidureses au cours de 'acheminement postal.
Nous avons classé tous les « bactéroides pigmeaiésioirs » qui ne sont pas des
Porphyromonas gingivalisni Prevotella intermediaous I'appellation générique @acteroides

melaninogenicus.

Pour chacun des prélevements analysés, la titrdiamiérienne a mis en évidence des
guantifications importantes allant de 2 a 1000 faisormale par prélévements. Les valeurs
normales par la méthode utilisée sont de 1 & Zbdctéries /ml de milieu de transport.

61,53% des prélévements ont présenté des résdifédsents entre les pools et les sites

spécifiques, avec une proportion supérieure de d@%ifférence dans 92,30% des cas et des
nombres de CFU supérieures & d@ différence dans 15,38% des cas. Au cumul defaés

un patient sur trente soit 3,33% des cas préseni® les résultats des sites et des pools

concordants (tableau 2.1). Do96,67% des patients ont des résultats différents.
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Il est possible de regrouper les patients en t@iégories en fonction des résultats :

Patient Type | Absence dans le pool d’'un ou de plusieurs pathegyprésents dans les sites
spécifiques, avec une réaction aux antibiotiqueshg ou identique. (Tableau 2.2 et 2.3)
Patient Type II: absence dans le pool, réaction aux antibiotigliéérents. (Tableau 2.4 et
2.5)

Patient Type Il : Existe dans le pool pas dans les sites spéesi@un seul patient, tableau
2.6 et 2.7).

Tableau 2.1 Résultat identique entre le pool et les sipEdiques: 1 patient sur 30

especes Site1l6 Site 27 Site 31 pool
Tannerella 20% 0 0 20%
forsythia
Nbre 5.10 3.10 2.10 6.10
facteur 50 3 200 10
Tableau 2.2

Patient Type t absence des especes dans le pool par rapporttasisgecifiques, avec des

résultats proches pour les antibiotiques ou ideesq

Espéces Site 43 Site 26 Site 16 Pool
Bacteroides 0 <0,1% 0 0
melanogenicus
Capnocytophaga 0 9% 0 3,8%
sp.
Eikenella 0 <0,1% 0 0,8%
corrodens
Fusobacterium 0 0 40% 0
nucleatum
Quantification | 5,1.10 310 3,4 1d 4.10
Facteur 50 30 340 200
Tableau 2.3:

Résultats des antibiogrammes par site et par penkible (S) ou résistant)(R
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Forte résistance identique aux antibiotiques testés
Pénicilline (Pen), ampicilline (Amp), amoxicilingf/Amox), cephalosporine (Cefa),
tétracycline (Tétra), doxycycline (Doxy), minocya (Mino), spiramycine (Spir),

métronidazole (Métro).

Sitel6 Pen | Amp | Amx |Cefa| Tetra | Doxy | Mino | Spir | Metro
especes
Fusobacterium S S S S S S S S S
nucleatum
Site 26 Pen| Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy | Mino |Spir| Metro
especes
Capnocytophaga sg R R R R R R R R R
Eikenella corrodens R R R R R R
Site Pool Pen | Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy | Mino | Spir | Metro
especes
Capnocytophaga sy R R R R R R R R R
Eikenella corrodens R R R R R R
Tableau 2 .4:

Patient type ll:absence des espéces dans le pool par rapporiteshsgécifiqgues, avec une

sensibilité aux antibiotiques différente

Especes Sitel2 Site 41 Site 24 Pool
Bacteroides 2,5% 0,8% 0 12%
melaninogenicus
Fusobacterium 4% 0 20% 0
nucleatum
Quantification 3.10’ 4.10° 1.10° 9.10°
Facteur 300 40 40 90

-50 -



Tableau 2.5:
Résultats des antibiogrammes par site et par pophtient type Il, avec une

résistance variable pour la méme souche aux atitjbas testés

Sitel2 Pen |Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy | Mino |Spir | Metro
especes
Bacteroides R S S S R R R S S
melaninogenicus
Fusobacterium | R S S S S S S S S
nucleatum
Site 41 Pen |Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy | Mino |Spir | Metro
especes
Bacteroides R S S S S S S S S

melaninogenicus

Pool Pen |Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy | Mino |Spir| Metro

Bacteroides R S S S S S

melaninogenicus

Tableau 2.6
Patient type 11l Les pathogenes existent dans le pool pas dasgdsesspécifiques (1)
Especes Site 36 Site 26 Site 16 Pool
Fusobacterium 0 0 0 0,4%
nucleatum
Prevotella 9,7% 0 0,7% 8%
intermedia
Porphyromonas 0 6% 0 0,2%
gingivalis
Quantification 5,1.1d 1.10° 7.10 8.10
Facteur 500 1000 500 800
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Tableau 2.7:

Résultats des antibiogrammes par site et par penkible S )ou résistant R )

Sensibilités différentes pour une méme souche, biotiques testés : pénicilline (Pen),
ampicilline (Amp), amoxicilline (Amox), céphalospoe (Cefa), tétracycline (Tétra),

doxycycline (Doxy), minocycline (Mino), spiramyciti8pir), métronidazole (Métro).

Sitel6 Pen |Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy| Mino |Spir| Metro
especes

Prevotella R S S S R R R S S

intermedia

Site36 Pen |Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy| Mino |Spir| Metro
especes

Prevotella R S S S R R R S S

intermedia

Site26 Pen | Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy | Mino | Spir | Metro
especes

Porphyromonas S S S R R R R R R
gingivalis

Pool Pen | Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy | Mino | Spir | Metro
especes

Fusobacterium S S S S S S S S R

nucleatum

Prevotella S S S S R R R S R
intermedia

Porphyromonas | S S S R R R

gingivalis
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2-4 -Discussion :

Les résultats montredians tous les cas une titration bactérienne élaaet de 2 a 1000 fois
supérieure a la normale, et la mise en évidenerid®-organismes :

Pathogenes vrais Pfevotella intermedia, Porphyromonas gingivaliet pathogenes
opportunisteskusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia, Bemtles melaninogenicus,
Capnocytopha ochracea, Eikenella corrodetraduisant un déséquilibre de la flore. (Pour
certains un potentiel évolutif de la maladie sarpp®sé avec perte osseuse par synthese de

phosphatase) et ainsi que la présence d’entéroleacté

Une disparité entre les prélevements spécifiquessgirélévements en pool existe sur un plan
guantitatif et qualitatif.

Il a été mis en évidence :

-Une grande variation de sensibilid@ vitro entre les cultures bactériennes et les neuf
antibiotiques testés.

-Une variation de sensibilité aux antibiotiquesrehes especes bactériennes rencontrées et
les sites de prélevements.

-Une variation de sensibilité aux antibiotiquesets espéces bactériennes rencontrées et le

mode de prélévement, mais aussi pour une mémeesspéec

Par exemple~usobacterium nucleaturprésente de grandes différences de sensibilité aux
antibiotiqgues en fonction du site de prélévement. littérature montre classiquement une
résistance connue a la clindamycine et aux maesligdnais dans cette étude une forte
disparité est retrouvée. Il parait sensible aufetghts antibiotiques dans les prélévements par
sites et par pool, sauf pour le site 26. Dans e#iiiation, il n’est sensible qu’aux pénicillines
(tableau 2.7).

Les variations importantes retrouvées peuventdtes a notre méthode de prélevement, mais
les prélevements sont réalisés avec exactemengihaenprotocole, au méme moment, au
méme endroit, avec les mémes cones de papier. Gapene fait de mettre les deux cbnes
représente un volume d’imbibition important pourpache. Mais avec deux milieux de
transports différents, il fallait deux supportsfé@iénts et on s’apercoit qu’aprés avoir enlevé
les deux cOnes si on en remet un troisieme, ceeterst aussi imbibé.

De plus, on peut penser que les deux cones osfibénde la méme information méme si le

volume imbibé pouvait étre faible. Une forte atiemta été portée sur le fait que les deux
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cOnes soient bien imprégnés. L'utilisation des eOiian aprés l'autre, méme si une
recolonisation du fluide peut se faire ne parag@ggpas intéressante pour la conservation des
informations bactériennes car on peut supposetajpeemier cdne pouvait vider le contenu
en quantité suffisante pour modifier les résultats prélever sélectivement un type de

bactéries que I'on pourrait qualifier de plus stipagiles.

Tableau 2.8Variations de sensibilité des souches selon tes pour un méme pathogene.

Résultats des antibiogrammes par site et par penkible (S) ou résistant)(R
Antibiotiques testés: pénicilline (Pen), ampiodi (Amp), amoxiciline (Amox),
céphalosporine (Cefa), tétracycline (Tetra), doxliog (Doxy), minocycline (Mino),

spiramycine (Spir), métronidazole (Métro).

Site pool Pen [Amp |Amx |Cefa |Tetra Doxy |Mino |Spir |Metro

especes

Fusobacterium S S S S S S S S R

nucleatum
Sitel2 Pen | Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy | Mino | Spir | Metro
especes

Fusobacterium R S S S S S S S S
nucleatum
Sitel6 Pen | Amp | Amx | Cefa| Tetra | Doxy | Mino | Spir | Metro
especes

Fusobacterium S S S S S S S S S
nucleatum
Site26 Pen | Amp | Amx | Cefa | Tertra | Doxy | Mino | Spir | Metro
especes

Fusobacterium S S S R R R R R R
nucleatum
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Compétition bactérienne dans un méme milieu :

Lorsque les prélevements sont mis en commun danméme milieu de transport, des
modifications sont observées sur les cultures. @edifications sont le plus souvent des
pertes d’informations. Les bactéries étant vivant@s peut supposer qu’il existe des
interactions entre elles, qui peuvent aboutir pdee de certaines especes bactériennes. Mais
on s’apercoit aussi que des espéces restantes rdomles résultats différents sur
I'antibiogramme. Donc nous devons avoir une modifan des especes en fonction des sites,
avec eventuellement une possibilité d’échange padpité dans le milieu de transport.

Il est a noter que I'on peut trouver des similitsidie résultats des cultures avec un des sites.
En effet plusieurs résultats des pools présentest résultats trées proches avec un site
spécifique particulier du patient. On peut pensex ps espéces de ce site prédominent, et
prennent le pas par compétition sur les autres.

Il peut exister deux moments ou la compétition peujpuer, dans le milieu de transport, alors
gu’il contient un inhibiteur de croissance (le pylemercurique); ou sur le premier
ensemencement non spécifique sur la gélose au sang.

Cette compétition peut induire des variations potivpeut étre aller jusqu'a la mort

bactérienne de certaines espéces. Dans ce caxlésids ne peuvent plus étre cultivées.

Intérét de la PCR en temps réel :

Les cultures bactériennes semblent provoquer desspéinformation. La sensibilité faible

de cette méthode en est peut étre la raison (ddré¢ale 106 bactéries). Les techniques de
biologie moléculaire et en particulier la PCR emps réel semble présenter des avantages par
rapport aux limites des cultures. Le seuil de d&rgour I'utilisation d’'une PCR en temps
réel type Meridol ® paro-diagnostic est d& éopies d’ADN et I'analyse moléculaire permet
de mettre en évidence la présence des bactériee mémtes. Il semble donc intéressant de
comparer les résultats pour une méme poche aveanatgse par site par une PCR en temps

réel et par la culture.
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2-5 Conclusion :

Le mode de prélevement bactérien par site donneaé&destats plus précis et plus complets
gue par pool pour la conservation des informatimgériennes des prélevements. Il est donc
préférable de réaliser des prélevements avec ueurde transport spécifique par site pour

avoir la meilleure corrélation possible entre taaiion clinique et la culture en laboratoire.

L'utilisation des prélévements bactériens sur ligsssspécifiques permet de connaitre les
bactéries impliquées dans les maladies parodontalesernées et non supposées étre
présentes avec des différences en fonction des kitee antibiothérapie adaptée et ciblée soit
sur les pathogenes les plus agressifs soit suble lae mieux adaptée a I'ensemble des sites
sera alors possible et diminue le taux d’erreurgpport a une antibiothérapie probabiliste.
Son utilisation va permettre aux praticiens de irédles erreurs de thérapeutiques anti-
infectieuses non adaptées, de ne pas créer d'aésistances et de réduire les pathologies
réfractaires aux traitements conventionnels.

Cependant cette technique de référence présent@inesr limitations pour une
démocratisation a grande échelle de son utilisati@s derniéres techniques moléculaires
sembleraient présenter un intérét dans leur fadlittilisation pour le praticien.

Une étude comparative avec une analyse par PC&rgstréel versus culture bactérienne
anaerobie par site, permettrait de comparer lacii@pdidentification et de quantification des

principales bactéries.
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3-PCR en temps réeVversusculture bactérienne anaérobie
pour l'identification et la quantification des principales
bactéries pathogenes parodontales

3-1 - Introduction

Les parodontites sont des maladies infectieusesrappstes, dont I'expression est liée a la
susceptibilité du patient. La méthode de référempmyr isoler et identifier les bactéries
pathogenes impliquées dans les maladies parodsrdatda méthode de culture bactérienne
en condition d’anaérobiose stricte. A c6té de |#uce en anaérobiose, I'utilisation des
techniques moléculaires permet lidentification deactéries anaérobies(Haffajee 1992,
Loesch 1992, Sixou 1991).

La PCR en temps réel s'est avérée une méthodeblgepsirapide pour la détection et la
guantification des différentes especes microbierraetériennes (Heid 1996 , Lyons 2000,
Martin 2002 , Nadkarni 2002, Reischl 2002). Lesolatoires GABA International® ont
développé un concept de diagnostic moléculairel’ptilisation de la PCR en temps réel
ciblée sur six pathogenes parodontaux Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivaljs Prevotella intermedia, Tannerella forsythia Fusobacterium
nucleatum et Treponema denticolaCes micro-organismes sont considérés comme les
principaux pathogenes impliqués ou associés awdpatites et aux péri-implantites (Dzink
1985, Haffajee 1994 ; Listgarten 1976, 1992, 19®Wmbelli 1992, 1994, Slots 1979, 1988 ;
Socransky 1998, 2005).

L'objectif de cette étude est de comparer la cellhactérienne anaérobie versus la PCR en

temps réel Nleridol® Parodiagnostic) dans l'analyse quantitative et qualitative de

prélevements de flore sous gingivale de patierdsgmtant une parodontite agressive.
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3-2 - Matériel et méthodes

3.2.1-Patients et site de prélevement

3.2.1.1—critére d’inclusion

La population est composée de 18 patients conssiltalihdpital de Nantes dans le service
d’odontologie conservatrice pour une parodontiteesgjve confirmée par I'examen clinique
et radiologique, et n'ayant recu aucune antibi@tpi&r au cours des trois derniers mois. Les

patients ayant accepté de rentrer dans le protétaient 4gés entre 18 et 65 ans.

3.2.1.2- critéres de non inclusion

Les critéres de non inclusion étaient des traitémantibiotiques et/ou parodontaux pendant
les trois mois précédents I'analyse (qui pourrarentifier les données de I'antibiogramme),
et des patients ayant moins de quatre sites astisicts.

Quatre sites actifs avec des poches d’au moins Siarprofondeur ont été choisis pour
réaliser cette étude. Apres un examen radiographigypoche parodontale la plus profonde a
été choisie dans chaque secteur (Mombelli 1991 mEme type de sonde parodontale a été
utilisé pour calculer la profondeur de poche, naaisc une sonde stérile a chaque site, pour
eviter les transferts de pathogenes de poche emepaes critéres de choix des sites étaient
les signes habituels de l'activité de la maladisaignement spontané, perte d'attache,
suppuration de poche, inflammation gingivale.

Le site choisi a été nettoyé au sérum et a la cessprstérile pour enlever le biofilm bactérien
supra gingival et séché a la seringue a air. Learédlons ont été prélevés avec les pointes de
papier stériles endodontiques (Modele Fine régiéaMYNOL®) tenus avec des précelles
stériles (Sixou 1991) : deux pointes de papier é@gtinsérées, sans forcer, dans la poche
choisie pendant 20S, jusqu'a la résistance a &siore

Une des deux pointes de papier a été alors plageuh flacon de 2 ml du milieu pré-réduit
VGMA-III de Moller 1966, l'autre dans un tube sqmeésifique pour l'analyse en PCR en
temps réel du laboratoire moléculaire spécialisép€gen (Carpegen® Gmbh, Minster,
Allemagne).

Les quantités et les qualités des bactéries prédepér chague méthode ont été examinées.
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PHOTOS 3.1 Prélevements répartis dans les milieux de tranggrt la culture et dans les

tubes pour la PCR.

3.2.2 Procédures de culture anaérobies

Les protocoles de culture ont été effectués dansalmratoire « Parodontite et Maladies
Générales » LU46( faculté de chirurgie dentairgyldiase). Le milieu de transport pré-réduit
utilisé était le VGMA-I1II de Moller modifié.

Des bactéries ont été cultivées sur difféerentsenmdide culture sélectifs et non sélectifs.
Aprés la méthode rapide d’identification (Slots 898es dilutions appropriées (1@t 10%

ont été realisées pour permettre la croissanceifspec et lisolement dédggregatibacter
actinomycetemcomitar(silieu de TSBV) Slots (1982) d€tusobacteriunmucleatum(milieu

de CVE). Cent pl des dilutions @t 10* ont été étalés sur un milieu gélosé non spécifique
au sang (Holdeman 1977) complété avec 0,0002%suéfite de sodium de ménadione, 0,4%
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de chlorure dhémine et 10mg/l d'acide N-acétyleraminic. Ceci a permis une
guantification des bactéries totales, la culturbidgntification desBacteroidespigmentés en
noir (Porphyromonas gingivaljsPrevotella intermedipet desBacteroidesnon pigmentés

(Tannerella forsythia

Les boites de Pétri ensemencées ont été placéesidarstation d’anaérobiose pendant 7 a 15
jours a 37°C (N 80%, CQ 10%, H 10%). L'identification des bactéries anaérobieitéa
effectuée selon les criteres du Bergey's Manuelmensuit : la morphologie des colonies
(CFU), la couleur des CFU, la fluorescence des @&xJUV 366nm, mobilité et morphologie
des cellules en microscopie optique, coloratiorGdam, et les tests biochimiques : catalase,
oxydase. Cette identification était tout d’abordligge a I'oeil nu, puis avec une loupe
binoculaire et, enfin, a l'aide d’'un microscope iqpe (a immersion dans I'huile) pour
clarifier tous les doutes sur l'identification giéeses.

Les prélévements étaient considérés comme anabgstbksque la quantification sur milieu
non sélectif mettait en évidence un nombre d’'UF@ésieur & 10bactériepar ml de milieu

de transport.

3.2.3-PCR en temps réel

Cette méthode détecte I'ADN bactérien de six ggthes parodontaux, vivants ou morts :
Aggregatibacter actinomycetemcomita®orphyromonas gingivaljsPrevotella intermedia
Tannerella forsythiafFusobacteriumnucleatum et Treponema denticoleéEn plus de cette
détermination, la charge bactérienne totale dearéitlons a été également évaluée.

Comme précédemment expliqué, nous avons employétezmant la méme technique
d'échantillonnage que pour la méthode de culturangérant des cébnes de papier en méme
temps et dans le méme site. Nous avons directetdépoisé les cOnes de préléevement dans les
tubes transports de SARSTEDT AG et de CO®. Lesrddlos de plaque ont été envoyes
au laboratoire de biologie moléculaire (Carpegenb@nMunster, Allemagne). Les cellules
ont été soumises au processus automatisé de barMbridol® Parodiagnostic (GABA
international, Minschenstein, Suisse).

L'ADN génomique bactérien a été isolé et purifiloisdes instructions du fabricant. Les
amorces et les sondes pdderidol® Paro-diagnosticont été congcues pour étre fortement

spécifiques pour I'ADN ribosomal (rDNA) des pathoge parodontaux ciblés.
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La PCR en temps réel a été effectuée avec 2ul d’ADMNaits, mélangé a I'ensemble
approprié de sonde, d'amorce et le mélange univées€agMan® PCR (Lau 2004, Reischl
2002). Le seuil de détection de la méthode de PCRmps réel est de 100 copies d’ADN
cible avec un coefficient de variation de 15%. Dejopurs a une semaine apres
échantillonnage, nous recevons un rapport de yaeaindiquant les espéces bactériennes

identifiées par ml, le nombre de micro-organismétectés et la charge bactérienne totale.

3.2.4- Statistiques

Le seuil de détection est de 102 bactéries poualiyae de PCR en temps réel, alors que celui
de la culture anaérobie était seulement d&110F. Ainsi, pour comparer les deux méthodes,
nous avons analysé les résultats originaux et asjus$é les données sur le niveau®\il
protocole de culture anaérobie (tableau 3.2). giclel Excel® a été employé pour classifier
les résultats et pour calculer les moyennes etdads-type. Les résultats de types descriptifs

sont présentés sous forme d'histogrammes et deatabl

3-3 Résultats
3.3.1-En général

Les résultats obtenus avec chaque méthode ontnétgséas en fonction de chaque espéece
bactérienne, et comparés a la flore totale. A pdets 18 patients inclus dans cette étude, nous

avons obtenu 72 analyses par la culture bactérien@@ analyses par PCR en temps réel

analysables.
% 50
0 O CULTURE
Bt PCR
o |
Aa Pg Tf Fn Pi

Diagramme 3.1Pourcentage de présence des pathogenes en fodetotypes d’analyses

PCR real time versus culture (Verner 2006)

-61 -



Pour tous les pathogénes parodontaux visés, laitpeh moléculaire a donné des résultats
indiquant un plus grand nombre de bactéries queulture, excepté pouPrevotella
intermedia.Des similitudes ont été trouvées pédggregatibacter actinomycetemcomitaets
Fusobacterium nucleatufftableau 1). Cependant, une grande différence aatée pour les
Porphyromonas gingivalis(51%). En ce qui concerne Tennerella forsythiala technique
moléculaire a permis d’identifier un plus grand twende bactéries que la méthode par
culture (36,11%).

Pour Treponemadenticola, quiest naturellement absent dans la culture (cetteiater

bactérie ne forme pas de colonies) a été présest b6 des prélevements par PCR rt.

Tableau 3.1 Tableau comparatif des deux méthodes d’analysepdurcentage de présence
de chacune des 6 bactéries pathogénes est exprifo@aion de la méthode d’identification

et de quantification (culture ou PCR rt).

Culture PCR 1t
Nbre pa| Proportion| Moyenne|Nbre pa| Proportion| Moyenne| Nbre >10°
site site
Aa 0 0 0 24 0,08% 0,02 2
Pg 6 2,99% 6,69 61 4,91% 8 43
Tf 24 6,39% 6,9 54 3,92% 5,74 50
Td 0 0 0 58 3,64% 5,24 51
Fn 33 9,21% 15,54 56 0,41% 0,91 42
Pi 22 12,06% 21,08 26 1,06% 2,49 16
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Tableau 3.2Pathogénes identifiés par les cultures et noneretiés par la PCR en temps réel

Proportion des pathogénes en fonction des méthamlpsélevement.

Nbre de site Proportion Moyenne
Capnocytophaga 9 1,45% 3,59
ochracea
Campylobacter 13 6,13% 10,19
rectus
Candica albicans 3 38,33% 14,01
Eikenela corrodeng 5 0,10% 0
Enterobacter 2 Np Np
cloacae

3.3.2- Porphyromonas gingivalis

La présence détectée @mrphyromonas gingivalisétait tres variable : une différence de
51,39% entre les deux méthodes a été trouvée. dslieconsidérable compte tenu de la
pathogénicité de cette bactérie. Cependant il dansidérer quéorphyromonas gingivalis

ne représentait que 2,99% de toute la flore @by, contre 4,91% avec les sondes (5,99%
dans des données corrigées).

L'écart type était de 3 avec une petite variatmmgarée a la moyenne.

Un prélevement a donné un résultat strictemenitigiee par les deux techniques. Deux
prélevements étaient trés proches. Trois prélemtsyant présentés un pourcentage élevé de
Porphyromonas gingivaligvec les sondes et bas avec les cultures. Poupatests, les

sondes ont pu détecter les pathogenes, mais pasliees.
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3.3.3- Tannerella forsythia

Comme mentionné ci-dessus, une différence de 3®,hlété trouvée entre les deux
meéthodes pour Iefannerella forsythia ce qui est considérable. Cependant, de grandes
variations ont pu étre observees :

- 16 sites montrent une similitude élevée (diffiee=< 0,5%) dont 1 identique.

- 12 sites donnent divers résultats, y comprisite® gour lesquels la détection par la culture
était plus importante que par PCR rt (24% deff@dince).

- 7 sites présentent une proportion inférieure aptidr les sondes, 20% pour les cultures y
compris deux poches avec Tannerella forsythia alsmur les sondes, et présents avec une
proportion de 15 a 24% pour les cultures.

Dans les derniers cas, les bactéries ont été idamstidans des concentrations élevées tandis
gue les sondes ne les avaient pas détectées. @rs@alemander si le prélevement était
valide. Mais étant significatif pour les autres téaies pathogénes, nous pouvons donc le

considérer comme tel.

3-4 Discussion :

Tous les échantillons ont été analysés et préssttaine importante flore totale
guantitativement pour les deux méthodes. Ce résudtale chacun des prélevements vis a vis
de leur concentration. Les pathogénes parodontintifiés semblent correspondre a la flore
microbienne généralement décrite dans la littéeatilespsen 2005).

On peut observer une différence dans la distributies pathogénes parodontaux d'un patient
a l'autre. Mais aucun lien direct n’a été obsemtecla séverité de la maladie et la présence
des bactéries pathogenes : quelques patients @eunffid’'une parodontite agressive avec peu
de pathogenes; tandis que d'autres réagissaieleinsmnt a un biofilm trop important. Les
especes pathogénes doivent étre présentes poulaquerodontite se développe mais la
maladie ne se manifestera pas nécessairement wantagbactérie n'excéde pas un seuil
déterminé et spécifique pour chaque site (Bradg 18bts 1988) et chaque individu.
Généralement les résultats site par site de l'ifieation bactérienne par les deux techniques
(culture et PCR rt) sont différents. Cependantittation de la flore totale (charge totale) est

relativement semblable avec les deux techniquesn Bue tres variable (0% a 12%), le
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pourcentage de présence des pathogénes parod@#ataible une fois comparé a la flore

totale par les deux techniques.

3.4.1- Porphyromonagingivalis

Les résultats semblent trés différents p@orphyromonagingivalismais quand on considéere
sa concentration par rapport a la flore totale, boene corrélation apparait entre les deux
techniques pour ce pathogene. CependanBamteroidespigmenté en noir anaérobie est
extrémement sensible a lI'oxygene et on peut sertanai les cultures n'ont pas perdu des
informations par mort des bactéries pendant le&peshent, le transport et le repiguage.

3.4.2- Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Nous avons trouvé des résultats comparables fggregatibacter actinomycetemcomitans,
avec une différence seulement de 2,77% entre lesméthodes.

La quantité dAggregatibacter actinomycetemcomitagst trés faible comparée a toute la
flore: 0,08% pour la PCR rt et 0% pour la cultuBes résultats sont tres différents des
résultats de Jervge-Donnent et al 2005 , mais sdnelsl a ceux de Lau et al 2004 . La
guantité de cette bactérie pathogene capnophisemble pas avoir atteint le plus souvent le
seuil de la détection de la culture. En outre, dangopulation étudiée, seuls des patients
caucasiens on été étudiés (sans que cela soiitereat’inclusion). Haubek et al (1995, 1996,
2004) et Poulsen 2003 ont démontré queAlggregatibacter actinomycetemcomitawt un
pathogéne tres rare en Europe du nord. Cette lilitbh bactérienne géographique et
éthnique peut expliquer la présence trés faibleAggregatibacter actinomycetemcomitans

dans notre étude.

3.4.3- Fusobacteriunnucleatumet Prevotellaintermedia

Des résultats différents on été trouvés pdtusobacterium nucleatunet Prevotella
intermedia.La PCR rt n'a pas détecté ces pathogenes tandidaqodture a présenté une
titration élevée dans 10% des cas. Pour ces depeces, la question se pose quant a la
fiabilité de la détection, par la PCR rt ou pacudture conventionnelle.

L’hypothése la plus probable est liée au fait quenilieu de culture n'est pas spécifique pour
Prevotellaintermediaou le Prevotella negrescencCes deux bactéries sont tres semblables,
elles ont un métabolisme proche, et montrent pediftirence de pathogénicité. Considérant
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gue les sondes sont fortement spécifiques pBrevotella intermedia elles doivent
différencier les deux pathogenes, alors que lesir@d ne les différencient pas du tout. Nous
pouvons avoir ainsi un résultat élevé de titrafpmur une culture et une absence pour les
sondes.

De la méme maniere, pouFusobacterium nucleaturat Fusobacteriunperiodonticum le
milieu de culture n'est pas spécifique (bien qe'ste possible d'améliorer l'identification en
observant les colonies en lumiere UV 366nm). L\s®@peut induire une surestimation par la

confusion des colonies (UFC), ce qui n'est paa$epour les sondes.

3.4.4- Tannerella forsythia

La différence est de 36,11% dans la détectiom alenerella forsythiaentre la culture et la
technique PCR en temps réel. Elle est certainemieatau fait que cette bactérie est tres

difficile a cultiver (Ezzo 2003) et gu’elle est &as faible quantité dans cet échantillon.

3.4.5- Culture anaérobie contre PCR en temps réel

La culture bactérienne de micro-organismes anagsadst basée sur la capacité a maintenir
en vie et en croissance ces organismes fragilexigeants. Cette technique nous permet
d’identifier des micro-organismes présents d'uneniara non spécifique. Cette non-
spécificité est relative et liée aux capacités aidition de cultures des micro-organismes
présents. Cependant la culture bactérienne resteedanique de référence. Des CFU
inattendues de bactéries pathogenes peuvent appapandant la culture, tandis que les
sondes courantes lors de la PCR rt ne peuvenepafetecter car elles ne les ciblent pas. Ce
fait peut étre important, en particulier en prégemtinfections aCandida albicans a
Enterobacter cloacae®u aPseudomonas aeruginogalots 1988).

Si des antibiotiques ont été prescrits dans leépasss résultat, cela va aggraver la situation
si une nouvelle antibiothérapie non adaptée estuitm

Grace aux résultats des cultures, les fluoroquiredqour legntérobactériesesponsables de
formes atypiques de parodonti@s les antifongiques pour les infection€andidaseront les

prescriptions les plus appropriées.
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Comparé aux sondes, nous notons que nous avonspenme dinformation pour des
concentrations faibles dans les cultures. Cela gempliquer par un seuil de détection dé 10
a 1dpour la culture et de ¥@our la technique moléculaire (Lau 2004).

La perte d'information peut étre également dueradet des bactéries pendant le prélevement
ou le transport. Mais cela représente sUrement quamtité faible parce que la charge
bactérienne totale évaluée par les deux technigsiesomparable. Ce résultat est en faveur
d’'une mortalité faible du prélévement a I'ident#imon.

Concernant des analyses par PCR en temps réalpieles et/ou les amorces permettent de
détecter 'ADN des bactéries vivantes et mortetteGhfférence principale pourrait expliquer
la négativité de certaines cultures et les résufpatitifs des sondes. Si cette hypothése est
correcte, les sondes nous permettent d’améliorguddité des informations concernant les
bactéries vivantes et mortes présentes dans laepo®Oh pourra parler de concepts
d’ « histoire de la maladie", pour les bactériegshpgenes ciblées puisque la prise
d’'information n’est pas uniquement au jour J dulgy@&ment mais aussi sur une période

précédente.

3.4. 6- Criteres de choix

Quelle technique est le meilleur reflet de la gitwraclinique ? Soit les bactéries présentes
sont recherchées dans la poche et cultivées jesotraces d’ADN de bactéries vivantes et
mortes ciblées sont recherchées.

La culture anaérobie semble donner une idée paiediu potentiel d’évolution de la poche

tandis que la PCR en temps réel pourrait étreflet e I'histoire de la maladie.

La technique moléculaire ne donne aucune indicagiomle moment ou les bactéries sont
mortes dans la poche. Il ne peut étre déduit auchr@nologie de la derniere activité de la

maladie. Par contre, les sondes nous permettederdifier les bactéries les plus pathogenes
qui existent ou ont existé dans I'échantillon, m&ia concentration en est faible.

Par conséquent, pour les pathogenes ciblés, eémsent pour ceux la, nous avons une
meilleure sensibilité avec la PCR en temps réel.

La durée de l'analyse dépend de la technique @etd#t utilisée. La PCR en temps réel peut

fournir des résultats en deux heures, tandis qeeltare anaérobie a besoin de 15 a 21 jours
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pour confirmer la présence des pathogenes (et yasge semaine supplémentaire pour les
données de I'antibiogramme).

Par contre, les cultures ont l'avantage importanp@mettre de réaliser un test de sensibilité
aux antibiotiques.

Bien que l'intérét de cette techniguevitro présente des limites par rapport aux conditions in
vivo, en raison de la présence du biofilm et de lapterité de la flore buccale (Socransky
1993,1998), aucune autre méthode ne peut anabsesehsibilités des bactéries pathogenes

aux antibiotiques.

L'utilisation des sondes exige de se référer aittardture scientifigue pour prescrire
l'antibiotique le plus approprié. |l s’agit d’unetibiothérapie probabiliste. Ces références
sont généralement basées sur des évaluationgigtegssdes résultats de culture de différents
laboratoires de plusieurs pays. Mellado et al. 200003, Lakhssassi et al. 2005, et
particulierement Lakhssassi et Sixou (2004, 20@B), mis en évidence les variations
interindividuelles et, surtout, intra individuelledevées de la susceptibilité de quelques
pathogenes aux antibiotiques, en particulier pBtevotellaintermedia Ce fait souligne
I'importance de la culture et de 'antibiogrammaevemtionnel pour les patients présentant

une parodontite agressive.

3-5 Conclusion :

Ce travail a permis de trouver une similitude efgsedeux méthodes d'analyse en objectivant
la présence des six bactéries pathogenes paroglontablées (apres correction de
concentration).

Les limitations techniques intrinséques des cudtina@ctériennes anaérobies causent une perte
dinformation quantitative, fOpathogénes sont exigés pour leur détection. Cependette
technique de référence a deux avantages importémidétection bactérienne n'est pas ciblée
elle est non spécifique, et nous pouvons effectuetest de sensibilité aux antibiotiques.
Ainsi, la culture anaérobie apporte plus d'infoliors et permet I'utilisation d’antibiothérapie
ciblée et adaptée.

La technique de PCR en temps réel a donné dekatéstelativement semblables, avec des

variations avérées pouvant étre liées au seuifieuféde détection () Cette technique peut
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permettre de détecter la présencd tponema denticoltandis que la culture ne le peut pas.
Pour Fusobacterium nucleatunTannerellaforsythia et Prevotella intermediala PCR en
temps réel semble plus sensible et plus sélectieela culture anaérobie. Tenant compte de
ces résultats, la fiabilité de la détection molacel des six bactéries pathogénes visées
autorise sa geéneéralisation grace a sa simplicuélidation, sa rapidité et sa reproductibilité.
Nous espérons gque le nombre et la qualité de satdamorces augmenteront pour couvrir
I'ensemble des bactéries impliquées dans I'éti@lalgis maladies parodontales.

Cette étude montre que les techniques conventiesnet moléculaires sont complémentaires.
Elles permettent d’établir un diagnostic bactégidoe précis, a condition qu'elles soient
employées selon des objectifs thérapeutiques défini

La PCR en temps réel est la technique la plus gppepour la détection et la quantification
des pathogénes ciblés lors du diagnostic pour teriertre plan de traitement et la thérapie

anti-infectieuse, puis lors de la maintenance pdar réévaluation (Sixou 2003).
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4- Choix de I'antibiothérapie en fonction d’'une analyg de

flore sous gingivale par culture bactérienne ou paPCR en

Le choix de I'antibiothérapie lors des traitemgoaisodontaux est probabiliste en fonction des

temps réel

4-1-Introduction :

pathogenes supposeés étre présents d’apres leesrdéniques et de la littérature. A l'aide
des prélévements bactériens dans la poche pardeloiatprésence des bactéries pathogénes
peut étre mise en évidence par la méthode de eulactérienne ou par une méthode
moléculaire. Lors de l'analyse des prélevements quédture, un antibiogramme peut étre

réalisé pour connaitre la sensibilité des espadégéarsin vitro, aux différents antibiotiques.

Le choix de la prescription se porte soit sur leuléat de I'antibiogramme site par site en
ciblant l'antibiotique le mieux adapté, soit daagylobalité des sites en utilisant I'antibiotique

le mieux adapté a 'ensemble des pathogenes lssaaghessifs.

En revanche lors de I'analyse moléculaire, les @peéencontrées sont mises en évidence par
leur ADN, seules les informations sur leur présesickeur quantité sont obtenues. Le choix
de l'antibiotique se fait grace au diagnostic baete donc a la présence de certaines especes
bactériennes rencontrées en fonction des recomriansiae la littérature, la référence en
France étant les recommandations de 'AFSSAP&{iDO1.

Cette étude a pour objectif de comparer les recamdataons d’utilisation des antibiotiques

de 'TAFSSAPS par rapport aux résultats d’'un tessetesibilité aux antibiotiques dans le cadre
de prélevement de flore sous gingivale chez detssajteints de parodontite.
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4-2- Matériels et méthodes

4-2-1 La population étudiée

La population est composée des 18 patients ayatitipas a I'étude précédente. Les tests de
sensibilité aux antibiotiques seront réalisés densadre de cette étude. Ces patients
consultaient pour une parodontite agressive, aoér par I'examen clinique et radiologique.
L'age n'était pas un critere de sélection puis@iade concerne simplement la qualité des
meéthodes de prélévement. Quatre sites actifs aa®palches d’au moins 5mm de profondeur
ont été choisis pour chaque patient comme critdraslusion.

Nous avons rassemblé 72 analyses par la cultutérieame et 72 analyses par PCR en temps
réel.

Les criteres de non inclusion des patients étaig¢rdgitements antibiotiques recus et/ou
parodontaux pendant les trois mois précédentslyaadqui pourrait modifier les données de
'antibiogramme) ; patients ayant moins de quatessctifs distincts.

Nous avons en fonction des résultats obtenus p& &Ctemps réel, adapté le choix des
antibiotiques selon les recommandations de I'AFSSAR comparé avec les résultats en

cultures avec test de sensibilité aux antibiotiqlesmémes sites.

AFSSAPS Pg Tf Td Fn Pi Aa
2001
Amox S R S S 15-30% R S
Métro S S S S S R
Métro+Spi S S S S S R
Clin S 5-30% R ND R S R
Prist S 10-15% R S S S S
Macro 20-40% R | 20-40% R S R 20-40% R R
Tetra S ND S 40-60% R| 60% R S

Tableau 4.1 : Recommandation AFSSAP 2001(S : dendild non déterminé, R : résistant)

amoxicilline (Amox), tétracycline (Tétra), spiraniye (Spir), métronidazole (Métro),

Clindamycine (Clin), Pristinamycine (Prist), Maddds (Macro)
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4-2-2 —Tests de sensibilité aux antibiotiques

Aprés les protocoles de culture effectués dans dbotatoire parodontite et maladies
générales LU46 (faculté de chirurgie dentaire, ®osé) analysés dans le précédent chapitre.
Les bactéries isolées et identifiées ont été nesesulture secondaire et test de susceptibilité

aux antibiotiques (antibiogramme) a éteé réalisé.

Le DDS- test (méthode de Kirby- Bauer modifié plas bactéries anaérobies) est un test par
diffusion en milieu gélosé. Il consiste a places desques stériles en papier buvard (Sanofi®
Diagnostics Pasteur) contenant une concentratiterrdénée d’'un antibiotique. Ces disques
pré chargés sont disposés sur la surface de lssegghoéalablement ensemencée par
linoculum bactérien a étudier. Apres 24 a 48h dibation a 37°C, le diametre d’inhibition
en millimetres est mesuré. La résistance corresgomthe culture des bactéries ayant un
diametre d’inhibition inférieur & 10mm par rappad disque. La sensibilité intermédiaire
correspondant aux diametres intermédiaires d’itibibisur la gélose c'est-a-dire un diametre
entre 10 et 15mm autour du disque antibiotique saliare. La sensibilité des bactéries a un
antibiotique est donc mesurée par une culture adistance supérieure a 15mm depuis le

disque d’'antibiotique.

9 antibiotiques ont été testés :

Pénicilline (Pen), ampicilline (Amp), amoxicillinglAmox), cephalosporine (Cefa),
tétracycline (Tétra), doxycycline (Doxy), minocyw (Mino), spiramycine (Spir),
métronidazole (Métro).

4-3- Résultats :

4-3.1- Résultats selon les patients:

Sur les 18 patients, deux seulement présententadééries cultivées n’ayant aucunes
résistances aux antibiotiques, tous les disquestibiatiques testés présentent un diameétre
d’inhibition d’au moins 15mm. Pour les autres, Xiste des résistances et des résistances
intermédiaires.

Nous avons regroupé les patients qui présententlésumémes bactéries pathogénes mise en

evidence par la PCR en temps réel. Cela représemg®upes. Le tableau 2 présente les
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corrélations retrouvées entre les résultats de &CRemps réel et de culture. Il n’est retrouve
au final que 18% de corrélation entre les résultatsstatés sur les 18 patients et les
recommandations de 'AFFSAPS sur les antibiotiques

Tableau 4.2 : Pourcentage de corrélations entrédles méthodes pour les six groupes

Pathogenes présents par PCH Nbre de patients % de résultats identiques
chez un méme patient entre les deux méthodes

Aa, Pg, Tf, Td, Fn 2 0

Pg, Tf, Td, Fn 11 18%

Pg ,Tf ,Fn ,Pi 1 0

Pg, Tf, Td: 1 0

Pg, Tf, Td, Fn, Pi: 2 0

Tf, Td, Fn: 1 0

4-3-2- 1-Groupe présentant Porphyromonas gingivali@nnerella forsythia Treponema

denticola, Fusobacterium nucleatum.

Dans le groupe des 11 patients préserantTf, Td, FnJles résultats des antibiogrammes
sont présentés en fonction des résistances tro@vabkau 4.3).

La résistance intermédiaire correspondant aux draséntermédiaires d’inhibition sur la

gélose c'est-a-dire un diametre entre 10 et 15nmouadu disque antibiotique sans culture et
une résistance vraie correspond a une culture deries avec un diametre d’inhibition

inférieur a 10mm.

4-3-2-2- Choix de I'antibiotique :

Selon 'AFSSAPS, le métronidazole ou I'associat@tronidazole + spiramycine pourraient

étre prescrits en fonction des bactéries pathogemésentes.
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Ce choix semble, si on compare les résultats atidiogramme, convenable pour 2
patients sur 11 soit 18%. Ce qui signifie que 92%s gbrescriptions probabilistes ne
conviendrait pas aux traitements des infectionsegesites.

Les autres sont résistants au métronidazole avex 56 une sensibilité intermédiaire a la
Spiramycine.

Pour les autres antibiotigues les résultats soothms et on constate une sensibilité
intermédiaire de 45% a la doxycycline et de 36% p@mmynocycline.

Tableau 4.3 : Résultats des antibiogrammes du demexi groupe présentant tous:

Porphyromonas gingivaljs Tannerella forsythia Treponema denticola, Fusobacterium

nucleatum.
11 Patients Résistance aux Résistance intermédiaire
antibiotiques aux antibiotiques
N°1 métronidazole doxy, mino, ery, spi, josa,
clin
N°2 métronidazole clin, spi, tetra
N°3 métronidazole ery, clin
N°4 métronidazole tetra, doxy, mino, ery,
spi,clin
N°5 métronidazole tetra, doxy, min, spi
N°6 métronidazole cip
N°7 métronidazole doxy, min, ery, spi, cip, tetra
N°8 métronidazole cip
N°9 métronidazole tetra, doxy, ery, spi, cip
N°10 0 0
N°11 0 0
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4-3-3 Les autres groupes de patients

Selon 'AFSSAPS en fonction des bactéries pathaggmésentes pour tous les prochains
patients le métronidazole ou métronidazole et aspycine sembleraient convenir lors d’'une
antibiothérapie.

Un patient présente:Pg, Tf, Fn, Pi:

bY

Le patient présente une résistance a érythromydliegdamycine, métronidazole et une

sensibilité intermédiaire a la spiramycine.

Deux patients présententPg ,Tf, Td, Fn et Pi:

tableau 4.4 : Résultats des antibiogrammes

Patients Résistance Résitance intermédiaire
aux antibiotiques aux antibiotiques
N°1 métronidazole mino, ery, cip
N°2 métronidazole 0

Les patients présentent une résistance au métmmiédat une sensibilité intermédiaire a la

mynocycline, érythromycine, ciprofloxacine, powrr’des deux.

Un patient présentant :Pg Tf Td:

Tableau 4. 5 Résultats des antibiogrammes

Résistance aux

antibiotiques

Résistance intermédiaire

aux antibiotiques

métro, clin, ery, spi

doxy, tétra

Le patient présente une résistance a I'érythrongycinlindamycine, métronidazole,

hY

spiramycine et une sensibilité intermédiaire adaydycline et la tétracycline.
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Un patient présente:Tf ,Td, Fn:

Tableau 4.6 Résultats des antibiogrammes

Résistance aux Résistance intermédiaire

antibiotiques aux antibiotiques

métro, tetra, doxy, min, cip,
0

Le patient présente une résistance a tétracyalimeycycline, minocycline, ciprofloxacine et
au métronidazole .

Deux patients présentent Aa, Pg, Tf, Td, Fn:

Tableau 4.7 Résultats des antibiogrammes

Patients Résistance aux Résistance intermédiaire
antibiotiques aux antibiotiques

N°1 métronidazole cip, spi, tetra,doxy,ery
N°2 métronidazole spi, clin

Les patients présentent une résistance au métmmdéd@t une sensibilité intermédiaire a
ciprofloxacine, tétracycline, doxycycline, érythrgtime, spiramycine pour le premier et
spiramycine, clindamycine pour le second.

4-3-4- Résultat par famille d’antibiotique :

Tableau 4.8 Résistance aux antibiotiques en % constaté aeetidiogramme chez les 18
patients.

Antibiotique | Amox | Metro Spi Doxy | Tétra | Ery Clin | Min Cip

Résistance 0 89% | 11% 5% | 55% | 11% | 11% | 5,5% | 5,5%

Résistance 0 0 55% | 44% | 39% | 39% | 28% | 28% | 28%
intermédiaire
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Diagramme 4.1 Résistance aux antibiotiques en % chez lesi8msat

Une différence de choix d’antibiotique existe d&@®6 des cas. Avec une résistance au
meétronidazole chez 16 patients sur 18. Il est @rngti’aucune sensibilité intermédiaire n'a
éte trouvée pour cet antibiotique.

Une résistance pour la spiramycine de 11% des tcaléé et une sensibilité intermédiaire
dans 50% des cas.

Pour la doxycycline, une résistance de 5% et uassikilité intermédiaire de 44% ont été
mises en évidence, et pour la tétracycline 5,5% rélgistance, 39% de sensibilité
intermédiaire.

Pour la clindamycine il existe 28% de sensibilitiermédiaire et 11 % de résistance.

Pour I'érythromycine 39 % de sensibilité internadigi et 11% de résistance on éteé trouvées.
Seulement 28% de résistance intermédiaire et 5¢e ¥esistance ont été mises en évidence
pour la minocycline, et pour la ciprofloxacine, udsistance de 5,5% et 28% de sensibilité

intermédiaire.

4-4- Discussion :

Chaque prélevement a été analysé dans le respeaitt dgs protocoles utilisés dans le
laboratoire. Les préléevements analysés par PCRrapd réel, ont utilisé selon les regles de
bonnes pratiques du laboratoire Carpegen® (a MyrG&many) un protocole automatisé.
Les résultats a comparer sont donc établis a phartorotocoles parfaitement codifiés.
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Chaque prélevement a été effectué en méme tempsiéme site, en utilisant les mémes
cbnes de papier, précautions qui permettent darecths variations a celles de la méthode
d’analyse.

Une tres forte proportion de résistance au métexuld est a noter pour les bactéries
prélevées. Elle représente 89 % des cas rencatansscette etude. Ces résultats vont dans le
méme sens que ceux des études présentées a En@Egia Madrid :

« Microbiological pattern and periodontal pathogezsstance to metronidazole in patients
needing prosthetic treatment” de Di Leo et “Micmbgical testing: changing the target.
Exploring antibiotic resistences in a sample ofquntal patients in Spain.” de

Pordomingo de I'équipe de Sanz.

Feres et al en 2002, avait déja présenté des atsulle résistances des pathogénes
parodontaux au métronidazole dans plus de 53%atestadiés en moyenne et pouvant aller

jusqu'a 79%. Pour I'amoxicilline, une résistance factéries a été décrite a 0,5 %. Son étude
était plus particulierement orientée sur la résistades bactéries pendant l'utilisation des

antibiotiques a 3, 7, 14 et 90 jours. Elle montcpie la résistance augmentait pendant cette
période, puis redescendait a sa valeur initial@rSprojette cette hypothése sur les bactéries
de notre étude, les résultats trouvés son trehpso@t la résistance devrait encore augmenter

pendant I'utilisation du métronidazole chez nosquas.

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce résultat

- un probleme d’évolution de la sensibilité au métlazole lié au protocole des cultures.
Mais des tests de controle, par une méthode denuétdgion de la CMI en milieu liquide,
nous ont confirmés les résultats de la méthodaldgsies. Cette technique d’antibiogramme
consiste a inoculer dans 50ul d’'un bouillon baetérilense, successivement des solutions
contenant des concentrations antibiotiques craiesafde 0,25ug/ml a 128ug/ml) a 37°C
pendant 72heures. La mesure de la Concentratiommdie Inhibitrice est la concentration
antibiotique la plus faible pour laguelle aucuneissance bactérienne ne parvient a troubler
visuellement la solution. Elle est définie par amalyse visuelle de I'opacité de la solution a
I'ceil nu et contrblée par une mesure par un spaghe (Colorimeter®6051, Jenway,USA).
Les valeurs de densité optique inférieure a 0,24 considérées comme négatives.

- La réalisation des cultures suit les principeddenes pratiques qui font référence dans le

domaine. Existe—t-il une possibilité dinteractie@ntre les antibiotiques utilisés pour
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sélectionner les milieux et les bactéries incrimm;@ La culture dBusobacterium nucleatum
nécessite la présence d’érythromycine dans le unileeculture gélosé qui a un spectre proche
de la spiramycine. Pour tous les autre milieux demposants n’interferent pas avec les
pathogenes recherchés (cristal violet, bleu de yiaxhb...) et les autres antibiotiques sont
utilisés pour détruire les bactéries a Gram positif

- les patients de cette étude présentent des lectésistantes a cet antibiotique.

- il peut exister une variation de sensibilité aamtibiotique tres prescrit aux cours des années

dans une population.

Les niveaux de sensibilités intermédiaires semhbenpas représenter une forte proportion
pour les autres antibiotiqgues. Ces résultats santarélation avec la littérature et les
recommandations de 'AFSSAPS de juillet 2001, gauifr la spiramycine ou des sensibilités
intermédiaires ont été retrouvées dans 50% desPcas. la doxycycline la résistance n’est
gue de 5% par contre les sensibilités intermédiaont de 44% ce qui semble étre un résultat
important, tres proche de la tétracycline quanaumul des deux résultats, résistance et

résistance intermédiaire, est réalisé.

En effet, lors de la prescription des antibiotiques sensibilités intermédiaires seront
considérées comme des résistances. Les variatosersibilité induisant des variations de
l'effet sur les bactéries pathogenes chez un patssmaient trop importantes et non
prévisibles. Nous corrigeons donc les résultatsuende prescription.

Le métronidazole présente une résistance de 89@anetle pourcentage de résistance passe
pour la spiramycine a 61%, 50% pour I'érythromycatet9% pour la doxycycline et pour la

tétracycline 44,5% sur les pathogénes cultives.

Pour avoir la possibilité d’avoir une activité aimtfectieuse prévisible sur plus d’'un patient
sur deux, pour les bactéries rencontrées, seuledlindamycine, la minocycline et la
ciprofloxacine auraient ces capacités, ainsi qaendxicilline avec une sensibilité trés
supérieure.

En effet, 39% de résistance ont été mis en évidpoce la clindamycine, 33,5% pour la
minocycline comme pour la ciprofloxacine, qui sal@s antibiotiques moins utilisés dans
I'arsenal anti-infectieux des parodontistes frascai

Par contre chez les patients étudiés, 'amoxi@lle présente que peu de résistance réelle et

de sensibilité intermédiaire. Ce résultat est smant car c’est un antibiotique qui a éte
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beaucoup prescrit dans la population. Or l'utiimata grande échelle engendre le plus

souvent des résistances dans cette population.

4-5- Conclusion :

Il existe une forte différence de choix lorsquepesscriptions d’un antibiotique sont réalisées
apres utilisation d’'un test de sensibilité aux l@intiques par rapport au choix, en fonction
des recommandations de 'AFSSAPS 2001, selon kepce des bactéries apres analyse avec
la PCR en temps réel. Seulement 18% de corrélatiate entre les deux méthodes soit deux
patients sur 18.

Cette différence trés significative est due a dmsations de sensibilité aux antibiotiques par
rapport aux références de 'AFSSAPS. Le métroniapoésente 89% de résistance sur les
antibiogrammes apres culture, 61% pour la spirangyenais aussi 49% pour la doxycycline.
Pour les antibiotiques moins souvent utilisés aongantologie en France, les résistances sont
plus faibles : 39% pour la clindamycine ce qui espond aux recommandations. Mais les
résultats semblent plus favorables avec seulen&b¥%3de résistance pour la ciprofloxacine
et la minocycline.

Les bactéries rencontrées présentent le moins distaidce réelle et de sensibilité
intermédiaire pour I'amoxicilline. Elle parait étta molécule de choix notamment pour
I'antibiothérapie de premiere intension sauf pas patients présentant des allergies gux

lactamines.
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5-Etude comparative de la sensibilité de onze pathénes

parodontaux in vitro vis-a-vis de l'azithromycine \ersus

erythromycine, spiramycine, clindamycine.

5-1-Introduction :

Selon les recommandations de 'AFSSAPS juillet 2084 antibiotiques peuvent étre utilisés
pour les traitements des maladies parodontales td®zpatients a risque et lors de
parodontites agressives ou récidivantes. Les estde choix d’'un antibiotique sont orientés
par les criteres bactériologiques selon la nateréidfection, les criteres pharmacologiques
tels que le spectre, la bactéricidie, la durédpkse, les criteres pharmacodynamiques comme
'absorption, la demie vie. Les macrolides jusqu@éesent présentent un intérét en cas
d’allergie aux pénicillines, mais ne sont pas dedéoules de choix vis-a-vis des principales
bactéries impliqgués dans les maladies parodontiademise en ceuvre des tests de sensibilité
aux antibiotiques a montré que I'azithromycine présrait une bonne efficacité et une bonne

tolérance.

L'objectif de cette étude est d’évaluer lefficacitde I'azithromycine par rapport a
I'érythromycine,la spiramycine, et lalindamycine chez des patients atteints de parddsnt
agressives.

L'utilisation d’antibiotiques ciblés vis-a-vis degathogenes parodontaux impose
l'identification de ces bactéries pathogenes etrdalisation d’'un antibiogramme. Cette
technique sera utilisée pour comparer la concéotraminimale inhibitrice (CMI) de

I'azithromycine a I'érythromycine, la clindamyciegla spiramycine.
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5-2 Les intéréts de I'azithromycine

L'utilisation des macrolides présente un intérés |d’allergie aux pénicillines lors d’'une
antibiothérapie ou d’'une antibioprophylaxie. Maés imacrolides ne sont pas des molécules
de choix vis-a-vis des cibles des pathogénes patadr, avec des résistances importantes et
différents problemes d’interactions médicamenteldésvés de I'ergot de seigle, cisapride,
pimozide...), de risque d’interaction avec certaimmtaceptifs oraux; des problémes de
passage des membranes (bacille Gram-) et de paffi@ité sur le site de fixation sur la sous
unité 50S.

Aujourd’hui, de nouvelles molécules sont prescritagec de nouvelles propriétés.
L’azithromycine est une molécule qui présente unienk tolérance avec une faible toxicité.
Elle présente des avantages au niveau métaboliqueamment avec un métabolisme
hépatique trés faible (environ 5 %), une élimimajwincipalement sous forme inchangée. La
voie principale d’élimination est biliaire (60 a 78, avec un cycle entéro-hépatique, son
élimination urinaire est faible (10 a 20 %)

Ces propriétés différentes seraient imputées autap’'une fonction amine en C9 qui
permettrait en milieu acide une meilleure stahilitthe bonne lipophilie et une bonne

pénétration a travers les membranes.

L’activité sur les bactéries se fait par blocagdadsynthése protéigue (ss50S) et sa demi-vie
est trés longue de 20h en comparaison aux augdeledtl 5.1). Toutes ses propriétés mettent

en évidence un intérét pour I'azithromycine.

Antibiotique Demi-vie Forme liée
Erythromycine 2h: 1a 3g /] 10j 65%
Spiramycine 7h: 6 a 9 millions d’Ul/j 10%
Clindamycine 3h : 600 mg /| 80-94%
Azithromycine 20h: 500 mg/j 3 j 20%

Tableau 5.1 Propriétés pharmaco-dynamiques des antibiotiques
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5-2 -Matériels et méthodes :

Les critéeres de non-inclusion sont des patientsitagiabi des traitements antibiotiques et/ou

parodontaux pendant les trois mois précédant K@ea{qui pourraient modifier les données

de I'antibiogramme).

Les criteres d’inclusion sont les patients ayantnsiale quatre sites actifs distincts. Quatre
sites actifs avec des poches d’au moins 5mm deomaetir ont été choisis pour chaque

patient comme critéere d’inclusion. Les critéresctieix des sites étaient les signes habituels
de l'activité¢ de la maladie : saignement spontgeéte d'attache, suppuration de poche,
inflammation gingivale.

Nous avons utilisé les cultures destinées aux tiEssensibilité aux antibiotiques des patients
atteints de maladies parodontales agressives tigl¢énitiale ( I'analyse des prélevements

par site ou par pool), pour réaliser cette étu@s.tests de sensibilité aux antibiotiques ont été
réalisés apres isolement et identification desédves pathogenes par la méthode de diffusion

en milieu gélosé a partir de disques.

5-2.2- Procédures de culture anaérobies

Les protocoles de culture ont été effectués darlaberatoire de parodontite et maladies
générales LU46 (Faculté de chirurgie dentaire, dose,) selon le protocole déja décrit dans
la seconde partie lors de I'étude des prélévenpartsite ou par pool.

La validation d’'un prélévement nécessite une gtiaation sur milieu non sélectif supérieur a
10° bactéries par millilitre de milieu de transpore tepiquage des CFU caractéristiques a
permis de réaliser des cultures sur milieu sélexdtif de terminer leur identification. Ces
subcultures ont permis la réalisation des testsselasibilité aux antibiotiques lorsque
I'identification était positive et la pureté du repage confirmée par I'aspect visuel et une
coloration de Gram.

Les principales molécules antibiotiques testéds etarge testée étaient :

Erythromycine 15Ul

Spiramycine 100ug

Clindamycine 2UlI

Azithromycine 4ug
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La résistance a une molécule antibiotique évalaeup test de sensibilité en milieu gélosée
correspond a une culture bactérienne avec un diardéhhibition inférieur a 10mm autour

du disque. La sensibilité intermédiaire corresponhdaux diametres intermédiaires
d’inhibition sur la gélose c'est-a-dire un diameémetre 10 et 15mm autour du disque
antibiotique sans culture. La sensibilité des b@téa un antibiotique est donc pour une

culture a une distance de 15 & 30mm autour du elidguntibiotique.

5-3- Résultats

Sur 120 prélévements réalisés, 113 ont pu étrei&plpour I'étude des prélevements par site

et par pool et 87 repiquages ont pu étre utilisis pealiser et analyser cette étude. L’étude

de comparaison s’est faite sur ces 87 prélevemepigésentant 22 patients.

5-3-1-Résultats des tests de sensibilité en fomcties antibiotiques

87 prélevements %
Sensibles 43 49,4%
Résistants 20 24,1%
Sensibilités 24 27,5%
intermédiaires

Tableau 5.2 résultats des tests de sensibilité des bactarlggées a I'azithromycine.
Sur les 87 prélevements realisés, les bactériesvard présentent une sensibilité a

I'azithromycine dans 49,4% des cas et une résistdans 24,1% des cas.

B sensibilité identique

B Sensibilité supérieure
a l'azithromycine

Diagramme 5.1 Pourcentage de différence de sensibilité de Haaihycine par rapport aux

autres macrolides
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« 54% des résultats sont identiques (diagramme @) les trois antibiotiques que ce soit
pour les résistances ou les sensibilités.

« 44% des prélevements montrent que 'azithromyestesensible ou présente une sensibilité
intermédiaire alors que les bactéries cultivées samistantes aux autres antibiotiques.

« 2% des prélévements sont sensibles a la clindamgsule.

Si I'on ne considére que les sites ou l'azithromgciest efficace contre les pathogénes
parodontaux il existe 10 sites ou les bactéries$ samistantes (soit 71 %, des cas) aux autres

antibiotiques.

@ Spiramycine
B Erythomycine
O Clindamycine

SRS SSR RRS RRR

Diagramme 5.2 Répartition de la sensibilité des autres madeslisur les sites sensibles a
'azithromycine. (R : sites résistants et S : sgtessibles)

@ Spiramycine
B Erythromycine
O Clindamycine

SRS RRS RSS RRR

Diagramme 5.3Répatrtition de la sensibilité des autres macrelsie les sites de sensibilité

intermédiaire a I'azithromycine.

Sur 24 sites de sensibilité intermédiaire pourittammycine, il existe 17 sites sai0,83%
des cas, ou les bactéries sont résistantes a &susutres antibiotiques. Par contre la
clindamycine est active pour chaque prélevemenndjisu moins un des deux autres est

résistant.

-85 -



5-3-2- Vis-a-vis des pathogénes parodontaux

Nous présentons les résultats de I'azithromycingesés-a-vis des pathogéenes parodontaux

cultivés. Répartition des 87 prélevements sur 22 ipizs.

Aa | Pg Pi Bm |Cap | Ec Fn Cr Pn | Tf Fj
Nbre 0 16 13 1 7 6 20 2 1 10 11
Sensible 0 6 7 1 3 1 0 0
Résistant 0 2 3 0 1 2 5 0 1 3
intermédiaire; 0 9 3 0 3 3 6 2 0 1 4

Tableau 5.4 Nombre de sites sensibles a l'azithromycine enction des différentes

bactéries pathogenes rencontrées.

5-4- Discussion

5-4-1 Prélévements significatifs :

Le nombre et la qualité des bactéries rencontEmblent corrélés aux examens cliniques et a
la littérature. Si certains pathogénes étaientadnd quantité, la flore totale était importante.
Cela montre que le prélevement a été réalisé dabsmohes conditions ainsi que la culture.
Aggregatibacter actinomycetemcomitaria jamais été isolé. Soit les patients ne preésent
pas deAggregatibacter actinomycetemcomitas@t nous avons été dans l'incapacité de le
prélever ou de le cultiver. Cependant, il est & mpte la population de I'étude est représentée

par des caucasiens, qui ne présentent que raréggreagatibacter actinomycetemcomitans.

5-4-2- L'azithromycine :

Dans 44% des cas, l'azithromycine présente unevitgctinhibitrice plus efficace que
I'érythromycine, la clindamycine et la spiramycimgres I'analyse des antibiogrammes sur les
souches étudiées. Ce résultat est significatiedrfible pour I'azithromycine par rapport aux

autres macrolides.
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De plus vis-a-vis des pathogenes parodontaux,ekiste que 24,1% de résistance sur les
prélévements étudiés ce qui est peu pour cettdléadiantibiotiques. Mais il faut rajouter

27,5 % de sensibilités intermédiaires qui seronsm®rées comme résistantes.

L’azithromycine présenterait une efficacitévitro supérieure aux autres macrolides. In vivo,
des qualités pharmacodynamiques, notamment gréaalamie vie longue lui permettent une
efficacité plus importante et un spectre adaptésauxches pathogenes étudiées (concentration
effective longue).

Ces caractéristiques induisent un aspect négatieftet, la demi-vie longue est responsable
d'un temps de maintien a une concentration sulbitiiie longue et génératrice de
conditions favorables au développement de microusgzes résistants. Mais compte tenu des
propriétés de cet antibiotique des précautions etivétre prises pour les patients sous
anticoagulants oraux, sachant que ces patientgeguitis en plus nombreux.

La posologie par contre est nettement en favewodautilisation, car seulement trois jours de
prescriptions suffisent au traitement avec uneepgisotidienne. Ce mode de prescription va

forcément augmenter la qualité de I'observancdgsapatients.

5-5- Conclusion

L’azithromycine semble présenter des avantagesiwaun de son activité par rapport a
I'érythromycine, la spiramycine et la clindamycirfigle présente donc une activité inhibitrice
plus importante et un spectre plus adapté aux raiganismes pathogenes étudiés avec une.
Son mode de prescription pouvant favoriser son reheee aupres des patients, elle
permettrait une souplesse nouvelle lors des ppgnTs d’une antibiothérapie notamment en

cas d’allergie aug lactamines.
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6- Les profils bactériens

6-1 Introduction

Lors des différentes études sur les prélevementetiens réalisés par culture au Laboratoire
de « parodontite et maladies générales » de Taeldugst apparu sur une population de
trente patients, que la présence de pathogénedqrdanix pouvait permettre de constituer des
groupes de patients. La détermination du profihpatrait de mettre en place des protocoles

de prises en charge clinique en fonction de I'ajgance a ces profils.

L'objectif de cette étude est de définir des psofibctériens a partir de I'analyse par PCR en
temps réel de prélevements effectués chez 157ssugetul le diagnostic bactérien est
recherché dans cette étude. La méthode de préleveshal’analyse utilisée est Raro-

diagnosticde chez GABA® analysé par le laboratoire Carpegé@vi@nster, Allemagne).

6-2- Matériel et méthode :

6-2-1 Patients et sites de prélévement

La population est composée de 157 sujets consyltantune parodontite active au centre de

soins de la faculté de chirurgie dentaire et ennedtprivé. Le diagnostic est confirmé par

I'examen clinique et radiologique. Ces patientshjmas subi d’antibiothérapie les trois mois

précédant la consultation. L'age n'était pas urrerde sélection.

Les critéres de non-inclusion des patients sont :

- des patients ayant eu des traitements antibiotigt/esi parodontaux pendant les trois
mois précedent I'analyse (qui pourraient modifesx lonnées de I'antibiogramme),

- des patients ayant moins de quatre sites actifisiclis.
Quatre sites actifs avec des poches d’au moins Slarprofondeur ont été choisis pour
chaque patient. Aprés un examen radiographiguegdhe parodontale la plus profonde a été

choisie dans chaque secteur.
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Le méme type de sonde parodontale a été utilisé gaauler la profondeur des différentes
poches. Pour éviter les transferts de pathogéngge @oche a une autre avec la méme sonde,
nous avons utilisé des sondes stériles a chagudespprélevement.

Les criteres de choix des sites étaient les sidgrastuels de l'activité de la maladie :
saignement spontané, perte d'attache, suppuraipoahe, inflammation gingivale.

Le site choisi a été nettoyé au sérum physiologifuge la compresse stérile pour éliminer le
biofilm bactérien supra gingival, et séché avesdangue a air. Des échantillons ont été
prélevés avec les pointes de papier stériles emdiogies tenus avec une précelle stérile: une
seule pointe de papier a été insérée, sans fataes, la poche choisie pendant 10s, jusqu'a la
résistance de la pression.

Elle a été alors placée dans un tube avec lessaptédevements des sites sélectionnés par
patient. Les prélevements ont été envoyés poualysa en PCR en temps réel au laboratoire

spécialisé (Carpegen® Gmbh, Miunster, Allemagne).

6-2-2- Le Paro-diagnostic Meridol® :

Ce kit est trés facile d’acces pour tous les peii; aussi bien par sa disponibilité que son
utilisation. Cette méthode précédemment utiliséesdze travail, détecte 'ADN bactérien de
six pathogénes parodontaux, vivants ou morisggregatibacter actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivaljsPrevotella intermedia Tannerella forsythi&usobacterium
nucleatum et Treponema denticolaEn plus de cette identification, la charge baetére
totale des échantillons a été également évaluée.

Nous avons employé la méme technique de prélévedetitansport et de répartition que
pour la méthode de culture, en insérant un cone KXTE dans quatre sites et tous
directement déposés dans les tubes de transpoBARSTEDT AG et de CO®. Les
échantillons de plaque ont été envoyés au laboeaiGarpegen Gmbh, Mlnster, Allemagne).
Les cellules ont été soumises au processus ausaTdi I'analyse du testeridol® Paro-
diagnostic (GABA international, Minschenstein, Suisse).

L'ADN génomique bactérien a été isolé et purifiloisdes instructions du fabricant. Les
amorces et les sondes du systévtexidol® Paro-diagnostioont été sélectionnées pour étre

fortement spécifiques pour 'ADN ribosomal (rDNA9dpathogenes parodontaux ciblés.
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La PCR en temps réel a été effectué avec 2ul deN'Axtrait comme calibre dans un
mélange de la réaction contenant les ensembles@ps de sonde, d'amorce et le mélange
universel de TagMan® PCR.

Deux jours apres I'envoi des prélevements, un rappanalyse est recu et montre le nombre
de micro-organismes détectés et la charge bacatéripar fax ou une semaine a dix jours par

courrier.

6-3 Résultats :

6-3-1 -Présence des pathogénes

Sur 157 patients, tous les prélevements ont étfs@saet pris en compte dans cette étude.
Aucun des prélevements n’a été endommagé ou perdu.

Certains profils de patients sont apparus lors'alealyse des prélévements bactériens. Les
profils les plus importants ont été retenus avee raprésentativité supérieure a 2% sur les

157 patients.

Le profil majoritaire représentant 53 ,5% des cad’'@hsemble de ces patients contient les
pathogenes suivant®orphyromonas gingivalj$revotella intermediaTannerella forsythia
Treponema denticola, Fusobacterium nuclegtum

Puis une forte diminution de la prévalence desilgreft notée, puisque le profil suivant ne
représente que 13% des cas, auearphyromonas gingivaljs Tannerella forsythia
Treponema denticoldusobacteriummucleatum.

Tous les pathogéenes ciblés par cette méthode @ne¢teouvés dans 9,5% des cas.
Aggregatibacter actinomycetemcomitaméa été retrouvé que dans 9,5% des cas en
association avec tous les autres pathogenes ness jiirésent avec d’autres pathogénes dans

des profils particuliers représentant des proposti@ible inférieures a 2%.
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Profils bactériens Pourcentage (%)
Profil 1: Pg, Tf, Td, Fn Pi 53,5%
Profil 2: Pg, Tf, Td, Fn 13%
Profil 3: Aa, Pg, Tf, Td, Fn, Pi 9,5%
Profil 4: Tf, Td, Fn, Pi 6,3%
Profil 5: Tf, Td, Fn 3,82%

Tableau 6.1 : 5 profils de patients les plus frémieen fonction du pourcentage de leur
présence

La prévalence de chaque pathogéne pris individuelhd est comparée, des fortes proportions
de présence sont constaté€annerella forsythiaTreponema denticol&t Fusobacterium
nucleatum sont présents pratiguement dans chaque prélévenrens Porphyromonas
gingivalis et Prevotella intermediasont un peu moins présents mais restent a de forts
pourcentages etAggregatibacter actinomycetemcomitaest en beaucoup plus faible

représentation avec seulement 17% de présence.

Bactéries pathogenes Pourcentage (%)
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 17%
Porphyromonas gingivalis 84%
Tannerella forsythia 100%
Treponema denticola 92%
Fusobacteriunmucleatum 99%
Prevotella intermedia 72%

Tableau 6.2 : Pourcentage de présence des bagiatiemenes

La présence des bactéries pathogenes est un tésydtatant, mais il est impératif de mettre
en évidence la concentration de ces pathogenesa tachnique avec la PCR en temps réel

permet de mettre en évidence des bactéries patbegempartir d'un seuil de 100 copies
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d’ADN. Cela est extrémement faible et la pathogéhide ces bactéries a cette concentration

peut étre discutée.

6-3-2 -Concentration des pathogénes

Le diagramme 6.1 permet de visualiser la quantiboamoyenne de chaque bactérie
pathogene.

Porphyromonas gingivaljsTreponema denticola, Tannerella Forsythsant les bactéries
pathogenes les plus présentes. Elles sont présandes concentrations importantes, mais
avec des écarts types pouvant étre importants,s atpre Prevotella intermediaet
Fusobacteriumnucleatumreprésentent des concentrations plus faibledggfregatibacter
actinomycetemcomitanees faible, mais avec peu d’écart entre les wiffés valeurs.

Les écarts types nous permettent d’évaluer lat@niale quantification dans chaque groupe.

MOYENNE
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Diagramme 6.1 : Moyenne et écart type en fonctionas$ bactéries pathogenes ciblées

6-4 Discussion :

Le choix du laboratoire Carpegen® (Gmbh, MiinstdierAagne) s’est imposé naturellement
en raison de la disponibilit¢ de ce laboratoire rptaiter des prélevements en nombre

importants. De plus notre équipe a validé la tepimide cette analyse par PCR en temps réel,
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par rapport a la technigque de culture en conditaregrobies. Les bactéries pathogenes et les

concentrations rencontrées valident la qualitépdélevements et des transports.

L'utilisation des sondes nous expose a un ciblagkdecherche des bactéries pathogenes. Ce
ciblage est réalisé sukggregatibacter actinomycetemcomitaRorphyromonas gingivaljs
Prevotella intermedia, Tannerella forsythi&gusobacterium nucleatum et Treponema
denticola.Cela ne veut pas dire qu’il n’existe pas d’autrathpgénes présents. Il faudrait
avoir plus de sondes ciblées sur plus de pathog&fas déja dans le ciblage de cette étude,

des profils bien différents ont été définis.

La premiere remargque est que les pathogenes sanptésents dans tous les préléevements
sauf Aggregatibacter actinomycetemcomitan€ependant 17% des patients présentent
Aggregatibacter actinomycetemcomitacs qui peut paraitre un résultat important car il

caractérise de maladies parodontales agressiviesnment sur de jeunes patients.

Nous pouvons avoir une technique présentant trdjpude positifs, mais cette technique a été
comparée dans une précédente étude. Cette congmaeaisontré des résultats proches avec
la technique de référence, la culture bactérieRae.contre en analysant les concentrations,
des pathogenes n’auraient pas été mis en évidemda pulture a cause du seuil de détection
qui est de 1dpathogénes (Teles et al. 2006).

Les prélevements ont été proposeés a des patigrgsrgant des parodontites actives avec des
poches supérieures a 5mm. On peut donc penser’agreskivité de la forme clinique
s’exprime par les fortes présences de pathogémedgdaux chez ces patients.

PourPorphyromonas gingivalis, Tannerella forsytl@ar reponema denticolaes pathogenes
sont présents et avec une prévalence importaniteeeforte concentration, ce qui suppose une
virulence importante (Teles et al.2006).

Les prévalences de bactéries pathogenes peuvent@mmparées en fonction des régions
géographiques avec des analyses reportées dandd ae Socransky et al 2005, avec 58
patients du brésil, 26 du Chili, 114 de Boston, 8i61Suede en fonction de la composition du
biofilm. Nous pouvons d’abord constater que notthaétillon est plus important puisque

notre étude porte sur 157 patients.
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Lors de I'étude de Socransky, 39 espéces diffésente été étudiées Dans notre étude
seulement 6 especes sont étudiées car seulemeitile® sont définies par le kit de
préelévement Meridol ®aro-diagnosticQuoi qu’il en soit si les pathogénes sont présienss

des détections par sondes, qu’on analyse 39 opeéges la prévalence de ces bactéries reste

toujours la méme, seule la proportion globale ckang

Z™A probe count
10.20

Diagramme 6.3 tiré de l'article d’'Haffajee et Socransky Peiamtology 2000 vol. 38, 2005.

Si on compare les bactéries pathogenes étudiésmidres étude et plus particulierement le
complexe rougeTreponema denticola, Porphyromonas gingivalis, Faala forsythia) les
américains, les suédois, les chiliens, et les lpasi présentent une forte proportion de
Treponema denticola, Porphyromonas gingivadisTannerella forsythiamais ne dépassant
pas les 10% en pourcentage corrigé. Une plus fitré¢ion pour les suédois avait été trouvée,
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en comparaison des autres, et une plus granderfmypdePorphyromonas gingivalipour
les chiliens et d&reponema denticolpour les brésiliens.

Mais notre étude présente une plus forte prévaldaBorphyromonas gingivaligreponema
denticolg et Tannerella forsythiaet de trés loin, puisque la prévalence monteyas@0%

des cas étudiés.

Pour Aggregatibacter actinomycetemcomitates américains et les suédois dans I'étude de
Socransky présente 5 a 7% de prévalence aloregqueésiliens sont en dessous de 2%. Pour
Fusobacteriummucleatumles proportions restent identiques en fonction pgsulations vers
3%. PourPrevotella intermedides groupes semblent identiques pour les brésilatnles
américains qui présentent 6%, les chiliens 2%sslgdois 4 a 5% des pathogénes présents.

Les différences rencontrées peuvent étre dues abixudes d’hygienes bucco-dentaires des
pays, aux traditions culinaires, aux habitudesidamais aussi aux pourcentages de fumeurs.
Dans I'étude de Socransky, les auteurs mettenviglerice 2% de fumeur dans la population
étudiée au Brésil, pour 62% en Suede. Sachant ggecomportements influencent la
prévalence des Bactéroides, une variation de b@melbactérienne peut étre liee a ce

parameétre.

Les differences de biofilm entre les pays poursiggets étudiés sont importantes alors que les
signes cliniques semblent étre identiques. Cela peair une influence sur le type de
thérapeutique indiquée et leur résultat. Par exemmfdmaguer-Flores et al. 2006, ont étudié
une population mexicaine atteinte de parodonti®.sé sont apercus que les mexicains
réagissaient tres bien aux différentes thérapeesicpi présentaient peu de résistances aux
antibiotiques. Il semblerait donc que la faiblegfrénce et le faible nombre de prise en charge
anti-infectieuse de ces patients pendant leurlgig, permettent une meilleure efficacité des
thérapeutiques.

Si une différence existe entre les continents, diférences existent aussi entre pays d’un
méme continent. Une étude présentée a I'lADR 200&mesterdam comparait les profils
bactériens et les résistances aux antibiotique€Espagne avec I'équipe de Sanz et en
Hollande avec I'équipe de van Winkelhoff (2005)slaauteurs ont conclu a une différence de
susceptibilité aux bactéries pathogenes ainsi qu@ difference de sensibilité aux

antibiotiques entre les deux pays. Cette étude maayfil n’est pas possible de développer un
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protocole uniforme a l'usage des antibiotiqueset maitements des maladies parodontales

entre ces deux pays.

6-5 Conclusion

Les sujets inclus et analysés dans le cadre deteitie présentaient des profils bactériens
avec de fortes similitudes. Ces similitudes ontrpede les classer en 5 catégories. Un profil
contenanPorphyromonas gingivaljfrevotella intermediaTannerella forsythiaTreponema
denticolaet Fusobacterium nucleaturprédomine avec 53,5% de présence chez les 157
patients étudiés.

La prévalence des bactéries pathogenes du comqege par rapport a celles rencontrées
dans d’autres pays, semble dominer dans notre.@adeontre les autres bactéries
pathogenes présentent une prévalence proche de déltrites dans le monde. Ces résultats
orientent la prise en charge des maladies parogntars la réalisation de protocole adapté a
chaque pays. Des thérapeutiques différentes seomatmises en place en fonction des profils
rencontrés, mais aussi en fonction des différelées aux variations d’écologie, d’habitudes

de vie et de thérapeutiques.
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Conclusion :

Les prélevements bactériens que ce soit par lanigod moléculaire par PCR en temps réel
ou par la technique d’analyse par la culture erditimms anaérobies, semblent présenter un
grand intérét lors de la prise en charge des nmedguirodontales.

La mise en évidence de certaines especes bactEsigmmmet aux praticiens de classer les
patients dans des degrés de risques infectieulaetivités plus ou moins importantes de la
maladie. Le profil bactérien étant établi, I'équigmgnante peut alors définir la thérapeutique
la mieux adaptée et notamment la prise en chargje@néectieuse. L’antibiothérapie des
patients atteints de maladie parodontale sera ngeesn fonction de chaque patient et le
choix d’'une molécule et d'une posologie sera adaptdéonction des diagnostics bactériens
rencontres.

Les cultures permettent une étude non spécifique mhogénes parodontaux avec la
possibilité de réaliser un test de sensibilité antbiotiques (antibiogramme), ce qui reste aux
vues des résultats, la technique de référencemmogat avec l'utilisation de milieux de
transport spécifique a chaque site. En effet, détmenée sur la technique de prélevement et
de transport nous oriente vers la technique paureyla utiliser des milieux de transport
spécifiqgue a un site donné. Dans 61,53% des cas mauons pas trouvé le méme résultat
entre les pools et les sites spécifiques. Celaaim®@rune grande variation de sensibiiité
vitro entre les cultures bactériennes et les neuf atitjoies testés en fonction des especes
analysées et montre la variation de sensibilité efgm®ces selon les sites pour une méme
espéece de bactérie.

Cependant la limitation liée aux prélévements l&realyse des bactéries pathogénes vivantes
donne tout son sens a une analyse moléculaireudeésur la comparaison des diagnostics
bactériens apres utilisation des cultures anaé&aiide la PCR en temps réel montre que ces
techniques permettent d’établir un diagnostic badtgique proche de la technique de
référence avec une précision plus importante ghdsen seuil de détection et a I'affinité des
sondes aux bactéries ciblées. La PCR en tempssesble étre la technique la plus
appropriée pour la détection et la quantificati@s ggathogénes ciblés lors du diagnostic et
lors de la maintenance. Cela va permettre la déatisation de I'utilisation des prélevements
pour le diagnostic bactérien dans les cabinetsadest et diminuer la part probabiliste des

prescriptions d’antibiotiques. Mais dans notre d@afkgeul un nombre restreint de sondes
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ciblées sur les bactéries pathogénes les plus targes a pu étre utilisé, car les kits a la
disposition des cabinets présentent un nombreemestde cibles. Le développement de
nouvelles sondes permettrait un diagnostic plugelar

Par contre, seules les techniques conventionradi€siiture permettent la réalisation d’un test
de sensibilité aux antibiotiques. La PCR en temgal s’appuie sur les données de la
littérature et notamment les recommandations dE$BAPS pour établir les prescriptions
des antibiotiques en fonction des bactéries patiegyéetrouvées. La prescription est donc
basée sur une moyenne de sensibilité des antibestitpce a des bactéries pathogénes dans
une population. Cela diminue la part probabilisee ld prescription, ce qui est déja tres
intéressant au regard des pratiques actuelles, etlais’est pas adaptée a chaque sensibilité
des bactéries de chaque patient.

Or de grandes différences ont été retrouvées dasredonnées de la littérature et les
populations étudiées dans ce travail. La méthodeudture pour les macrolides et macrolides
apparentés sur les patients analysés présente wgraeatation des résistances. Cette
différence est trés significative pour le métroamla, 89% des bactéries présentent des
résistances a cet antibiotique, 61% d’entre elfésgntent une résistance pour la spiramycine,
mais aussi pour la doxycycline dans 49% des cas.

Pour la tétracycline et la clindamycine les réssltarrespondent aux recommandations. Pour
les antibiotiques moins souvent utilisés en partmlogie en France, les résultats semblent
plus favorables avec seulement 33,5% des bactéiielsces présentent des résistances a la
ciprofloxacine et a la minocycline.

Par contre, de trées bonnes sensibilités ont ététe®gour I'amoxicilline en fonction des
bactéries étudiées.

A ce niveau, seules les cultures seraient, maggnés llimitations, indiquées pour orienter une
prescription d’antibiotiques adaptées aux sensisilbactériennes de chaque patient.

Ces résultats confirmés par d'autres équipes earm@s comme celle de Sanz, nous
orienteraient a réévaluer les recommandations desciptions d’antibiotiques en fonction
des bactéries pathogénes rencontrées pour permeérnatilisation plus rationnelle de la PCR

en temps réel.

Ces variations de sensibilités aux macrolides ointees notre travail vers une analyse et
une comparaison d’'une molécule récente peu utitedE=que I'azithromycine avec les autres

macrolides. L’étuden vitro de comparaisons des sensibilités des bactéribsgetes entre
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I'azithromycine versus érythromycine, spiramycieeclindamycine, a montré que dans 44%
des cas, I'azithromycine présente une activitébitiice plus efficace que I'érythromycine, la
clindamycine et la spiramycine aprés I'analyseatgthiogrammes sur les souches étudiées.
L’azithromycine semble présenter des avantagesaantiveau de son activité que de sa
pharmacodynamique, lui permettant une efficacités pinportante et un spectre plus adaptée

aux bactéries pathogenes étudiées avec une bdarente.

Apres avoir travaillé sur les moyens diagnosticstdréens et la compatibilité avec une
prescription antibiotique, il est apparu intéressBnmettre en évidence les profils bactériens
de nos patients par rapport aux résultats obterams d'autre pays. Une étude sur le
diagnostic bactérien grace a la PCR en temps agadymis de classer 157 patients dans des
groupes en fonction des bactéries présentes. Cougpgs ont été mis en évidence. Un groupe
contenanPorphyromonas gingivaljfrevotella intermediaTannerella forsythiaTreponema
denticola et Fusobacterium nucleatunprédomine avec 53,5% de présence. En analysant
chaque bactérie, notre population présentait peuromplexe rouge une fréquence et une
concentration importante, en comparaison avec fedegé de Socransky et al 2005, qui
comparait les prévalences des pathogenes cheatiestp de Boston, avec ceux du Brésil, de
la Suéde, et du Chili.

Ce profil majoritaire suppose un risque d’aggravatile la maladie, et justifie un traitement
mécanique associé a une antibiothérapie complémenkéais la notion de profil de patient
atteint de maladie parodontale semble introduire imcapacité a uniformiser les patients et
les traitements en fonction des pays. Des nouvpeafits de patients actuellement rencontrés
en France pourraient étre donc proposés pour amadutil de recommandation thérapeutique

plus adapté.

L’adéquation entre les patients, aussi bien sur peafil bactérien que les sensibilités des
bactéries pathogenes aujourd’hui présentes, etaladg fiabilité de la PCR en temps réel
pourrait étre réalisée. Cette corrélation permiettfatiliser ces techniques adaptées pour le
plus grand nombre de praticiens. Elle permettmitidninuer la part probabiliste et iatrogene
dans le choix des antibiotiques ainsi que la vididies plans de traitements, méme si la
technique de culture anaérobie reste malgré cetations la technique de référence. Ainsi,
I'utilisation des prélevements bactériens lors a@rise en charge des maladies parodontales

permet une plus grande qualité et fiabilité deriagpen charge de nos patients.
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VERNER (Christian).- Utilisations des prélévements bactériens lors de la prise en charge des
maladies parodontales.123 f., ill., graph., (Thése de doctorat ;Nantes ; 2007) — N°

Plusieurs méthodes de diagnostic bactériens sont utilisées en parodontologie et peuvent étre
classées en deux catégories : les méthodes par culture et les méthodes moléculaires.

La technique de culture bactérienne permette 1’identification des pathogénes de maniére non
spécifique avec la réalisation d’un antibiogramme. Mais la méthode de prélevement et de
transport peut avoir une influence sur les résultats car les pathogénes sont vivants.

La PCR en temps réel permet une identification et une quantification précise de I’ADN a 102
Mais cette méthode ne détecte qu’un faible nombre d’espeéces bactériennes car elle est
specifique et ciblée par des sondes prédéterminées. Nous avons comparé les diagnostics
bactériens selon les types de prélévements et le choix de I’antibiothérapie en fonction des
différentes méthodes. Ces résultats ont été confrontés aux recommandations de I’AFSSAPS
qui sont a ce jour les références pour les thérapeutiques en odonto-stomatologie.

Les utilisations des différents prélevements bactériens peuvent avoir des incidences cliniques.
La technique choisie en fonction des objectifs de diagnostic peut changer a ce jour la prise en
en charge anti-infectieuse, mais I’utilisation des préleévements bactériens permet une plus
grande qualité et fiabilité de la prise en charge de nos patients.
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