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Diagnostic des maladies parodontales

Introduction

Diagnostic clinique : l'examen clinique

Le diagnostic s'appuie d'abord et surtout sur les signes cliniques. D'une
façon générale, le saignement gingival est considéré comme un signe
révélateur de l'inflammation gingivale, extrêmement précoce et bien plus
précis que la rougeur des tissus. L'exploration des profondeurs des poches
à l'aide d'une sonde parodontale nouvelle permet d'établir un index
gingival, ou un indice de saignement du sulcus, ou encore un index de
saignement de la papille. Histologiquement, on a pu établir une bonne
corrélation entre l'inflammation du tissu gingival et le saignement provoqué
par le sondage. Cet indice est corrélé à l'augmentation de sécrétion du fluide
gingival, lui-même associé à l'inflammation tissulaire. Au terme d'un
traitement, l'arrêt du saignement est considéré comme témoignage de la

.réduction de l'inflammation gingivale, et un signe de réparation tissulaire
et de réduction de la profondeur des poches, accompagnée de gain de
hauteur d'attachement gingivaL

Des techniques plus sophistiquées consistent à utiliser des sondes électro­
niques, afin de mieux maîtriser l'application de la pression de la sonde sur
les tissus, qui peuvent varier d'un site à un autre, ainsi que d'un opérateur
à un autre. Il faut noter que des variations importantes peuvent survenir
selon l'épaisseur de la sonde, la pression appliqUée, la forme de contour
de la dent, le degré de dégradation de la trame collagénique. L'introduction
de sondes électroniques couplées à des enregistrements informatisés devrait
améliorer la sensibilité de cette méthode d'évaluation de la maladie.

Le saignement gingival constitue un signe extrêmement sensible de la pré­
sence de la maladie, mais ne permet pas de conclure quant à son évolution.
D'autres signes tels que la rougeur et l'œdème ont été incorporés dans les
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indices du statut de la maladie. La suppuration d'une poche ,parodontale
concerne des sites présentant des parodontites plus avancées. A cet égard il
n'existe pas d'échelle de signification ni de signe ayant valeur prédictive dont
la standardisation permettrait d'évaluer l'évolution ultérieure de la maladie.

Bilan radiographique

La radiographie permet d'évaluer les pertes de substance osseuses et leurs
formes. Si les clichés donnent une évaluation correcte des pertes interproxi­
males, ils conduisent à sous-estimer les pertes de substances vestibulaires
(ou jugales) et linguales ou palatines. La radiographie conventionnelle est
également inutile pour diagnostiquer les formes précoces de la maladie, en
particulier les gingivites. Les défauts osseux ne sont détectés qu'au-delà d'un
seuil de réduction des trabéculations ou de réduction de hauteur. On
considère qu'à moins de 3 mm de perte osseuse, la destruction est
indécelable sur un cliché. Les lésions de la furcation des dents ne sont
détectées que quand la résorption s'est développée au-delà de la furcation.
Le comblement des défauts angulaires et leur régénération doivent égale­
ment être appréciés avec beaucoup de réserves, car ils peuvent ne pas être
mis en évidence par cette méthode.
D'après une étude récente (Flack et coll., 1996), il ressort que l'outil
diagnostique radiographique donne des réponses homogènes à 98 % entre
plusieurs praticiens pour ce qui concerne les identifications d'atteintes de
furcations. Le diagnostic de gingivite et de maladie parodontale ne concorde
qu'à 70 %.
La radiographie conventionnelle n'est que de peu de valeur en présence de
légers changements du niveau osseux. La radiographie digitalisée devrait
pouvoir visualiser de faibles modifications. Il est connu que les change­
ments osseux n'interviennent que bien après la perte d'attache du tissu
conjonctif.

L'usage de méthodes nouvelles d'imagerie médicale devrait faciliter l'étude
de l'état parodontal. La radiographie numérisée, associée à des densimètres,
devrait permettre d'évaluer des changements subtils de densité. D'autres
méthodes, encore à un stade de recherches, pourraient permettre de préciser
les évolutions de la vascularisation et les modifications de l'os.

Analyses de laboratoire et marqueurs moléculaires

D'autres techniques d'évaluation de la maladie font appel au laboratoire de
biologie. Il s'agit d'analyses du fluide gingival. Sa composition en immu­

148 noglobulines et autres protéines sériques, le nombre de polynucléaires,
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constituent autant d'indices de la maladie parodontale. Le Periotron est un
instrument électronique qui permet la mesure du volume de fluide gingival
collecté dans le sillon pendant un temps déterminé. Les analyses biochimi­
ques de collagénases, d'inhibiteurs de collagénases, de prostaglandines E2,
de ~-glucuronidasepeuvent contribuer aussi à identifier et quantifier l'état
inflammatoire du parodonte.

Des micro-organismes prélevés dans plusieurs sites de la gencive et mis en
culture permettent d'établir des différences entre les formes de maladies
parodontales. La flore de la gingivite et des parodontites de l'adulte diffère
des gingivites ulcéro-nécrotiques et de la parodontite juvénile. Du fait que
les maladies parodontales sont des maladies infectieuses, ces cultures ont
été considérées longtemps comme prometteuses dans l'établissement des
spécificités de ces lésions et donc des orientations thérapeutiques. Si les
formes de parodontites juvéniles localisées sont effectivement associées à
la présence de Actinobacillus (Haemophilus) actinomycetemcomitans, Capno­
cytophage et Eikenella corrodens, la plupart des maladies parodontales n'ont
pas de flores spécifiques. L'identification de bactéries en tant qu'agent
causal, ou la mise en évidence d'associations de bactéries, reste donc un
domaine de recherche important qui pourrait déboucher un jour sur des
applications cliniques. L'intérêt des sondes d'ADN mises sur le marché est
donc encore plus cognitif que diagnostique. Le dosage des titres d'anticorps
par des méthodes ELISA (enzymdinked immunosorbent assay ou réaction
enzymologique) entre également dans ce contexte.
Au-delà de ces approches, la discrimination entre groupes de patients à
risque et patients peu susceptibles de présenter une évolution de la maladie
parodontale pourrait passer selon Johnson et coll. (1988) par:
• Un interrogatoire ou un bilan incluant des informations telles que la race,
le sexe, l'âge, l'appartenance à un groupe socio-économique, des précisions
sur le statut immunologique, nutritionnel, les maladies intercurrentes de
tous les autres systèmes et organes, le stress auquel le patient est soumis.

• Des examens de laboratoire incluant :
- des analyses du sang : statut HIA, titre des anticorps aux pathogènes
putatifs, marqueurs de maladies intercurrentes,
- des analyses de la salive: titres d'anticorps, taux d'enzymes, comptage
bactérien, composition cellulaire,
- des analyses du fluide gingival créviculaire : cellules et leurs capacités
fonctionnelles, titre en anticorps, toxines et enzymes, produits de dégrada­
tion tissulaire, cytokines, eicosanoïdes, pH,
- des analyses de la plaque sous-gingivale: micro-organismes, toxines et
enzymes,
- des analyses du tissu: populations cellulaires inflammatoires et immu­
nes, altérations du tissu épithélial et du tissu conjonctif.

Un bon nombre de ces éléments sera détaillé plus loin. 149
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Approche génétique

La détermination génétique des groupes à risque de maladies parodontales
reste encore du domaine de la futurologie. Cependant un certain nombre
d'informations montre que des formes précoces de parodontites (EOP:
early-onset periodontal diseases) suivent une loi d'héritage mendélien d'un
gène à effet majeur. Ce type de parodontite constitue un excellent champ
d'investigation pour l'épidémiologie génétique et la détermination de
patients à risques. Le génotype ainsi transmis peut prédisposer des individus
à une parodontite quand ils sont exposés à certaines bactéries. Le dilemme
pour l'instant se situe entre la susceptibilité génétique de réponse à une bac­
térie spécifique et l'altération de la réponse immune à une bactérie présente
normalement dans la flore. Même s'il est clair qu'aucune bactérie ne peut
être considérée en soi comme spécifique de la lésion parodontale, il apparaît
que la flore et la réponse de l'hôte ne sont pas des variables indépendantes.
La susceptibilité de l'hôte associée au facteur de risque que constitue l'envi­
ronnement des tissus parodontaux peut entraîner une altération locale ou
généralisée.

Un certain nombre de facteurs génétiques peuvent moduler l'apparition de
la maladie ou sa progression. Cela inclut les facteurs anatomiques, la
réponse inflammatoire, les effets immunologiques, les dysfonctions endo­
criniennes, les maladies génétiques du métabolisme et des états pathologi­
ques systémiques. Dans le droit fil de ce concept, un certain nombre de
formes de destruction du parodonte ont été signalées au cours des maladies
suivantes:

Maladies

Syndrome de Papillon-Lefèvre
Syndrome de Haim Munk
Syndrome d'Ehlers-Danlos

Type IV
Type VII
Type IX

Neutropénie
cyclique
chronique

Acatalasie

Défaut biochimique ou tissulaire

kératine/épithélium
kératine/épithélium

collagène
collagène
collagène

neutrophiles
neutrophiles

catalase

Mode

AR
AR

AD,AR
AR
AD

AD
AD
AD

AD : autosomique dominant; AR : autosomique récessif

De plus, on sait que des parodontopathies sont associées au diabète de
type l, à des aberrations chromosomiques du type trisomie et à d'autres
maladies génétiques.

Pour ce qui concerne l'EOP, la prévalence de la maladie parodontale
150 est héritée selon un mode lié à l'X ou présente un caractère autosomique
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récessif. Cependant les gènes de susceptibilité sont difficiles à identifier,
ne serait-ce qu'à cause de l'hétérogénéité étiologique, des incertitudes du
diagnostic, des phénocopies, et de l'absence de spécificité des paramètres
génétiques. Des analyses par ségrégation peuvent déterminer le mode
de transmission. De travaux portant sur des familles de race noire, on
a pu déduire que le mode de transmission est autosomique dominant.
Il est cependant possible que des formes récessives et liées à l'X puissent
aussi exister.
D'une première série d'analyses, on a cru pouvoir avancer qu'un lien
pourrait exister avec le site de liaison à la vitamine D (GC) sur le
chromosome 4. Cela n'a pas été confirmé par d'autres études qui sug­
gèrent une hétérogénéité génétique des formes juvéniles de parodontites.
L'association entre certains antigènes HIA et les parodontites s'est révé­
lée faible. Il en est de même avec les sites codant pour le complexe
majeur d'histocompatibilité (MHC) situés sur le chromosome 6. Cepen­
dant certains allèles du MHC pourraient influencer la réponse de l'hôte
à l'infection microbienne et, par là même, l'expression clinique de la
maladie parodontale.
La recherche aujourd'hui s'oriente vers plusieurs directions et concepts :
• Il est probable que la prédisposition génétique ne suffise pas pour
développer une parodontite précoce. L'infection microbienne est égale­
ment nécessaire pour développer la maladie.
• Le génotype lui-même doit être caractérisé par des interactions entre
gènes et par une hétérogénéité génétique.
• À ce jour, le modèle de parodontite juvénile semble retenir toute
l'attention pour ce type d'investigation. En effet, un certain nombre
d'anomalies incluent les dysfonctions des neutrophiles, la sécrétion des
prostaglandines E2 en réponse aux lipopolysaccharides bactériens et la
réponse des cellules T. La diminution d'activité chémotaxique, de
réponse phagocytaire, d'activité antibactérienne, de formation de leuco­
triène B et la formation de superoxyde par les neutrophiles constituent
autant de facteurs pouvant induire une parodontite juvénile. Or ces
facteurs sont régulés génétiquement, la localisation des gènes affectant
le fonctionnement des neutrophiles. D'autres gènes peuvent contrôler
les activités de cellules immunocompétentes telles que les monocytes et
les macrophages.
• Des études d'épidémiologie génétique devraient permettre d'identifier
les gènes intervenant comme facteur de risque pour ces parodontites
juvéniles. Un certain nombre de gènes candidats a été identifié. Il est
probable que d'autres viendront s'ajouter à ceux qui sont actuellement
en cours d'étude (Hart, 1996).
Ces voies viendront sans doute un jour enrichir le diagnostic et renforcer
les schémas thérapeutiques. Pour l'instant, ceux-ci ne sont que cognitifs. 151
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Marqueurs biologiques de la maladie parodontale

Position du problème

Les maladies parodontales inflammatoires résultent de l'interaction des
systèmes immunitaires et inflammatoires avec les bactéries de la plaque.
Elles intéressent un ensemble de tissus mous (épithélium et conjonctif
gingival, ligament alvéolo-dentaire) et de tissus minéralisés (os, cément).

Nous pouvons répertorier quatre points sensibles :
• Un environnement bactérien dense et constant, dans un milieu ouvert
(sans pouvoir isoler un germe responsable).

• Une réponse de l'hôte inconstante en termes de temps et de lieu chez
un même patient. D'où la notion de site actif: un site actif est caractérisé
par la perte d'os alvéolaire, de tissu conjonctif et d'attache clinique.
L'exploitation de ces signes cliniques pose de nombreux problèmes prati­
ques, tant au niveau du diagnostic et du pronostic que des thérapeuti­
ques. Quant à la réponse de l'hôte, il s'agit d'une réponse inflammatoire
assez classique mais, contrairement à la plupart des pathologies survenant
dans d'autres sites, elle n'entraîne aucune altération immédiate de la
fonction. C'est en général le handicap fonctionnel qui conduit le patient à
consulter. Les effets de cette réponse sont vite irréversibles, dès que le
parodonte profond est touché. Ce qui renforce la nécessité de diagnostic
précoce ou prévisionneL

• Les thérapeutiques adaptées à ces spécificités sont difficiles à mettre en
œuvre car la cible microbienne est imprécise et peu accessible durablement,
et les acteurs de la réponse de l'hôte sont indispensables dans cette lutte
contre l'agresseur.

• La réparation et la régénération physiologiques qui représentent norma­
lement la phase ultime de l'inflammation sont incapables dans ce cadre
précis de restaurer ad integrum les tissus lésés.
Selon Page (1992), le diagnostic parodontal pose quatre problèmes: 1- Le
patient est-il atteint par une maladie parodontale? Il est alors assez facile de
répondre au simple examen des tissus bucco-dentaires. 2 - De quel type
de maladie parodontale souffre-t-il? Là aussi, il assez simple de répondre.
Classer une lésion parodontale ne pose pas de problème majeur à partir
d'un examen détaillé et d'une bonne connaissance de l'histoire de la
maladie. 3 - La maladie est-elle active ou inactive pour un site donné? Il
devient très difficile de répondre. 4 - Quel est le degré de susceptibilié du
patient? Là aussi, il est très difficile de répondre.

Selon Socransky (1992), les maladies parodontales se développent grâce à
152 la conjonction de quatre facteurs:



Diagnostic des maladies parodontales

• La présence de bactéries pathogènes virulentes (Actinobacillus actinomyce­
temcomitans, Bacteroides forsythus, Eikenella corrodens, Fuseatum nucleatum,
P. micros, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Campylobacter
rectus, Selemonas, Eubacterium, spirochètes).

• L'absence de bactéries bénéfiques (Actinomycès, Capnocytophaga ochracea,
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis II, Veillonella parvula).

• La déficience du système immunitaire (LPN déprimés, réponse immuni­
taire inadéquate, sida, diabète, tabac, drogue).

• Un environnement défavorable.
Le fait que la maladie parodontale évolue en alternant avec des épisodes
chroniques ou des périodes de latence, et la très large échelle de gravité
affectant des sites différents chez un même patient, montrent bien que les
informations diagnostiques se doivent d'aller bien au-delà de ce qui permet
habituellement de répertorier la maladie dans une classe ou une sous-classe
(McCulloch, 1994).

Démarche diagnostique

Si la réponse des structures parodontales à une agression se distingue peu
de celles des autres tissus conjonctifs, la nature, la fréquence, voire le degré
des agressions sont très particuliers. Il en résulte des réactions tissulaires
très localisées dans le temps et dans l'espace, accompagnées de signes cli­
niques discrets et différés. L'inflammation qui constitue la réponse à ces
agressions, offre tous les critères cardinaux habituels, sauf un, le plus révé­
lateur, l'altération de la fonction, ressentie extemporanément par le sujet.
Il est admis à ce jour que la maladie parodontale évolue selon un mode épi­
sodique et irrégulier (Goodson et coll., 1982) et que les périodes actives ne
concernent, à un moment donné, que quelques sites limités dans une même
bouche (Haffajee et coll., 1983). Tout le débat porte sur notre incapacité à
détecter les sites en phase active de détérioration et à dégager de l'ensemble
d'une population le groupe de patients hautement susceptibles à la maladie.
L'ensemble de nos connaissances sont fondées sur des observations longitu­
dinales de perte d'attache ou d'altérations osseuses horizontales ou verticales
(page, 1992). Or, le sondage, même répété à intervalles réguliers, ainsi que le
saignement au sondage ne peuvent donner que des indications a posteriori.
Ils relatent l'histoire de la maladie, alors que le processus destructeur est déjà
bien établi, et ne préjugent en rien de la nature ni du devenir de la lésion
identifiée (Socransky, 1992 j Page, 1992). On n'a jamais pu associer de
manière univoque une espèce bactérienne à un type spécifique de parodon­
topathie. Par contre, certaines bactéries comme A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, P. intermedia, Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, 153
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Bacteroides forsythus et les spirochètes sont retrouvées dans des lésions dites
actives (Slots et coll., 1986).
L'activité de la maladie a été corrélée à une proportion élevée de patho­
gènes probables, à un niveau élevé de médiateurs de l'inflammation, à
une suppuration augmentée, à une perte d'os concomittante et à un
nombre accru de poches. L'activité de la maladie précède, plutôt qu'elle
ne suit, le saignement au sondage, qui est davantage une conséquence
qu'un indice de prévision. Ainsi la maladie active n'est pas fortement
associée à une augmentation de profondeur de poche parce que la perte
d'attache intervient souvent sans approfondissement de la poche (Good­
son, 1992).
La démarche diagnostique consiste en une procédure imparfaite résultant
d'une probabilité plutôt que d'une certitude. Les relations mathémati­
ques entre les résultats d'un test et la situation clinique réelle sont des
modèles utiles (Lang, 1991).
Le diagnostic d'une maladie parodontale devrait idéalement inclure non
seulement une description de l'état présent de la maladie, mais aussi une
information indiquant si la maladie est actuellement en progression, ou
si elle est sur le point de progresser (Palcanis, 1992). À ce jour aucun
outil diagnostique ne permet d'atteindre cet objectif. Plusieurs travaux se
sont attachés à l'étude de diverses substances du fluide gingival comme
marqueurs de la progression de la maladie parodontale pour permettre
au clinicien de déterminer s'il faut traiter une zone particulière, et quel
type de thérapie utiliser. Le niveau de marqueur après traitement devrait
fournir une indication du succès ou de l'échec d'une thérapeutique.
C'est pourquoi d'autres critères, objectifs, de nature biologique et com­
plétant les précédents, ont été recherchés. Nous pouvons théoriquement
attendre de ces marqueurs plusieurs types d'informations: contribuer à
établir le diagnostic de la maladie j déterminer la susceptibilité à la
maladie j identifier des composants normaux présents à une concentra­
tion anormale; identifier des constituants anormaux. Ces marqueurs
devraient permettre d'établir un pronostic de déclenchement de patho­
logie sur un site initialement apparemment sain, et une prévision de
réveil d'une zone atteinte, mais temporairement quiescente. En outre,
ils devraient donner une indication sur le caractère actif extemporané
d'un site suspect qui offrirait une indication thérapeutique utile et
objective.
Deux voies ont été explorées à ce jour. La première repose sur des
appréciations quantitatives et qualitatives liées à un vecteur biologique
comme l'urine, la salive, le plasma ou le fluide gingival. À ce jour, la
salive ne nous a apporté aucun renseignement. L'analyse d'urine ne
serait utile que pour étayer un diagnostic différenciel de chute de dents
liée à une hypophosphatasie du jeune enfant (présence de phospho-

154 éthanolamine dans les urines (Baab et coll., 1986).
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La seconde s'appuie sur une certaine forme de spécificité bactérienne
associée aux lésions actives. La présence de Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Actinobacillus actinomy­
cetemcomitans, Campylobacter rectus (ex Wolinella recta), Eikenella
corrodens, Capnocytophaga et de Spirochètes (Treponema denticola) révèle
des facteurs de virulence bien connus: molécules d'adhérence, capsule,
lipopolysaccharides, vésicules de membrane, protéases (Dzink et coll.,
1988).

Marqueurs de l'hôte

Le fluide gingival a pour origine l'inflammation des structures parodon­
tales (Alfano, 1974; 1976). Brill et Krasse (1958) ont clairement montré
que le débit de fluide gingival était corrélé à l'état inflammatoire. D'où
un indice de fluide fondé sur une évaluation volumétrique, qui refléterait
l'état inflammatoire avec davantage d'objectivité que les indices classiques.
Les appareils de type PERlOTRON 600 et 6000 (Harco Electronics, Win­
nipeg, Canada) ont été mis au point à cet effet.
Le fluide gingival contient une grande variété de composants qui reflètent
l'état métabolique des tissus parodontaux. Ces facteurs pourraient être
considérés comme marqueurs diagnostiques, voire pronostiques, de santé
ou de maladie parodontale.

De nombreux travaux, très contradictoires, ont tenté d'établir une cor­
rélation entre le volume de fluide gingival et l'état clinique du site de
prélèvement, ou son état histologique (Cimasoni, 1983). Oriffiths et
coll. (1992) ont montré, sur 102 sujets jeunes, que le premier prélève­
ment opéré au temps 1 minute n'était corrélé à aucun indice clinique,
alors que le cinquième prélèvement effectué au temps 9 minutes était
corrélé au 01 (gingival index). Cela reflète sans doute l'association entre
l'inflammation cliniquement détectable et la susceptibilité du site à une
irritation modérée.
Il est certain que la quantité recueillie dépend fortement de la technique
employée (bandelette de papier, pointes de papier, tubes capillaires, trian­
gles de nitrocellulose). L'insertion profonde et prolongée d'un matériau
induit un flux soutenu, voire une augmentation de ce flux et des subs­
tances charriées. Par contre, un prélèvement répété à l'orifice du site
sur 30 secondes ou 1 minute tend à réduire le volume de fluide et les
quantités des composants par unité de temps. Dans une expérience de
prélèvements répétitifs, l'activité aspartate amino-transférase du fluide gin­
gival se retrouve essentiellement pendant les 5 premières secondes; l'acti­
vité est plus faible entre 20 et 30 secondes qu'entre 5 et 10 secondes.
Cela est dû soit à une inactivation enzymatique sur la bandelette, soit 155



Maladies parodontales

à la dilution du fluide gingival initial riche en enzymes par un fluide
gingival plus pauvre. Il semble que la référence au temps de prélèvement
soit meilleure que la référence au volume. La meilleure méthode est
celle qui cause le moins d'interférence sur le temps le plus court.
Le fluide gingival contient des substances dérivées du fluide interstitiel
(facteurs produits localement par les tissus traversés), du plasma et des
bactéries de la plaque accumulées dans le sillon gingivo-dentaire
(Cimasoni, 1983). La proportion de ces trois types de constituants
dépend du caractère qualitatif et quantitatif de la plaque dentaire, du
renouvellement du tissu conjonctif, de la perméabilité de l'épithélium
et de la membrane basale, et du degré d'inflammation (Curtis et coll.,
1989). Sa composition reflète donc assez bien l'activité biochimique au
niveau des tissus sous-jacents.
Un marqueur biologique de maladie parodontale devra présenter des
garanties indéniables d'origine tissulaire, sans risque d'ambiguïté avec
une contamination de nature biochimique procaryote. D'autre part, il
devra être corrélé avec l'activité réelle de la lésion et être relativement
stable et aisément quantifiable. De nombreuses substances ont été étu­
diées dans cette perspective. Il est possible de les classer en cinq groupes
(Douglass et Fox, 1991):
- médiateurs de l'inflammation (médiateurs du catabolisme et de l'ana­
bolisme lié à la réparation),
- enzymes qui s'expriment hors de la cellule et qui dégradent les struc­
tures tissulaires,
- produits du catabolisme tissulaire,
- enzymes issues de la lyse cellulaire,
- récepteurs des leucocytes polynucléaires neutrophiles.
Il est très important que les prélèvements de fluide gingival soient pra­
tiqués selon un protocole rigoureux, afin de limiter les contaminations
salivaires, sériques et bactériennes, mais aussi d'éviter les agressions gin­
givales génératrices d'un « débit» artificiellement accru. De même, il y
aura lieu de soigner la référence quantitative du prélèvement, pour que
les activités mesurées soient reproductibles et comparables entre elles.
Pour répondre à ces exigences, il faudra appliquer strictement les pro­
cédures préparatoires (choix des sites, nettoyage, prélèvement « blanc»
destiné à vider le sillon de son contenu initial). Il y aura lieu de respecter
les temps d'insertion des bandelettes de papier filtre collectrices et d'éva­
luer la quantité recueillie à l'aide du PERIOTRON.

Nous allons donc passer en revue les différents marqueurs biologiques
susceptibles de nous renseigner sur la phase de la maladie, et envisager
les potentialités, les limites et les inconvénients de chacun d'entre eux,
dans la perspective d'une éventuelle application clinique fiable et assez
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Marqueurs de l'inflammation gingivale

Les facteurs de la phase aiguë de l'inflammation et de la destruction ont été
étudiés dans le fluide gingivaL Il s'agit en particulier de la protéine C-réactive
(CRP), l' a-1-antitrypsine et l' a-2-macroglobuline (Sibraa, 1991) qui donnent
des résultats, pour le moment délicats à interpréter. Le principe consiste à
immobiliser les protéines antigéniques (inflammatoires) sur une membrane,
et à les identifier par anti-sérum et immunoenzyme-coloration ou par mar­
queur radio-isotopique.

Interleukines

L'interleukine-1 ~ (IL-1 ~) est une cytokine issue des macrophages ayant
interagi avec un produit bactérien. Elle induit la résorption osseuse et la
sécrétion de certaines protéases. IL-1 ~ augmente avec l'inflammation gingi­
vale, précédant ses manifestations cliniques (preiss et colL, 1994), mais son
dosage est complexe et coûteux car il requiert des anticorps monoclonaux.
IL-1 a, IL-1 ~ et IL-6 sont dosés par ELISA (Reinhardt et colL, 1993). Chez
des patients réfractaires, les résultats sont corrélés avec la présence dans la
plaque sous-gingivale de Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromo­
nas gingivalis et Eikenella corrodens. Lorsque l'on compare les sites produi­
sant le plus de cytokines/patient dans le fluide gingival, les sites des patients
réfractaires produisent davantage d'IL-6. La présence de chacun des organis­
mes pathogènes dans la plaque sous-gingivale est associée à des concentra­
tions élevées de IL-1 dans le fluide gingivaL Donc IL-6 pourrait servir à
identifier des sites réfractaires.

TNF-a

TNF-a est produit par les lymphocytes activés et les monocytes. Il est
retrouvé dans le fluide gingival de certains sites parodontaux. Or, TNF-a
est un puissant immunorégulateur capable, entre autres fonctions biologi­
ques, de stimuler les fibroblastes et la résorption osseuse.

Prostaglandine E2

L'augmentation de la prostaglandine E2 (pGE2) est révélatrice d'une perte
d'attache gingivale (Offenbacher et colL, 1991). PGE2 serait libérée locale­
ment par les leucocytes polynucléaires neutrophiles et les macrophages, avec
une demi-vie biologiquement courte car elle est métabolisée sur place. Son
activité est limitée aux territoires directement adjacents. PGE2 augmente sur
les sites à parodontite progressive avec l'évolution inflammatoire et peut
induire la destruction osseuse. Son augmentation pourrait refléter une
inflammation parodontale persistante (Nelson et colL, 1992). 157
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Lactoferrine

La lactoferrine n'est pas intrinsèquement un médiateur de l'inflammation,
c'est une glycoprotéine de liaison du fer. Cependant son action antibacté­
rienne est particulière (par captage des ions Fe++), avec un effet bactéricide,
indépendant de son rôle déprivateur en fer, qui la rend difficilement
classable. La lactoferrine facilite aussi la phagocytose des germes de la plaque
en réduisant leur hydrophobicité et en prévenant leur adhérence. Elle est
impliquée dans la réponse inflammatoire en augmentant l'adhésion et la
chémotaxie de leucocytes polynucléaires neutrophiles. Elle module la
production de IL-l, de PO, et évacue le fer qui pourrait catalyser la formation
des radicaux libres hydroxyles.
La lactoferrine est libérée exclusivement à partir des granules secondaires
azurophiles des polynucléaires neutrophiles (elle est quasi absente du
sérum) j sa concentration augmente significativement dans tous les cas de
pathologie parodontale.
Aussi, la lactoferrine pourrait être un marqueur simple et efficace du
nombre de polynucléaires neutrophiles dans le sillon gingivo-dentaire
(Adonogianaki, 1993).

Phosphatase alcaline

En ce qui concerne le métabolisme osseux, plusieurs types de marqueurs
ont été envisagés tant pour l'apposition, que pour la résorption. C'est ce
domaine qui semble le plus important; en effet, la perte osseuse alvéolaire
est irréversible, et elle ne peut s'observer qu'a posteriori. Aucun indice
clinique ne peut nous renseigner sur la résorption présente de l'os. Pour
la formation d'os, la phosphatase alcaline serait un bon marqueur (de la
maturation matricielle) si le test discriminait bien les phosphatases alcalines
de l'os et de l'intestin.

Ostéocalcine

L'ostéocalcine est un marqueur de la biominéralisation synthétisé par les
ostéoblastes (1 à 2 % des protéines de la matrice osseuse). Sa teneur sérique
(6 à 7 ng/ml) est accrue lors de la croissance squelettique, la puberté, l'hyper­
parathyroïdisme primaire et secondaire, l'acromégalie, la maladie de Paget,
l'hyperthyroïdisme, et diminuée dans l'hypothyroïdisme, l'hypoparathyroï­
disme, la corticothérapie. On ne trouve pas d'ostéocalcine en quantités signi­
ficatives lors de la gingivite, même si le volume de fluide gingival est
important (donc le flux d'ostéocalcine du sérum vers le fluide gingival serait
négligeable). L'ostéocalcine est 10 à 500 fois plus concentrée dans le fluide
gingival que dans le sérum (d'où l'idée d'une origine locale). Elle est signifi­
cativement plus abondante dans le fluide gingival de patients atteints de
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Cimasoni, 1994). Des taux élevés d'ostéocalcine dans le fluide gingival pour­
raient refléter l'intensité du métabolisme osseux parodontaL Mais, là encore,
on ne dispose pas d'études longitudinales.

Enzymes dégradant les structures tissulaires

Les enzymes seront distinguées selon la nature de leur substrat. Les enzymes
protéolytiques forment un groupe particulier, compte tenu de la très grande
diversité des substrats protéiques concernés. Il est admis aujourd'hui que
la spécificité d'une protéase repose en partie sur l'identité des quelques
acides aminés présents sur le site de clivage du substrat.

Collagénase

L'activité collagénase a été détectée dans le fluide gingival, avec une intensité
proportionnelle à la profondeur des poches et au degré d'inflammation
gingivale (Overall et colL, 1991).

L'intérêt clinique de la mesure de l'activité collagénolytique repose sur
plusieurs observations. Le collagène type l est particulièrement bien repré­
senté au sein des tissus parodontaux sains, mais disparaît en partie lors des
gingivites, ce qui suppose une dégradation enzymatique importante. Les
collagénases dirigées contre le collagène type l sont hautement spécifiques
et agissent de façon très différente selon leur origine tissulaire ou bacté­
rienne. Il est donc théoriquement possible d'isoler l'activité d'origine
strictement eucaryote, malgré la diversité des cellules à la source de cette
enzyme (leucocytes polynucléaires neutrophiles, mastocytes, fibroblastes,
etc.). Toutefois, le protocole à mettre en œuvre est lourd. De plus, les
collagénases sont libérées sous une forme latente. Il faut donc les activer,
mais souvent cette activation s'est déjà faite, en présence de facteurs
tissulaires et/ou bactériens. Il reste toujours le risque d'une neutralisation
de l'activité enzymatique par un inhibiteur tissulaire de type TIMP (tissue
inhibitor of metalloproteinase).

Un test permettant d'évaluer l'activité collagénolytique dans le fluide
gingival a été commercialisé aux Etats-Unis: le PERIOCHECK (mis au point
par Advanced Clinical Technologies, ACTECH, Westwood, MA). Ce test
ne sait pas discriminer les collagénases eucaryotes des procaryotes, et il n'a
pas fait l'objet d'études longitudinales.

Élastase

L'élastase estune sérine-endopeptidase issue des granules azurophiles de leu­
cocytes polynucléaires neutrophiles, active contre divers substrats protéiques
- élastine, collagène, protéoglycannes et laminines des membranes basales.
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Sa présence dans le fluide gingival est le reflet de l'activité leucocytaire, donc
du processus inflammatoire en cours au sein des structures parodontales
(Palcanis, 1992; Cimasoni, 1983; Cox et Eley, 1992). La mise au point de
peptides synthétiques spécifiques produisant une réaction colorée avec ce
type d'enzyme est bien avancée (Cox et Eley, 1992).

Plusieurs kits de dosage de l'activité élastasique du fluide gingival destinés
au praticien sont à l'étude.

Certaines études récentes sont contradictoires. Si Armitage et colL (1994)
ainsi que Zafiropoulos et colL (1991) concluent en signalant que les sites
à forte activité élastasique sont des sites à risque plus élevé pour une perte
osseuse progressive, Smith et colL (1995) ont montré, dans une population
placée dans un système d'organisation de santé, que les hauts niveaux
d'élastase n'étaient pas associés à la perte d'attache. Jin et colL (1995)
estiment que le suivi de l'activité élastasique pourrait servir de comarqueur
de la stabilité parodontale avec pour autre paramètre l'absence de saigne­
ment au sondage. Le même groupe a montré sur une population à
parodontite réfractaire que la stabilité des niveaux élevés d'élastase signait
la parodontite réfractaire.

Gélatinase 92 kDa

Gangbar et colL (1990) ont mis en évidence une collagénase et une
gélatinase de 92 kDa dans le fluide gingivaL Les cellules épithéliales
dendritiques (de la famille des cellules de Langerhans) expriment de grandes
quantités de gélatinase de 72 kDa (Birkedal-Hansen, 1993).

Pseudo-cathepsines et protéases neutres

Les cathepsines sont des protéinases intracellulaires d'origines variées qui,
libérées dans le compartiment extracellulaire, dégradent les composants de
la matrice extracellulaire (dont le collagène). La cathepsine B (thiol-protéi­
nase), la cathepsine D (carboxyendopeptidase acide monocytaire), les
cathepsines acides H et L lysosomales, la cathepsine G (sérine-protéinase
leucocytaire) ont été repérées dans le fluide gingivaL Leur activité est souvent
corrélée à divers indices de maladie parodontale. La cathepsine D du fluide
gingival semble être corrélée positivement et significativement avec l'appro­
fondissement des poches et l'alvéolyse (Tzamouranis et coll., 1977). Les
études longitudinales font défaut pour ce type de marqueur potentieL

Récemment, une activité tryptase, sans doute d'origine mastocytaire, a été
révélée à partir de fluide gingival de patients atteints de parodontopathie
(Cox et Eley, 1989).
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Autres enzymes

D'autres enzymes non protéolytiques ont été étudiées. Par exemple, celles
qui dégradent les protéoglycannes de la substance fondamentale. Leur
activité est corrélée avec l'inflammation (Tynelius-Bratthall et Attstrom,
1972).
Les enzymes qui parachèvent l'hydrolyse entamée par la hyaluronidase - la
~-glucuronidase(LPN) et l'aryl-sulfatase (activité ostéoclasique) - sont issues
des lysosomes de leucocytes polynucléaires neutrophiles (mais aussi d'autres
granulocytes et de certaines bactéries). Elles requièrent un pH acide et se
distinguent ainsi aisément des activités similaires d'origine bactérienne
(fonctionnant à pH neutre). La ~-glucuronidase est un bon marqueur de la
libération des granules primaires des leucocytes polynucléaires neutrophiles,
elle accompagne toute réponse exubérante de ces cellules. Elle signe donc
la réponse inflammatoire aiguë (Lamster et coll., 1991). La ~-glucuronidase

augmente avec la présence de spirochètes, de PrevoteHa intermedia, et
Porphyromonas gingivalis (Harper et coll., 1989) et serait corrélée à la présence
de flore pathogène. Le kit de diagnostic offrirait une sensibilité de 89 % et
une spécificité de 89 % pour l'identification des sites actifs.

Les résultats obtenus avec l'aryl-sulfatase semblent plus contradictoires
(Lamster et coll., 1991).
Le dosage de ces activités fait appel à la spectrophotométrie, ce qui alourdit
le protocole. Par contre la persistance de l'augmentation d'activité de ces
deux enzymes est un facteur favorable à son emploi en clinique.

Le lysozyme agit sur les liaisons ~-1 ,4-g1ycosidiques des peptidoglycannes
des parois bactériennes. On le trouve au sein des granules azurophiles et
spécifiques des leucocytes polynucléaires neutrophiles. La contamination
par le lysozyme d'origine salivaire est difficile à éviter. D'autre part, quand
il est lié, le lysozyme n'est pas dosable.

Produits du catabolisme tissulaire

L'hydrolyse des structures macromoléculaires conjonctives accompagnant
l'inflammation gingivale libère des produits de dégradation assez caracté­
ristiques (Embery et coll., 1991).

Peptides et acides aminés

La destruction du collagène génère des peptides et des acides aminés, dont
certains comme l'hydroxyproline sont spécifiques, voire des peptides
conservant certaines liaisons croisées. La collagénolyse associée à une
parodontite expérimentale a pu être suivie à l'aide de ces produits de
dégradation, mais la méthodologie est complexe. 161
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Les procollagène-I-carboxyterminal propeptides (PICP) et procollagène-I­
aminoterminal propeptides (PINP) circulants reflètent le taux de formation
osseuse (phase de prolifération). Les taux de propeptides collagène (propep­
tide carboxyterminal collagène III et propeptide aminoterminal collagène 1)
dans le sérum et dans le fluide lésionnel (fluide gingival) reflètent la quantité
de collagène synthétisée (Talonpoïka et Hamalainen, 1992; 1993). Ils sont
maximaux à 5-10 jours post-opératoires. Le pic de fibronectine correspond
au taux maximal de prolifération fibroblastique, et précède le pic de synthèse
collagénique. Quand le taux de collagène remonte, la fibronectine diminue
(Talonpoïka, 1993).

Le propeptide aminoterminal du collagène de type III (PIIINP) est libéré sur
les sites de réparation après un processus destructeur inflammatoire ou une
chirurgie parodontale. Il est associé au dépôt de nouveau collagène type III
au sein de la matrice lésionnelle, et sert d'indicateur de synthèse de collagène
en clinique générale (fibrose, cirrhose, arthrite rhumatoïde...). On le
retrouve dans le fluide gingival à des concentrations très élevées (75 à
2670 Ilg/l contre seulement 1,7 à 4,21lg/l dans le sérum), respectivement
1 et 5 jours après chirurgie. Un kit de dosage radioimmunologique pour
PIIINP est commercialisé par Farmos Diagnostica (Oulu, Finlande) pour le
sérum (Talonpoika et Hamalainen, 1992).

Un marqueur biologique de la résorption osseuse est l'hydroxyproline uri­
naire. Les liaisons croisées « pyridinium », pyridinoline (Pyr) et désoxypyri­
dinoline (dPyr), éliminées sous forme libre (40 %) et liée (60 %), sont
dosables dans l'urine.

Ces liaisons croisées pyridinoline (Pyr) et désoxypyridinoline (dPyr) résul­
tent d'une modification post-traductionnelle lors de la maturation du colla­
gène. Pyr est abondante dans l'os et le cartilage et désoxypyridinoline est bien
représentée dans l'os et la dentine. Les liaisons croisées de type pyridinium
ne sont pas métabolisées. Elles sont éliminées telles quelles dans l'urine ou
dans le fluide gingival. On utilise le dosage urinaire de ces composés comme
marqueur du syndrome d'Ehlers-Danlos type VI, mais aussi du myxcedème,
de la thyrotoxicose, de l'ostéoporose post-ménopausique et de l'hyperpara­
thyroïdisme primaire. On peut doser ces liaisons croisées de type pyridinium
sur les télopeptides carboxyterminaux de collagène type I (ICTP).

Plusieurs études récentes ont suivi les ICTP dans le fluide gingival. Gian­
nobile et coll. (1995) en particulier ont pu conduire une expérimentation
animale longitudinale assez convaincante. Les ICTP pourraient donc
représenter un marqueur fiable et objectif du processus destructeur osseux
présent.

Glycosaminoglycannes

Plusieurs glycosaminoglycannes (GAG) issus du catabolisme des protéogly­
162 cannes conjonctifs apparaissent dans le fluide gingival (visualisés en électro-
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phorèse sur acétate de cellulose). Ils semblent assez bien refléter le processus
destructeur sous-jacent (Embery et coll., 1991). Plusieurs types de GAG ont
été identifiés dans le fluide gingival: C4S, C6S, héparane-sulfate, derma­
tane-sulfate, acide hyaluronique. La plupart de ces GAG sont des consti­
tuants de l'os, du cément, de la gencive, du ligament et des tissus conjonctifs
en général et sont caractéristiques des parodontites aiguës ou chroniques,
du mouvementorthodontique, des blessures d'extraction. Par contre, aucun
GAG sulfaté n'est détectable dans le fluide gingival de sujets avec parodonte
sain ou atteints seulement de gingivite. La mesure du C4S (95 % de l'os
alvéolaire) pourrait particulièrement refléter ce catabolisme. À ce jour, l'iden­
tification des GAG par électrophorèse et coloration au bleu Alcian (62,5 ng)
est encore trop complexe. Un protocole plus simple est proposé par Gian­
nobile et coll. (1993). La sensibilité de la méthode est égale à 0,01 ~g GAG/
ml, ce qui permet de détecter les signes initaux de la destruction du paro­
donte. Les GAG détectés dans le fluide gingival par cette méthode provien­
draient surtout de l'os alvéolaire, mais aussi, sans doute, du desmodonte et
des tissus mous.
Il est certain que d'autres molécules pourraient être étudiées, comme par
exemple les produits de dégradation de l'élastine, de la fibronectine ou de la
laminine. Curtis et coll. (1990) ont montré que les altérations métaboliques
majeures accompagnant la destruction des tissus parodontaux s'observaient
aisément sur un simple profil électrophorétique protéique du fluide gingival.

Enzymes cytoplasmiques issues de lyse cellulaire

Toute nécrose tissulaire s'accompagne d'une augmentation brutale de la
concentration d'un certain nombre d'enzymes strictement endocellulaires.
Ce phénomène s'observe lors de l'infarctus du myocarde ou lors d'hépatites
aiguës, mais aussi à l'occasion de poussées inflammatoires. C'est ce qui a
incité quelques auteurs à suivre l'évolution de certaines enzymes intracel­
lulaires dans le fluide gingival agissant alors comme un émonctoire.

Lacticodéshydrogénase

La lacticodéshydrogénase (LDH isoenzyme 5) est présente au sein du fluide
gingival. Son activité est corrélée avec le nombre de Porphyromonas gingivaUs
(Harper et coll., 1989). Une contamination bactérienne n'est pas exclue,
ce qui rend ce marqueur de lyse cellulaire peu fiable. Pourtant, la mort des
fibroblastes progéniteurs de la base des poches est étroitement associée aux
lésions avancées (Nemeth et coll., 1993). C'est donc une voie à approfondir.

Aspartate aminotransférase

L'aspartate aminotransférase (AST) est une enzyme très répandue qui par-
ticipe à la chaîne de transfert des groupes aminés issus des acides aminés. 163
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Elle est normalement confinée dans le cytoplasme et constitue un indicateur
de dommage tissulaire (nécrose tissulaire et mort cellulaire) couramment uti­
lisé, par exemple, pour le diagnostic ou le suivi des nécroses myocardiques
ou des hépatites aiguës. On la retrouve dans le sérum, le fluide cérébro­
spinal, le fluide articulaire. Il a été montré que l'activité AST du fluide gin­
gival était corrélée avec l'intensité de la parodontite et de la gingivite
expérimentale. Il semble aussi que l'expression de cette enzyme reflète bien
les phases actives de la maladie parodontale, matérialisées par les cinétiques
de perte d'attache (persson et coll., 1992). Ce marqueur semble donc digne
d'intérêt, malgré les interférences toujours possibles avec des pathologies
nécrosantes intercurrentes. Malgré tout, un certain nombre de résultats
inexplicables statistiquement peuvent refléter la minorité de sites en cours
de destruction au moment du prélèvement (Imrey, 1991). Des études appro­
fondies sont nécessaires afin de distinguer par l'augmentation de l'AST
entre les parodontites actives et inactives, ainsi qu'entre différentes formes
de gingivites en l'absence de parodontites. Un kit est en cours d'expérimen­
tation. Il mesure l'activité AST sur des prélèvements de 30 secondes. Une
étude clinique multicentrique est en cours. Les mesures sont faites 2 et 4
semaines après traitement. Un haut degré d'association existe entre les taux
d'AST et les paramètres cliniques avant et après traitement.

Chambers et coll. (1991) ont suivi, pendant deux ans, l'AST dans le fluide
gingival de 31 patients atteints de parodontite non traitée. Pendant l'étude,
2,6 % des 1536 sites suivis ont perdu 2 mm ou plus d'attache. Tous les
sites non évolutifs ont été placés respectivement dans les groupes suivants :
sain, gingivite, parodontite modérée inactive ou parodontite grave inactive.
La médiane des niveaux d'AST varie largement selon les groupes et les
sujets. Bien que les résultats de cette étude suggèrent une forte association
entre le niveau d'activité AST et celui des sites qui perdent de l'attache, des
associations faibles existent dans le cas de sites avec gingivite et de sites inac­
tifs de parodontite. Le problème du test AST est sa forte relation avec la
présence d'inflammation gingivale prononcée (évaluée par saignement au
sondage); or tous les sites qui saignent ne perdent pas d'attache. Une étude
multicentrique récente (persson et coll., 1995) confirme les résultats déjà
évoqués mais ne répond pas à l'objection ainsi posée.

Récepteurs de leucocytes polynucléaires

L'étude par immunofluorescence de marqueurs cellulaires a aussi été
proposée. Par exemple les leucocytes polynucléaires neutrophiles (LPN) ont
des récepteurs pour les peptides chémotactiques C5a et la N-formylméthio­
nylleucylphénylalanine (Van Dyke, 1990). L'expression de certains récep­
teurs pourrait être perturbée et leur étude permettre une approche
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On sait que les polynucléaires neutrophiles, qui représentent environ 90 %
de la population cellulaire du fluide gingival, manifestent une sensibilité
chémotactique réduite. Ce phénomène pourrait être provoqué par les
bactéries.

Une anomalie des molécules d'adhérence CD11 b des LPN a une valeur
diagnostique pour les formes généralisées de parodontite prépubertaire
(page, 1987). L'expression de CD11 b des leucocytes est plus forte dans le
fluide que dans le sang. Cette augmentation de CD11 b pourrait être due à
LPS, fMLP ou à des protéases bactériennes, voire à des cytokines (ILl, TNF­
ex) (Sugita et coll, 1993).

CD16, le récepteur Fc IgG de basse affinité de type III (FcgRIII), est ancré
à la surface du leucocyte et diminue chez le neutrophile activé. Le FcgRIII
est moins exprimé par les leucocytes du fluide gingival que par ceux du sang.
L'expression de ce récepteur FcgRIII sur les leucocytes du sillon gingivo­
dentaire est réduite chez les patients (Sugita et coll., 1993). Cela pourrait
être dû à une activité PI-phospholipase-C bactérienne ou à des composants
libérés par les granules des leucocytes polynucléaires neutrophiles.

LFA1 (leukocyte function-associated antigen) est une intégrine hétérodiméri­
que exprimée par tous les leucocytes, exceptés les macrophages. Ce serait la
plus versatile des intégrines. Sa chaîne ~ est retrouvée chez CD11 b et
CD11c. Une déficience en LFA1 s'accompagne d'une forte susceptibilité
aux infections bactériennes. L'expression de LFAl ne varie pas entre fluide
gingival et sang.

CD54 (ou ICAM-1), une glycoprotéine largement distribuée sur les cellules
endothéliales, fibroblastiques, épithéliales, synoviales, lymphocytaires,
monoeytaires, est un ligand pour CD11 a. L'adhésion CD11 a-CD54 est un
signal costimulateur impliqué dans les réactions de contact de l'inflamma­
tion et de l'immunité (Takeuchi et coll., 1995).

Une anomalie de GP11 0 avec suppression de la chémotaxie in vitro (baisse
du nombre de récepteurs de surface pour les molécules chémoattractantes)
est indicatrice de parodontite juvénile (Van Dyke, 1987). Mais ces tests n'ont
pas de valeur diagnostique puisque 20 à 25 % des patients atteints de paro­
dontite juvénile ont une chémotaxie normale. De plus, des tests ne sont pas
indispensables dans ce cas, puisque les manifestations cliniques se suffisent
à elles-mêmes pour étayer ce diagnostic.

Conclusions

À diagnostic précis, thérapeutique ciblée

L'opportunité et l'efficacité d'un traitement de parodontie supposent un dia­
gnostic précis. Si à ce jour, on sait repérer les dommages tissulaires consécutifs 165
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à l'agression contre le parodonte, il est très difficile de déceler les phases d'acti­
vité de la maladie. Pour satisfaire aux exigences de cet aspect du diagnostic, on
peut envisager de rechercher des « marqueurs biologiques » de cette activité.

Les marqueurs systémiques n'ont qu'un intérêt limité pour détecter les quel­
ques maladies d'ordre général qui constituent un facteur de risque impor­
tant, comme, par exemple, les déficits des leucocytes polynucléaires
neutrophiles, certains syndromes d'Ehlers-Danlos, le diabète insulino­
dépendant ou le syndrome d'immunodéficience acquise. Restent alors des
marqueurs recueillis in situ, dans le sillon gingivo-dentaire. On peut théo­
riquement attendre de ces marqueurs une information à caractère pronos­
tique ou diagnostique. À ce jour, seule la démarche de diagnostic d'une
phase d'activité semble raisonnablement envisageable.

Le matériel biologique prélevé dans le sillon gingivo-dentaire a une double
origine, procaryote (flore locale et/ou flore invasive) et eucaryote. Nous
avons vu que l'identification simple, rapide et précise des germes présents
n 'est pas possible actuellement. Lorsque les caractéristiques biochimiques
de chaque germe seront mieux connues, on sera peut-être en mesure de faire
un diagnostic microbiologique de la maladie parodontale, à partir de pro­
duits bactériens particuliers, à condition bien sûr, qu'une relation micro­
organismes/pathologie ait pu être établie clairement.

Parmi les constituants strictement tissulaires, et identifiables en tant que
tels, il s'en trouve plusieurs qui offrent des garanties diagnostiques de phase
active: métabolites de l'acide arachidonique, interleukine-1 b, collagénase,
élastase, protéases, j3-glucuronidase, aspartate aminotransférase. La fiabilité
et la facilité de mise en œuvre contribueront à la sélection de la meilleure
méthode, celle qui permettra au praticien d'obtenir, immédiatement ou
après quelques heures, sans faire appel à des appareils complexes et coû­
teux, un « indice de site actif », utile complément d'autres critères de nature
clinique.

Les traitements s'appuyant sur des critères diagnostiques évolués seront
plus efficaces et moins onéreux qu'un traitement fondé sur un diagnostic
plus primitif comme ceux que l'on utilise aujourd'hui.

Selon Page (1992), le fluide gingival est plus prometteur que le sérum ou
les cellules sanguines comme matériel de test d'activité de maladie paro­
dontale. Sur plus de 40 constituants étudiés à ce jour, seuls ALP, 13-0, AST,
PO, Ig4, et les liaisons croisées de type pyridinium pourraient avoir une
signification dans la progression de la maladie parodontale sur des sites spé­
cifiques. Nous devons chercher le marqueur idéal. En fait, aucun marqueur
ou test unique ne fournira de réponse à lui seul. Au mieux, de tels tests
seront utiles comme compléments objectifs de nos procédures diagnos­
tiques traditionnelles.

Les processus de réparation commencent à être un peu mieux connus et
166 pourraient dans l'avenir être évalués (Wikesj6, 1992).
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Le fluide gingival constitue un bon moyen de surveiller les tissus parodon­
taux de manière non invasive. Il est évident qu'un marqueur unique
n'apportera jamais la réponse qu'un clinicien est en droit d'attendre.
L'avenir est sans doute aux « trousses multitest ».

Évaluation de la validité d'un test

L'évaluation de la qualité d'un test diagnostique s'appuie sur la sensibilité
et la spécificité. La sensibilité est la probabilité que la maladie soit présente
quand le test répond positivement. La spécificité est la probabilité que la
maladie soit absente quand le résultat est négatif.

Si la question est la progression de la parodontite, un test performant
devrait être capable de détecter des sites en progression sans donner de
résultats faussement négatifs (sensibilité optimale) et détecter des sites non
~volutifs sans livrer de résultats faussement positifs (spécificité optimale).
A ce jour, aucun test n'a à la fois une bonne sensibilité et une bonne
spécificité. Cependant, selon Lang (1990), les tests diagnostiques ne doivent
pas avoir systématiquement une bonne sensibilité et une bonne spécificité
pour offrir un intérêt clinique. Par exemple, un test sensible qui identifie
une forte proportion de sites ou de patients malades, peut se révéler utile
quand les résultats du test sont négatifs. De plus, de tels tests peuvent se
révéler utiles pour éviter de passer à côté d'une maladie.

De nombreuses études cliniques évaluent les nouveaux tests en s'appuyant
sur les sites plutôt que sur les patients. Dans ce cas, de nombreux sites sont
utilisés chez un même patient. Cela crée un problème d 'analyse des données
puisque les sites chez un même patient ne sont pas indépendants les uns
des autres (les sites d'un même patient partagent le même système immu­
nitaire). Hujoel et coll. (1990) font remarquer qu'estimer la sensibilité et la
spécificité en faisant appel à un modèle binomial suppose que les unités
de l'analyse sont des variables indépendantes. Or ce n'est pas le cas
puisqu'il peut y avoir des effets « intra-patients ». Un modèle binomial
corrélé serait préférable. Un tel modèle permettrait de prendre en compte
les corrélations intra-patients, et de considérer l'effet des facteurs liés au
patient sur la performance des tests diagnostiques.

Méthodes de diagnostic microbiologique
en parodontologie

Les méthodes d'étude des micro-organismes de la flore orale sont schéma­
tiquement divisées en trois groupes : diagnostic bactériologique, diagnostic 167
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immunologique et diagnostic moléculaire. Chacune de ces méthodes
présente des avantages et des inconvénients qui permettent de définir avec
précision leur champ d'application. L'étiologie bactérienne des maladies
parodontales amène à mettre l'accent sur l'importance des examens micro­
biologiques dans le diagnostic et le traitement de ces pathologies. Cepen­
dant, la complexité de la flore buccale commensale rend difficile l'utilisation
optimale de ces examens. Ces particularités de la flore buccale justifient
l'intérêt actuellement porté par de nombreuses équipes de chercheurs et de
cliniciens à son étude et sa compréhension.

Diagnostic bactériologique

Le diagnostic bactériologique est fondé sur le principe de l'isolement et de
la culture des bactéries d'intérêt. Ces techniques sont les plus anciennes.
Elles constituent donc la méthode de référence permettant d'évaluer toute
autre stratégie.
Les principaux avantages des cultures sont:

• l'aspect non ciblé de ces techniques qui permettent donc d'identifier un
grand nombre de micro-organismes,

• la possibilité de réaliser un antibiogramme après isolement des bactéries
pathogènes d'intérêt.

Les principaux inconvénients de la culture sont:

• le coût élevé,
• la durée de l'examen (5 à 6 semaines),

• la faible sensibilité de la méthode,

• la variabilité des compétences du microbiologiste,

• l'impossibilité ou la difficulté de cultiver certaines espèces microbiolo­
gique (Bacteroides forsythus, Treponema sp...),

• l'aspect essentiel du milieu de transport qui doit permettre la survie des
espèces anaérobies et capnophiles tout en limitant les phénomènes de
compétition ou d'inhibition interbactériens.

Les études bactériologiques de la flore buccale, et plus spécifiquement de
la flore parodontale (sous-gingivale), présentent de nombreuses difficultés
liées à l'obligation de maintenir une anaérobiose la plus stricte possible
tout au long de la chaîne d'analyse, c'est-à-dire du prélèvement au résultat
de l'antibiogramme, un mois plus tard. La culture en anaérobiose est
basée sur le principe de la recherche de tous les moyens permettant d'éli­
miner l'oxygène de l'atmosphère et des milieux de culture bactérienne. Le
prélèvement est placé dans un milieu de transport anaérobie. Puis dans
un délai maximal de 48 heures après le prélèvement d'un échantillon de

168 plaque sous-gingivale, ce dernier doit parvenir dans un laboratoire adapté,
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c'est-à-dire être placé dès réception dans une station d'anaérobiose. La
densité de l'échantillon (l05 à 109 bactéries) requiert de faire des séries
de dilutions de la en la, ensemencées sur des milieux de culture non
sélectifs et sélectifs. Les milieux de culture non sélectifs sont enrichis avec
de nombreux facteurs de croissance (sang de mouton, sérum de cheval,
hémine, ménadione, vitamine Kl...). Ils permettent la croissance d'un
maximun d'espèces bactériennes nécessitant des conditions d'anaérobiose
ou un taux de CO2 de 5 à la %. La quantification du nombre total de
bactéries viables dans l'échantillon est souvent réalisée sur ce type de
milieu. Les milieux de culture sélectifs contiennent des antibactériens qui
vont éliminer ou réduire de façon très importante les micro-organismes
qui ne sont pas désirés, favorisant ainsi l'émergence des espèces d'intérêt.
Les principales espèces bactériennes de la flore sous-gingivale pour les­
quelles nous disposons d'un milieu sélectif sont: ActinobacilLus actinomy­
cetemcomitans, Capnocytophaga sp., Eikendla corrodens, Campylobacter
rectus, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides sp., Porphyromonas sp., Prevo­
telLa sp., Haemophilus sp., Actinomyces sp., Streptococcus sp... La croissance
sur milieu de culture solide permet le développement de colonies dont la
morphologie est souvent caractéristique de l'espèce. L'identification bacté­
rienne repose sur une série de critères morphologiques, biochimiques et
enzymatiques : aspect des colonies, aspect des bactéries en microscopie
photonique après coloration de Gram, mobilité, test à l'oxydase, test cata­
lase, fermentation des sucres, réduction des nitrates...
La complexité des approches bactériologiques par culture dans l'étude d'une
flore anaérobie a incité les bactériologistes s'intéressant à la flore buccale à
faire appel à d'autres stratégies, immunologique et moléculaire.

Diagnostic immunologique

Le diagnostic immunologique repose sur la spécificité de la réaction
antigène-anticorps. Il peut permettre la détection des antigènes bactériens
(détection directe de la bactérie) ou d'immunoglobulines de type IgG ou
IgM (détection de la réaction immunitaite humorale de l'hôte dirigée contre
la bactérie d'intérêt).
Les principaux avantages du diagnostic immunologique sont:
• la rapidité (de l'ordre de quelques heures),
• le travail sur des échantillons non vivants (bactéries mortes),
• la simplicité et la facilité à standardiser (adaptable en kit pour réaliser des
tests diagnostiques éventuellement au cabinet dentaire),
• le coût modéré,
• le sérotypage qui peut apporter en outre des éléments d'information
épidémiologique. 169
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Le diagnostic immunologique présente certains inconvénients :

• c'est une méthode ciblée de recherche des micro-organismes; on ne peut
trouver que ce que l'on cherche,
• la sensibilité est médiocre (de l'ordre de 10- 4),
• la spécificité est très variable selon les réactifs utilisés : excès de spécificité
des anticorps monoclonaux et manque de spécificité des réactifs polyclonaux,
• l'importance de disposer de contrôles positifs et négatifs afin d'interpréter
correctement les résultats des essais,
• l'impossibilité de connaître la sensibilité aux antibiotiques sans isolement,
• la quantification n'est souvent qu'une semi-quantification (ELISA, aggluti­
nation sur latex...).
De nombreux laboratoires ont développé des productions d 'anticorps mono­
clonaux ou polyclonaux dirigés contre les principaux pathogènes du paro­
donte humain: Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides
forsythus, Fusobacterium nudeatum, Treponema denticola, Campylobacter
rectus, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, et d'autres.
Les principales techniques immunologiques qui peuvent être utilisées pour
le diagnostic immunologique sont: le test d'agglutination au latex, la
cytométrie en flux, le test ELISA (enzyme linked immunosorbent assay),
l'immunofluorescence directe ou indirecte. Le principe de l'agglutination
au latex a été utilisé pour la mise au point de kit diagnostique destiné au
cabinet dentaire pour identifier Porphyromonas gingivalis, Prevotella interme­
dia et Actinobacillus actinomycetemcomitans. Cependant, ce type de test ne
présente pas les critères de qualité requis pour le diagnostic. La sensibilité
trop faible est à l'origine de nombreux faux négatifs. L'utilisation d'anti­
corps monoclonaux ne correspondant qu'aux principaux sérotypes connus
est également à l'origine de faux négatifs.
Les systèmes de détection des pathogènes du parodonte par des techniques
immunologiques sont d'excellents outils de laboratoire destinés à la
recherche, mais ils supportent mal l'adaptation à une présentation en kit
qui engendre, pour l'instant, une dégradation de la sensibilité et de la
spécificité des résultats.

Diagnostic moléculaire

Les diagnostics par sonde génétique reposent sur les propriétés et la
structure de la molécule d'ADN. La molécule d'ADN est composée de
l'union de deux brins, enroulés en double hélice. Chaque brin est composé
d'une longue chaîne de polydésoxyribonucléotides. Les deux chaînes
d'ADN s'associent entre elles au niveau de leurs bases. Les bases sont au
nombre de quatre et s'associent deux à deux: adénine-thymine et guanine­
cytosine. Ces deux couples de bases sont dits complémentaires. Les chaînes
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avec leur réplique complémentaire. Si on dispose d'une copie fidèle et pure
d'un gène ou d'un fragment de gène dont on veut repérer une séquence
identique d'intérêt, cette copie pure peut être marquée avec un isotope
radioactif (32p, 35S,) ou non radioactif (biotine, avidine...), et porte aussi le
nom de sonde. Deux notions sont essentielles dans le concept de sonde:
la spécificité : une sonde ne peut s'hybrider avec une très forte affinité
qu'avec le gène dont elle est la copie; la sensibilité: le marquage radioactif
ou non radioactif facilite le repérage et la quantification de la sonde et de
son hybridation.
L'utilisation des sondes génétiques dans le diagnostic des infections paro­
dontales est basée sur l'existence, pour tout micro-organisme, de parties
spécifiques de son génome qui le distingue des autres micro-organismes.
Les sondes génétiques peuvent être réalisées à partir d'ADN, d'ARN ou
d'oligonucléotides de synthèse.

Les principaux avantages du diagnostic moléculaire sont:

• la spécificité maximale lorsque la sonde est convenablement sélectionnée,
• la sensibilité, de l'ordre de 10- 3 avec des sondes marquées par radio­
éléments et 10- 4 avec un marquage non radioactif,
• l'utilisation de techniques d'amplification (pCR: polymerase chain reac­
tion) qui permettent d'abaisser le seuil de sensibilité à la présence de
quelques bactéries cibles dans l'échantillon,
• la rapidité, de l'ordre de 24 à 48 heures,
• le travail sur des échantillons non vivants (bactéries mortes),
• la simplicité et la facilité à standardiser,
• le coût modéré,
• l'apport d'éléments d'information épidémiologique.

Il existe des inconvénients au diagnostic moléculaire:

• la recherche ciblée des micro-organismes,
• l'impossibilité de connaître la sensibilité aux antibiotiques sans isolement,
• la quantification partielle.
Des sondes moléculaires ont été développées vis-à-vis de tous les principaux
pathogènes parodontaux: Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Bacteroides forsythus, Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola, Campy­
lobacter rectus, Actinobacillus actinomycetmcomitans, Eikenella corrodens,
Peptostreptococcus micros...

Types de sonde

Plusieurs types de sondes génétiques existent. Chacune présente des
caractéristiques différentes et n'est pas utilisable pour le même usage. Les
sondes à visée diagnostique doivent répondre à des impératifs de spécificité
stricte limitant le plus possible les tests faussement positifs. Les principales
catégories de sondes moléculaires sont les suivantes : 171
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• Les sondes génomiques globales. Ce type de sonde utilise l'ensemble du
génome bactérien marqué par radioéléments ou par des éléments non
radioactifs. La sonde est donc une macromolécule présentant des zones très
spécifiques du micro-organisme d'intérêt et des zones ubiquitaires, non spéci­
fiques qui seront à 1'origine de nombreuses réactions d 'hybridations croisées.

• Les sondes génomiques par clonage aléatoire. La taille d'une sonde (nombre de
paires de bases) est un critère important de qualité dans le choix d'une sonde
à visée diagnostique. Trop courte, elle présentera une faible affinité pour sa
cible. Cette faible affinité diminuera la sensibilité du test. Trop longue, la
sonde présentera de nombreuses réactions croisées. Les sondes génomiques
par clonage aléatoire ont une taille sélectionnée entre 2 et 6 kb (kilobases).
Cette fenêtre de taille semble être idéale pour favoriser une bonne hybridation
et suffisamment courte pour sélectionner une séquence spécifique du micro­
organisme d'intérêt.

• Les sondes ADNe. Ces sondes sontobtenues à partir d'ARN messager purifié
ou enrichi. Elles correspondent uniquement à des séquences exoniques. Elles
sont principalement utilisées pour des diagnostics sur cellules eucaryotes.

• Les ribosondes. Les ribosondes sont des séquences d'ARN simple brin. Elles
sont obtenues par voie biologique en transcrivant in vivo, par une ARN poly­
mérase un fragment de ADNe ou d'ADN génomique inséré dans un vecteur
possédant un promoteur fort. Ces sondes présentent l'avantage de pouvoir
être radiomarquées de façon uniforme et de présenter une forte activité spéci­
fique. Elles permettent de mettre en évidence des séquences fortement conser­
vées chez les bactéries.

• Les oligosondes de synthèse. Les oligosondes de synthèse sont de courtes
séquences d'ADN monocaténaire, synthétisées in vitro par des automates.
Elles dépassent rarement quelques dizaines de bases. Leur faible longueur est
à l'origine d'une affinité faible nécessitant des conditions de lavage ou post­
hybridation de faible stringence pour ne pas perdre le signal.

Ces différentes caractéristiques des sondes génétiques expliquent les diver­
gences de résultats obtenus en diagnostic. Les sondes génomiqu~s par clo­
nage aléatoire semblent être très intéressantes pour le diagnostic. A l'inverse
les sondes génomiques globales sont les moins adaptées. Les oligosondes
peuvent être intéressantes si elles sont manipulées de façon adaptée.

Intérêt des examens de laboratoire en microbiologie

Diagnostic

Un nombre important de micro-organismes est impliqué dans l'étiologie
des maladies parodontales. La sélection d'un traitement et le pronostic
seront différents en fonction des bactéries pathogènes identifiées. La pre-

172 mière étape consistera à déterminer les pathogènes spécifiques qui infectent



Diagnostic des maladies parodontales

les sites parodontaux d'un patient. Les prélèvements pourront provenir
d'un seul site ou d'une série de sites d'un même patient, ce qui permettra
d'obtenir un meilleur reflet de la flore parodontale sous-gingivale.

Pronostic

La présence de certains pathogènes permet d'apprécier le potentiel évolutif
de lésions parodontales (porphyromonas gingivalis). L'association de certai­
nes souches entre elles peut potentialiser leur virulence (ActinobaciHus
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedius) et accélérer le processus
de destruction des tissus parodontaux (Slots, 1986). La titration de la flore
sous-gingivale apporte également des informations supplémentaires qui
aideront le clinicien à apprécier l'évolution d'une pathologie parodontale.

Contrôle d'un traitement

En toute rigueur, l'efficacité d'un traitement parodontal se traduit par la
disparition de la symptomatologie clinique et la disparition des principaux
pathogènes impliqués dans cette pathologie.

Si, à la suite d'un traitement initial (détartrage, surfaçage, curetage), des
phénomènes inflammatoires persistent au niveau de certains sites et que
des pathogènes parodontaux spécifiques sont retrouvés, le traitement
devra être repris afin d'obtenir la disparition des signes cliniques et des
pathogènes.

Indication d'une antibiothérapie

La nature des micro-organismes isolés peut aider le thérapeute à poser
l'indication d'antibiothérapie. Par exemple, dans la situation d'une
parodontite juvénile localisée, l'éradication de A. actinomycetemcomitans
nécessitera l'association de traitements mécanique, chirurgical et d'une
antibiothérapie par voie générale. L'absence d'utilisation d'une antibiothé­
rapie dans cette situation se traduira, dans le meilleur des cas, par une
réduction du nombre d'A. actinomycetemcomitans. A l'inverse, face à une
parodontite de l'adulte et en présence d'une flore sous-gingivale à virulence
modérée, une antibiothérapie ne sera pas nécessaire. Un traitement asso­
ciant des phases de détartrage, surfaçage et curetage à des antiseptiques et
une hygiène de qualité peut apporter d'excellents résultats.

Choix de l'antibiotique

L'antibiogramme est classiquement utilisé en bactériologie médicale afin de
déterminer la sensibilité bactérienne à différentes molécules antibiotiques.
Cette méthode permet également de contrôler immédiatement la présence
d'un mutant ou d'une résistance inductible, de distinguer l'effet antago-
niste ou synergique d'une association de deux antibiotiques. Les résultats 173
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de cet examen appliqués aux bactéries anaérobies et capnophiles de la
cavité buccale apportent des informations importantes au clinicien afin
qu'il puisse choisir l'antibiotique ou l'association de molécules anti­
biotiques la plus appropriée.

Conclusion

Les progrès de la bactériologie anaérobie ont apporté aux cliniciens une
meilleure compréhension des pathologies parodontales ainsi qu'une aide
dans leur diagnostic, traitement et réévaluation. Cependant le faible nom­
bre de laboratoires de microbiologie formés à l'isolement et à l'identifica­
tion des bactéries anaérobies et capnophiles de la cavité buccale limite de
façon importante l'utilisation de ce type d'examen biologique. Il est souhai­
table qu'à court terme un plus grand nombre de laboratoires puisse pro­
poser aux chirurgiens dentistes, de façon routinière, des examens de la flore
sous-gingivale.
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