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DE LA BOUCHE

Fréderic Duffau et Pierre C. Baehni

La diversité et I’intelligence collective des
bactéries rendent leur univers passionnant.

De la premiére observation des animalcules

de la plaque dentaire par A. van Leeuwenhoek
en 1683 jusqu’a la compréhension parcellaire
des mécanismes de survie des biofilms bactériens
aujourd’hut, plus de trois siécles se sont écoulés
sans que les chercheurs ni les curieux néophytes
ne se lassent d’observer, d’étudier et de tenter

de comprendre ’écologie bactérienne. Pour ces
passionnés, la microbiologie buccale est un
milieu 1déal tant par sa facilité d’acces que par
la complexité des interactions qui s’y déploient.
La diversité bactérienne alimente ainst les
fantasmes sur les biofilms bactériens. La flore
compatible avec la santé du parodonte cotoie

la flore pathogéne sans que [’on ne comprenne
encore précisement a quel moment ’une bascule
vers [’autre. Et pendant ce temps, les traitements
d’hier demeurent en grande partie ceux

d’awjourd’hui, en artendant une révélation.
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¢ |3 bouche

De la diversite hacterienne. . .

« 11y a plus d’animaux qui vivent dans les dépots qui
s’accumulent sur les dents dans la bouche de chacun
qu’il n’y a d’étres humains dans un royaume entier, en
particulier chez ceux qui ne se lavent jamais les dents. »
Telle était la conclusion qu’Antoni van Leeuwenhoek,
drapier hollandais, avait remise a la prestigieuse Royal
Society dans la désormais célébre lettre du 17 sep-
tembre 1683. I’homme était curieux de tout et faisait
défiler sous son microscope rudimentaire autant de
matieres et substances qu’il pouvait embrasser. Prés de
300 lettres ont ainsi été adressées a la Royal Society. Apres
avoir observé sa propre plaque dentaire, ce pionnier de
I’observation des bactéries, qu’il appelait les « animal-
cules », partit gratter les dents de sa seconde femme et
de sa fille, d’un enfant qui passait par la, de nouveau
de sa propre plaque dentaire aprés 3 jours sans bros-
sage et, enfin, sur un homme agé qui n’avait, de ’avis
de ’auteur, probablement jamais brossé ses dents. Les
croquis qu’il réalisa montraient déja la diversité des
especes bactériennes tant en termes de morphologie que
de capacité a se mouvoir plus ou moins rapidement!
IEEEN . Plus qu’un précurseur, van Leeuwenhoek était
sans aucun doute un extra-terrestre aux yeux de ces
contemporains. En effet, ces découvertes, méme si elles
furent diffusées au-dela des frontiéres de son pays,
n’éveillerent pas, de toutes évidences, les cellules grises
de la communauté scientifique avant le milieu du



Fig.1 Croquis réalisés par A.van Leeuwenhoek et adressés a 1a Royal
Society en 1683. 11 s’agit des toutes premiéres traces écrites d'une obser-
vation au microscope de bactéries issues de la plaque dentaire. Batonnet
(A) ; bactérie mobile (B) ; cocci (E) ; filaments (F) ; spirochéte (G) (Collected
Letters, vol. IV, Pl. X ; Gemeentelijke Archiefdienst).

20¢ siecle. Ce n’est qu’en 1965, aprés que quelques
études épidémiologiques eurent montré une relation
entre certaines maladies parodontales et la présence de
plaque dentaire, que I’équipe de Loe observe expéri-
mentalement une corrélation évidente entre
les bactéries et 'inflammation gingivale chez
I’homme?. Dans la décennie qui suit, toujours
sous la tutelle de Loe, il est montré sur des
chiens beagle que certaines formes de paro-
dontites trouvent également leur origine dans
la présence de plaque dentaire?. Les moyens
d’observation des bactéries, certes moins
rudimentaires, n’offrent pas de possibilités
beaucoup plus grandes que le microscope
rudimentaire de van Leeuwenhoek. En 1965,
les bactéries officiellement associées a la gin-
givite ou a certaines formes de parodontites
sont de formes rondes (cocci), de batonnets,
de filaments, de tire-bouchon (spirochétes) et mon-
trent une capacité a se mouvoir par reptation ou a I’aide
de flagelle IGF®A. 11 aura fallu attendre 282 années, soit
I’équivalent de 5 générations, pour que la cause bacté-
rienne soit enfin corrélée aux symptomes de patholo-

Fig.2 Vue en microscopie a fond noir des bactéries présentes dans
la plaque sous-gingivale d'un patient présentant une parodontite
avancée. On y observe aisément de longs filaments (a) des batonnets
(b), des cocci (c) et des spirochétes (d) (Coll. PC. Baehni).

gies invalidantes qui conduisaient nos ancétres a se
déplacer la peur au ventre sur la place du village pour
se faire littéralement arracher I’organe dentaire malade
avec une tenaille.

Deés lors, la technologie se met au service
de la science. Grace aux travaux de
Listgarten, la complexité de la plaque bac-
térienne se révele quelque peu. Les obser-
vations au microscope électronique a
transmission montrent une agrégation
organisée de centaines de microorganismes
qui varie autant en quantité qu’en diver-
sité selon la maturation des dépdts? et la
forme clinique de la parodontite®. Une
organisation spatiale commence a étre
décrite avec notamment, en périphérie des
dépots recueillis, des combinaisons spec-
taculaires de filaments et cocci ou de fila-
ments et batonnets en forme d’épis de mais. Les
techniques de culture permettent alors d’offrir des
noms & certaines de ces bactéries. De grandes familles
se dessinent. LLes bactéries a Gram+ d’un coté, les
Gram- de P’autre. Les bactéries anaérobies contre les
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DE LA BOUCHE

aérobies, mais aussi les anaérobies facultatives (qui sup-
portent la présence d’O5), les capnophiles (qui préfe-
rent le CO,). Le choix du milieu de culture permet
également de discriminer certaines especes IGFEN. On
obtint alors des descriptions de grandes familles, tels
les bacilles Gram-, facultatifs, motiles ou cocci Gram+,
anaérobies, etc®. Par la suite, les techniques sérolo-
giques et d’immunofluorescence ont permis de préci-
ser la taxonomie [EPREEYA. Les sondes ADN, ARN, puis
les techniques de PCR (qui multiplient
une séquence oligonucléotidique spéci-
fique) ont men¢é ensuite a ’identification
précise de nombreuses especes. Avec le
perfectionnement des techniques,
quelques noms ont été modifiés. Les
Bacteroides gingivalis et intermedia se
virent  rebaptisés  respectivement
Porphyromonas gingivalis et Prevotella
intermedia™s. Wolinella recta devient
Campylobacter rectus®. Ces derniéres
années, Bacteroides forsythus se mua en
Tannerella forsythensis'® et patiente depuis
quelque temps pour obtenir ’appellation
plus harmonieuse de Tannerella forsy-
thia''. Enfin, il y a quelques mois, I’Actinobacillus acti-
nomycetemcomitans, star de la parodontite agressive
chez le sujet jeune, se transforma en Aggregatibacter acti-
nomycetemcomitans'2.

Mais, plus qu’une farandole taxonomique, la connais-
sance du génome permit de poser un nom sur la majo-
rité des espéces bactériennes en mesure de coloniser la
cavité buccale. Ainsi, Paster identifie sur 31 sujets, avec
des atteintes parodontales diverses, 347 especes bacté-
riennes au sein de la plaque sous-gingivale. Cette ¢tude
évalue également a 68 le nombre d’espéces de la plaque
sous-gingivale non identifiées et a environ 500 le nombre
d’espéces capables de coloniser la cavité buccale!3. Le
nombre est élevé, mais ce n’est rien par rapport au
nombre de sous-especes connues. On décrit 6 sérotypes
distincts pour A. actinomycetemcomitans selon la consti-
tution du LPS'415, ces sérotypes regroupant une tren-
taine de génotypes différents!®. On distingue 6 sérotypes
pour P gingivalis'” englobant plus d’une centaine de
génotypes connus!s. Le Fusobacterium nucleatum, clé
de la coagrégation bactérienne selon Kolenbrander!'®,
réunit au moins 4 sous-especes qui s’orientent vers des
cohabitations variées?°. Pour ajouter du piquant a ce
domaine de la recherche microbiologique, les sérotypes
dans une méme espece sont corrélés a des symptoma-
tologies parodontales différentes. Ainsi, A. actinomyce-
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temcomitans sérotype b est plus souvent associé a la des-
truction parodontale?!. Les P gingivalis fimbriae All et
Alb sont généralement observés chez des patients
atteints de parodontite?2-24, tandis que P gingivalis fim-
briae AIV est plus fréquent chez les patients sains?>.

Ces nouveaux outils de détection et d’identification
des bactéries buccales se sont associés a d’autres tech-
nologies moléculaires. Les bactéries qui depuis une
trentaine d’années sont le plus souvent associées a la
destruction parodontale ont fait I’objet
de recherches plus poussées. Les chiffres
parlent d’eux-mémes : selon le moteur
de recherche PubMed, 3 723 publica-
tions impliquent P gingivalis, 2 444 pour
A. actinomycetemcomitans, 624 pour 1.
denticola, 500 pour T. forsythensis ou
encore 1 215 pour P intermedia et 1 241
pour F nucleatum (recherche effectuée le
01/06/2007 sans limite de temps). Leur
virulence a été mise en évidence sur dif-
férents modeles ; certains mécanismes
d’action ont pu étre décortiqués. Ainsi, la
capacité d’A. actinomycetemcomitans a
détruire les polynucléaires neutrophiles
observée pour la premicére fois en 19792° fut approfondie.
Les toxines impliquées purent étre caractérisées?’-28,
La virulence de P gingivalis fit aussi I’objet de nombreux
travaux. Parmi les facteurs de virulence sécrétés par cette
bactérie, les gingipains sortent du lot tellement leur
champ d’action semble large. Celles-ci sont capables
d’activer ou d’inactiver certaines cytokines modulant
la réaction inflammatoire, de cliver certains récepteurs
de surface des phagocytes, de dégrader les composants




du complément, de modifier certains systémes régu-
lant I’équilibre osseux, de perturber I’hémostase
ou encore 1’équilibre des métalloprotéases?®.
Autrement dit, cette bactérie posséde un
spectre de nuisance incroyable. Les connais-
sances accumulées sur ces especes bacté-
riennes les placent aujourd’hui aux premiéres
loges dans le diagnostic et le traitement des
maladies parodontales. A celles-ci, il convient
d’ajouter de nouvelles venues, fraichement iden-
tifiées, et jouant probablement un réle dans la des-
truction parodontale. Paster pointe ainsi du doigt une
vingtaine d’espéces inconnues auparavant ou rarement
approchées!3. Kumar en décrit une quinzaine supplé-
mentaire en 20033°, puis une autre quinzaine encore en
200531, Cela porte a environ 50 le nombre d’especes
bactériennes identifiées et potentiellement pathogenes
en parodontologie sur lesquelles la communauté scien-
tifique parodontale ne s’est jamais penchée.

... a la diversite des biofilms

La formation de la plaque dentaire commence par I’ad-
sorption de protéines salivaires a la surface dentaire. Cette
adsorption survient dans la minute qui suit le brossage
de la dent. Sur cette pellicule vont pouvoir se fixer les
premicres bactéries. Ces colonisateurs précoces vont
alors se multiplier, recouvrir la surface disponible et
sécréter une matrice composée de polysaccharides et
de glycoprotéines. LLa formation de ce lit bactérien va
des lors offrir un moyen d’ancrage a d’autres espéces
bactériennes. La maturation de la plaque dentaire est
en route, et avec elle, sa diversité32,

C - ’ d

Fig.3 Selonle milieu de culture utilisé, les bactéries forment des
colonies. La couleur, le relief, 1a forme ou encore les zones d’hémolyse
permettent de déterminer avec plus ou moins de précisions les
espéces en présence (Coll. PC. Baehni).

D’apres Socransky, 150 espéces bactériennes diffé-
rentes peuvent coloniser la bouche d’un étre humain ;
un sulcus sain peut compter pres de 1 000 bactéries ;
une poche profonde peut en contenir plus de 108 et une
surface dentaire supra-gingivale peut étre recouverte par
10° bactéries®. Une telle foison de micro-organismes
a besoin d’organisation pour survivre. Les images de
plaque dentaire proposées dés les années 70 montrent
des bactéries entassées les unes sur les autres*3, mais
n’expliquent pas comment une telle complexité peut sub-
sister. Les travaux iz vitro portant sur les types de liai-
sons que peuvent proposer les espéces bactériennes
entre elles ont permis d’imaginer une organisation bidi-
mensionnelle théorique de la flore bactérienne intra-

e

Fig. 4a et 4e Le microscope a fluorescence (a) permet d’observer des bactéries grace a des combinaisons d’anticorps
marqués et ciblés vers telle ou telle espéce bactérienne. Chaque puits surle montage lame/lamelle (b) permet d’ob-
server les bactéries spécifiquement marquées.Les Fig.4c,4d et 4e montrent 1a présence, en quantités moyennes,
respectivement, de C. rectus, P. micros et P. gingivalis (Coll. F. Duffau).
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DE LA BOUCHE

buccale IEFE. Certaines des associations ainsi propo-
sées ont pu étre, en quelque sorte, confirmées chez
I’homme en constatant que certaines especes étaient
effectivement présentes concomitamment dans les
poches parodontales?. La structure tridimensionnelle
des biofilms, quant a elle, a été conceptualisée récem-
ment. Le Centre d’ingénierie du biofilm de I’Université
du Montana a largement diffusé des représentations gra-
phiques montrant comment les groupes de bactéries
cohabitent autour de canaux dans lesquels circulent les
flux liquidiens permettant I’apport de nutriments?®
IGPEA. ’observation de ces canaux i vitro aide véri-
tablement a comprendre comment ces bactéries par-
viennent a survivre aprés maturation du biofilm.

Cependant, si les chercheurs parviennent désormais a
expliquer la formation et ’organisation de la plaque
supra-gingivale, il en est tout autrement de la plaque
sous-gingivale. Si le biofilm supra-gingival parvient a
se former grace aux courants salivaires qui déposent les
bactéries a la surface des dents, le biofilm sous-gingi-
val doit, lui, se constituer contre le courant provoqué
par le fluide gingival. On décrit tout de méme une flore
bactérienne adhérant a la surface radiculaire que ’on
oppose a une flore « libre », en suspension dans les
liquides qui se renouvellent dans la poche parodontale.
La premiére pourrait présenter, quand bien méme les

Surface dentaire

Fig.5 Représentation des possibilités de coagrégations bacté-
riennes dans la plaque dentaire humaine. Les colonisateurs pré-
coces se lient a des récepteurs présents dans la pellicule acquise a

la surface dentaire. Parla suite, d’autres micro-organismes peuvent
s’agréger a ce lit bactérien1g (Dessin McWulph).

6 | TITANE Vol. 4 - N°2 | Juin 2007

bactéries différeraient, une organisation similaire a celle
du biofilm supra-gingival, tandis que la seconde
demeure mystérieuse. Ainsi, les connaissances du bio-
film dans les poches parodontales se limitent-t-elles
aujourd’hui a la détection des espéces bactériennes qui
le composent, certaines étant aisément détectables au
niveau coronaire de la poche et d’autres au niveau api-
cal’*s IGPEAM. Cette répartition ne doit toutefois rien au
hasard et se trouve étre corrélée aux conditions physiques
observées dans les poches parodontales. Comme la
concentration en oxygeéne tend a décroitre en direction
corono-apical®”38, les espéces observées en surface sont
le plus souvent aérobies et les espéces colonisant le fond
de la poche parodontale le plus souvent anaérobies.
Depuis peu, le monde des biofilms buccaux s’est encore
enrichi. Un milieu de colonisation a surpris par son ori-
ginalité. Il avait été montré que certaines espéces bac-
tériennes étaient capables de pénétrer, de survivre et de
se multiplier au sein des cellules de I’organisme.
Désormais, ce sont des communautés bactériennes,
comprenant plusieurs especes, que I’on a pu observer
au sein du cytoplasme cellulaire®®-#°, Parmi ces espeéces,
on compte naturellement les plus connues pour leur viru-
lence, a savoir A. actinomycetemcomitans, I gingivalis,
T. forsythensis et 1. denticola. Et ce n’est pas un exem-
plaire que ’on décompte, mais plus d’une vingtaine pour
chaque espéce?!.

La flore pathogene

La présence de bactéries en bouche n’est pas, bien str,
synonyme de pathologie. On distingue communément
la flore compatible avec la santé du parodonte de la flore
dite pathogene. La premiére est constituée de bactéries
anaérobies, le plus souvent Gram+. Il s’agit d’Actino-
myces, de certains Streprocoques, etc. Pour la flore patho-
gene, un grand nombre de belligérants sont aujourd’hui
bien connus et ont déja été abordés dans cet article. Une
analyse proposée par ’équipe de Socransky a permis
de faire le point sur les bactéries les plus connues. Les
bactéries les plus souvent associées a la destruction
parodontale ont été réunies sous la banniére du « com-
plexe rouge ». Les bactéries associées a une destruction
moins importante ont été incluses dans le « complexe
orange ». Puis, selon leur capacité a étre observées
ensemble, et selon leur relation a la destruction paro-
dontale, d’autres espéeces ont été rattachées aux « com-
plexes bleu, violet, jaune et vert »*2 IGFEM. Il convient,
cependant, de ne pas omettre qu’a ces pathogenes biens
identifiés s’ajoute une liste croissante de bactéries qui



Fig.6 Configuration tridimensionnelle d'un biofilm. Les bactéries
se rassemblent en amas selon leurs affinités. Des canaux sinuent
entre les regroupements bactériens et 1a surface colonisée, appor-
tantles nutriments nécessaires a la survie des communautés*’ (Dessin
McWulph).

semblent tout aussi prometteuses en termes de virulence,
mais qui n’ont pour I’instant pas fait ’objet d’une seule
étude plus poussée!3:30:31 (voir plus haut).

De facon surprenante, sil’on sait différencier une flore
compatible avec la santé du parodonte d’une flore
pathogéne, on ne connait pratiquement rien de la flore
présente au tout début de la destruction parodontale.
Autrement dit, on ne connait pas véritablement I’étio-
logie des parodontites. Il est assez délicat de détermi-
ner qui de P’ceuf ou de la poule était le premier. Les
bactéries que nous observons dans les poches sont-
elles présentes des le début de la destruction parodon-
tale ou bien se sont-elles développées secondairement,
lorsque les conditions locales étaient réunies pour
qu’elles puissent s’installer et exercer leur potentiel
pathogene pour subsister ? Un travail de I’équipe de
Tanner a tenté de répondre a cette question. Un peu
plus d’une trentaine de patients, sans signe de des-
truction parodontale, ont été inclus dans

parodontale interproximale que I’on assimile a une
parodontite. Il ressort de cette analyse que les patients
qui ont développé une parodontite ne possédaient pas
les mémes espeéces bactériennes que les autres lors de
I’examen initial. Par ailleurs, les bactéries communes a
la majorité de ces patients (Selenomonas noxia, T. for-
sythensis, C. rectus) ne sont pas celles que ’on place sys-
tématiquement en téte des especes les plus virulentes.
De surcroit, P gingivalis n’est détecté initialement chez
aucun des patients qui ont développé une parodontite*.
Les mécanismes de la bascule d’une flore compatible
avec la santé parodontale vers une flore pathogéne sont
encore flous. Par ailleurs, de nombreux facteurs sont
impliqués, a commencer par ceux qui influencent la sus-
ceptibilité de ’hote*4.

Consequences sur le traitement
des maladies buccales d'origine infectieuse

Les biofilms n’ont pas fini de nous surprendre. Les
travaux scientifiques tendent a montrer que les proto-
coles réalisés i vitro se rapprochent doucement de la
réalité, mais restent tout de méme encore loin de ce que
la nature est capable de réaliser. Sous forme de biofilm,
les bactéries sont capables de révéler une forme d’in-
telligence collective. Ensemble, elles communiquent
entre especes similaires, mais également entre espéces
différentes. Les messages consistent en des proposi-
tions de réorganisation, soit pour contraindre des
groupes a migrer ailleurs en brisant les interactions qui
les lient a la communauté, soit en créant des liens pour
se protéger des agressions externes?’. Il en est ainsi de
Pseudomonas aeruginosa, bactérie impliquée dans les
infections associées aux fibroses cystiques, aux plaies
de bralure et a I'utilisation de cathéter. L’introduction
d’un antibiotique dans le milieu de culture contenant
la bactérie provoque la formation d’un biofilm rendant

le protocole d’étude. ’examen initial
consiste notamment en des prélévements
bactériens qui sont analysés pour y
détecter la présence approximativement
quantifiée de 23 espéces bactériennes.
Un an plus tard, les patients sont convo-
qués pour un nouvel examen. Quatre
groupes sont alors constitués : les
patients au parodonte sain, les patients
qui ont une gingivite, ceux qui présen-
tent des récessions tissulaires marginales
et ceux qui montrent une destruction

Fig.7 | Les bactéries colonisent les poches parodon-
tales selon les facteurs locaux (tension en O, notam-
ment). Les bactéries du complexe rouge (P. gingivalis,
T. forsythensis et T. denticola) ont tendance a occuper
la partie apicale dela poche. Les bactéries du complexe
orange (F. nucleatum subspecies, P. intermedia, P. nigres-
cens, P. micros, E. nodatum, C. rectus, C. showae, S. constel-

latus et C. gracilis) sont fréquemment observées
lorsque celles du complexe rouge sont présentes. Elles
occupent alors une couche plus coronaire. Les bacté-
ries des complexes vert, violet, jaune et bleu sont en
général installées dans 1a partie coronaire dela poche
parodontale?$? (Dessin McWulph).
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la colonie plus résistante*®*’, Plus proche du milieu
buccal, il a été montré qu’un biofilm mature, composé
exclusivement d’A. actinomycetemcomitans, résiste
mieux a la présence de différents antibiotiques qu’un
biofilm jeune®s. Cette adaptation des bactéries peut
s’expliquer par une évolution naturelle liée au fait que
les bactéries doivent fréquemment se défendre contre
des antibiotiques produits par d’autres especes.
Contre une agression antibiotique, que I’on pourrait qua-
lifier de biologique, les bactéries sont donc capables de
faire face en groupe. On pourrait supposer qu’une
agression physique, avec des antiseptiques, serait plus
efficace. Il se trouve que, dans de telles conditions, le
biofilm révele encore des ressources qu’une bactérie iso-
lée n’a pas. Une analyse au microscope confocal de la
confrontation d’un biofilm composé de 4 espéces bac-
tériennes et de différents antiseptiques montre que la
destruction cellulaire différe selon 1’antiseptique
employé. Par ailleurs, quel que soit I’antiseptique, méme
si les couches superficielles périssent, les couches pro-
fondes du biofilm parviennent a survivre?. De telles
observations ont d’ailleurs été proposées, alors en tant
qu’hypotheéses, par I’équipe du Centre d’ingénierie du
biofilm de I’Université du Montana (animation a
P’adresse : http://www.erc.montana.edu/Res-Lib99-
SW/Movies/2005/05-M005.htm)>°.

Conclusion

La flore buccale est complexe. Elle I’est autant par la
multitude des espéces bactériennes potentiellement
impliquées, que par la variété des combinaisons bacté-
riennes envisageables. Si quelques bactéries ont pu étre
identifiées comme étant des pathogenes potentiels, il faut
se garder de les considérer comme des responsables iso-
1és des maladies parodontales. Eu égard a cette com-
plexité, on ne peut réduire le diagnostic et le traitement
parodontal a la seule présence de quelques especes. Dans
ces conditions, on ne peut prétendre choisir un anti-
biotique selon la détection de telle ou telle bactérie
sous prétexte que celle-ci serait sensible a la molécule
choisie. En revanche, on peut sélectionner un antibio-
tique parce que telle bactérie ou telle combinaison de
bactéries détectées est représentative d’une flore connue
pour étre sensible a la molécule choisie.

Les arguments développés dans cet article montrent éga-
lement a quel point tout moyen chimique ne peut étre
satisfaisant dans 1’élimination du biofilm. La base de I’hy-
giéne bucco-dentaire ne peut reposer aujourd’hui que
sur la désorganisation mécanique de la plaque den-
taire, par des moyens individuels et professionnels. Tout
traitement chimique ne peut étre considéré que comme
un complément a cette thérapeutique mécanique. ®
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