a1V A ,Sid Al

. ARTICLE ORIGINAL

IMPLICATION DES MARQUEURS SALIVAIRES
OXYDATIFS ET IMMUNOLOGIQUES CHEZ LES PATIENTS
ATTEINTS D’UNE PARODONTITE AGRESSIVE

RESUME :

La parodontite agressive est caractérisée par une destruction rapide des tissus parodontaux, survenant dans une population jeune
et aboutissant & une perte prématurée des dents.La salive possede de puissants systemes de défense antioxydants qui neutralisent
les dommages oxydatifs. Cependant, I’analyse des biomarqueurs oxydatifs et immunologiques dans la salive peut fournir une éva-
luation globale de 1’état de la parodontite. Les objectifs de ce travail est de vérifier I’hypothése de 1’existence de relations entre le
stress oxydatif et la parodontite, et de préciser I’interaction des marqueurs immunologiques dans la progression de cette pathologie.
Vingt neuf jeunes patients atteints de parodontite agressive généralisée ou localisée ont été recrutés au service de parodontologie,
département de médecine dentaire, CHU d’Oran. Ils ont été soumis & un examen parodontal complet par un parodontiste du service,
un prélévement salivaire a été effectué pour 1’étude de la capacité antioxydante totale et I’évaluation du taux des immunoglobulines
G et A. Un groupe de contrdle composé de vingt cinq sujets jeunes indemns de maladie parodontale représentait le groupe témoin.
La capacité antioxydante totale (CAT), et immunoglobulines (IgG et etIgA) ont été mesurées au niveau de la salive. Nos résultats
révélent une élévation des indices cliniques chez les patients atteints de parodontite agressive, une atténuation de la capacité antioxy-
dante totale par rapport aux sujets témoins. Par ailleurs, les patients présentent des valeurs élevées en IgG et IgA salivaires com-
parées aux sujets témoins. Des corrélations significatives sont notées entre la profondeur de poche parodontale, la perte d’attache
clinique, Iindice gingival et les marqueurs salivaires étudiés. En conclusion, les données ont permis d’apprécier I’impact du stress
oxydatif et du systéme immunitaire dans I’apparition et la progression de la parodontite agressive, suggérant que ces marqueurs sont

de véritables outils de diagnostic de la maladie.
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ABSTRACT: INVOLVEMENT OF OXIDATIVE AND IMMUNOLOGICAL SALIVARY MARKERS IN PATIENTS WITH

AGGRESSIVE PERIODONTITIS.

Aggressive periodontitis is characterized by a more or less accelerated mass destruction of periodontal tissues, occurring in a young

/ population and leading to premature tooth loss.Saliva has powerful antioxidant defense systems that neutralize oxidative damage.

" An imbalance between the production of free radicals and the availability of antioxidants in saliva appears to be implicated in

y the etiology of periodontal diseases.However, analysis of the biomarkers oxidative and immunological in the saliva may provide
/ an overall assessment of the periodontitis status. The objective of this study was to verify the hypothesis of the existence of rela-
tionship between the oxidative stress and periodontitis and to precise the immunological markers in the progression of the pathology.

Twenty nine young patients with generalized or localized aggressive periodontitis were recruited from periodontology center, dental
medicine department, CHU of Oran, Algeria, and were subjected to a full periodontal examination by dentist doctor specialist in
periodontology of the service. A salivary specimen was taken for the study of the total antioxidant capacity and the evaluation of

the immunoglobulin G and A levels. A control group consisting of twenty five young subjects with periodontal health perfect repre-

sented the control group. The total antioxidant capacity (TAC), and immunoglobulins (IgG and IgA) levels were measured in saliva.
Results: our results revealed elevation in Clinical Parameters in periodontitis patients compared to controls. Attenuation of TAC in

saliva was observed in patients as compared to controls. Moreover, patients had great levels of IgG and IgA in saliva. Significant cor-
relations were noted between periodontal pocket depth, clinical attachment loss, gingival index, and salivary markers studied. Our

data reported the impact of oxidative stress and immunity system in the apparition and the progression of aggressive periodontitis,

suggesting that these markers are the veritable tools of diagnostic disease.
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INTRODUCTION
La parodontite agressive, est une pathologie fréquente au Ma-
ghreb, elle représente une forme destructrice de maladies
parodontales qui se traduit par une lyse osseuse, une mobilité
dentaire, puis une perte de dents. Elle apparait a un 4ge précoce
[1]. Cette pathologie est causée par une augmentation du nombre
de bactéries et par une diminution des défenses immunitaires de
I’organisme. Sa prévalence, trés variable selon les études, les
populations et les définitions, ne semble pas diminuer malgré
I’amélioration des conditions sanitaires. La salive est considérée
comme un milieu privilégié pour le diagnostic et/ou le suivi de
I’évolution de certaines maladies et de leurs complications par
la recherche de marqueurs salivaires [2,3]. De plus, elle permet
maintenant d’étudier un certain nombre de pathologies telles
que la parodontite. Des travaux ont constaté que la salive est
considérée comme la premicre ligne de défense contre les radi-
caux libres [4]. Pour lutter efficacement contre les dommages
oxydants, la salive est équipée de divers systémes antioxydants.
La pathogénicité de la parodontite agressive n’est pas seulement
due a la présence des bactéries mais va dépendre de la réponse
de I’hote, face a cette colonisation bactérienne,les polymorpho-
nucléaires (PMN) agissant comme médiateurs primaires de la
réponse de 1I’hote contre les parodonto-pathogenes-proliférants.
IIs produisent une grande quantité d’especes réactives de 1’oxy-
gene (ROS) et entrainent la destruction des tissus parodontaux
[5]. Des études ont montré que lorsqu’une bactéric ou un de
ses facteurs de virulence entre en contact avec les cellules de
défense PMN, il se produit une explosion respiratoire, de ce
fait la consommation de I’oxygéne va augmenter tout comme
la production des ROS [6]. Plus précisément, un déséquilibre
homeéostatique entre les especes réactives de 1’oxygene (ROS)
et les systémes de défense antioxydants a été impliqué dans la
pathogenése de la parodontite avec pour conséquence un stress
oxydatif.
Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre de la
balance oxydants-antioxydants en faveur des oxydants. Il se
développe lorsque les radicaux libres des molécules oxydantes,
sont produits plus rapidement qu’ils ne peuvent étre neutralisés
par ’organisme. Certaines études ont montré une relation posi-
tive entre le stress oxydatif et la parodontite [6-9]. Par ailleurs,
des études indiquent que la capacité antioxydante totale (CAT)
combine les influences de nombreux systemes enzymatiques
et non enzymatiques pour indiquer le pouvoir antioxydant net
[10]. Les réponses inflammatoire et immunitaire contribuent au
maintien de ’homéostasie du parodonte entre 1’hote et les bac-
téries parodontopathogénes. Certaines bactéries spécifiques a
Gram négatif, telles que les Aggregat bacter actinomycetem co-
mitans (Aa), le Porphyromonas gingivalis (Pg) et le Tannerella
forsythia sont fortement liées a la parodontite agressive [11, 12].
Une étude a montré que les bactéries parodontopathogenes telles
que I’Aggregatibacter iumactinomycetemcomitans, le Prevotel-
laintermedia, I’ Eikenellacorrodens, le Bacteroide sfragilis et le
Capnocytophaga sp. sont identifiées chez les patients atteints
d’une parodontite agressive [13].
Pour maintenir I’homéostasie dans la cavité buccale, trois élé-
ments interdépendants contribuent a la défense contre le défi
bactérien, ce sont la salive, le tissu gingival (local) et le sérum
(systémique) [8].
Les cytokines et les immunoglobulines détectées dans la salive
des patients présentant des parodontites sont des marqueurs as-
sociés a la réaction immunitaire de 1’hote contre les parodonto-
pathogénes [13]. En effet, les immunoglobulines (Ig) A sali-
vaires jouent un role majeur dans la prévention de I’adhérence
des microorganismes aux sites muqueux, en activant la voie

alternative du complément ainsi que celle des réactions inflam-
matoires, induisent une parodontite sévére. Une étude indique
que IgA et les IgG ciblent les parodonto-pathogeénes de la cavité
buccale dans la salive, le fluide gingival, et empéchent le méta-
bolisme bactérien et 1’adhésion des microorganismes aux tissus
buccaux [7]. Par ailleurs, les IgA salivaires jouent un réle impor-
tant dans la protection contre ces pathogénes, dans les maladies
parodontales [14]. Etant donné la complexité de I’éthiopathogé-
nie de la parodontite agressive, notre étude s’intéresse a évaluer
la capacité antioxydante totale et les taux IgG, IgA de la salive,
chez les patients atteints d’une parodontite agressive comparée
aux témoins, et analyser les corrélations entre les paramétres cli-
niques et ces marqueurs salivaires.

PATIENTS ET METHODES
1. Patients

L’étude est menée sur une population (filles et gargons) jeune
atteinte d’une parodontite agressive selon la classification d’ Ar-
mittage (1999) [15], recrutée au service de parodontologie, dé-
partement de médecine dentaire, d’Oran (CHUO). Pour ces pa-
tients, une fiche de renseignement a été établie. Vingt neuf (29)
jeunes patients souffrant de parodontite agressive généralisée
ou localisée ont été soumis a un examen parodontal complet par
un parodontiste du service.

2. Méthodes

2.1. Evaluation de indice gingival (IG)

Il permet d’évaluer le niveau d’inflammation gingivale et de
détecter la présence de saignement au sondage.

- score 0 = absence d’inflammation visible,

- score 1 = inflammation légére sans saignement au sondage,

- score 2 = inflammation modérée avec saignement provoqué,

- score 3 = inflammation sévére avec ulcération.

2.2. Sondage parodontal

Pour la détermination de la perte d’attache (PAC) et la pro-
fondeur de poche (PPP), chaque dent a été sondée avec une
sonde parodontale graduée au niveau de six sites autour (mé-
sio-vestibulaire,vestibulaire,disto-vestibulaire,  disto-lingual,
lingual et mésio-lingual). Les mesures ont été notées pour cha-
cun des sites.

Vingt cinq sujets jeunes sains et donneurs de salive bénévoles
recrutés au méme service d’Oran, ne présentant aucune patho-
logie, sont pris comme témoins, aprés un examen clinique et un
questionnaire a la recherche d’une symptomatologie clinique et
de facteurs de risque.

2.3.Critéres d’exclusion

-Patients présentant une parodontite chronique ;

- Maladies systémiques ; _
- Grossesse, alcool, tabac ; i

- Patients sous antibiotiques ou anti-inflammatoires 6 mois
avant le début de 1’étude.

2.4. Collection de la salive

La salive non stimulée des patients et des témoins a été préle-
vée le matin dans des flacons stériles, suivant le protocole de
Navazesh [16], puis congelée a -40°C pour les analyses ulté-
rieures. Au moment de la réalisation des analyses, la salive a été
décongelée et clarifiée par une étape de centrifugation a 3500 x
g pendant 12 minutes.

2.5. Mesure de la capacité antioxydante totale

Cette technique est basée principalement sur le protocole Hai-
ba et al. [17]. La capacité antioxydantetotale (CAT) est détermi-
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née par la méthode ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capa-
city) dont le principe est de générer les radicaux libres dans la
salive par la réaction de fenton (H,0,/CuSO,), et en rapportant
le pouvoir antioxydant salivaire a une référence qui est ’acide
ascorbique. L’addition de fluorescéine comme sonde fluores-
cente permet de quantifier, a ’aide d’une analyse spectrofluoro-
métrique en fonction du temps, la perte de fluorescence associée
a laréaction avec les radicaux libres fournit par H,0,/CuSO, par
un mécanisme de transfert d’atome d’hydrogéne. Les résultats
ont été calculés en utilisant les différences de surfaces sous les
courbes de décroissance de la fluorescence entre le blanc et un
échantillon et exprimés en millimoles d’équivalent d’acide as-
corbique par litre.

ORAC = S blanc — S échantillon/S blanc — S antioxydant ;

Ou S : aire sous la courbe cinétique de la fluorescence.

2.6. Evaluation des taux en IgG et IgA salivaires

Les contenus en IgG et d’IgA de la salive ont été déterminés par
un immuno-néphélometre, Beckman Coulter, en utilisant des
déterminants commercialisés et des contrdles (immunochimie
IMMAGE).

ANALYSE STATISTIQUE

Toutes les données sont analysées par le logiciel version Epi
Info 7. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne +
écart type. La comparaison des résultats entre le groupe patients
et le groupe témoin est effectuée par I’analyse de la variance
(ANOVA). Une différence entre deux moyennes est considérée
comme significative lorsqu’elle est associée a une probabilité¢ P
<0,05.

RESULTATS

1.\Effet de la parodontite sur les paramétres cliniques

Cette étude a permis d’évaluer les marqueurs salivaires de
29 jeunes patients atteints de parodontite agressive comparées
au groupe témoin de 25 sujets. L’dge moyen des patients est
de 22.39 + 4.98 ans et celui du groupe témoin est de 24,9 +
1,41ans. L’analyse des données cliniquement mesurées révele
que la moyenne de la profondeur de poche parodontale (PPP) et
rte d’attache clinique (PAC)du groupe de patients sont res-
pectivement 7+1.68 mm et 7.81+1.79, la répartition en pour-
centage des patients selon la profondeur de la poche parodontale
PP) et la perte d’attache clinique (PAC) montre que 32% des
patients ont une PPP entre 8 et 9Imm alors 26% et 24% pour la
PAC=8 et 10mm respectivement (figure 1).
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Figure 1. Répartition en pourcentage des patients atteints de
parodontite agressive selon la profondeur de la poche paro-
dontale (PPP) et la perte d’attache chimique (PAC).
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En outre, la figure 2 montrent que 42% de patients présentent
un indice gingival score 3 (figure 2).
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Figure 2. Répartition en pourcentage des patients atteints de
parodontite agressive selon le score de indice gingival (1G).

2. Effet de la parodontite sur la capacité antioxydante totale

Nos résultats indiquent une diminution hautement significative
(p<0.001) de 69% de la capacité antioxydante totale (CAT) sali-
vaire chez les patients comparés aux témoins (Figure 3).
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Figure 3. Capacité antioxydante totale (CAT) salivaire
chez les patients ayant une parodontite agressive
comparés aux témoins. *** p<0.001.

3. Effet de la parodontite agressive sur les marqueurs im-
munologiques

Les taux moyens en IgA chez les patients atteints de parodontite
agressive sont significativement (P = 0.00041) plus élevés par
rapport aux témoins (Figure 4). Les valeurs sont respective-
ment de 8.02 + 3.68 contre 4.67 = 1.61 mg/dl. Par ailleurs, une
concentration hautement élevée en IgG (P =0.00000) est consta-
tée chez les patients par rapport aux témoins. Les valeurs sont
respectivement de 8.90 + 4.31 mg/dl par rapport au 1.46 + 0.91
mg/dl.

4. Corrélation entre les paramétres cliniques et CAT, IgG
et IgA

Des corrélations négatives ont été notées entre la capacité an-

tioxydante totale (CAT) et la profondeur de la poche parodontale
(PPP) et I’indice gingival (IG), alors qu’une corrélation signifi-
cative positive a été signalée entre la perte d’attache clinique
(PAC) (P <0,01) et ce marqueur salivaire.
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rélation significative et positive est observée entre la capacité

mg/dl Bl Cmos antioxydante totale et la perte d’attache clinique, ceci pourrait
1 u Patients ; , . .
- suggérer que la présence de la parodontite chez nos jeunes pa-
1 4 L tients aggrave le stress oxydatif.
L’augmentation du stress oxydatif associé a une diminution de la
10 - capacité antioxydante totale semble contribuer a une augmenta-

tion de la sévérité de la parodontite. Des constatations similaires
sont rapportées par Baltacioglu et al. [7], Vivek Tripathi et al.
6 [22] lors d’une parodontite agressive généralisée et chronique.
Les résultats de cette étude démontrent des niveaux salivaires
en IgG et IgA significativement plus élevés (P < 0,001) chez le
2 groupe ayant une parodontite agressive par rapport au groupe
témoin, qui concordent avec 1’étude de Srinivasan [23]. Cette
augmentation est due probablement a une inflammation qui se
caractérise au niveau de 1’épithélium de la poche par une fuite
accrue du liquide [24].

ou par une augmentation de la synthése d’IgG et de leur transfert

Figure 4. Taux en IgA et IgG salivaires chez les patients du tissu gingival vers la cavité buccale [23]. Par ailleurs, les cel-
ayant une parodontite agressive et chez les témoins. lules B produiront Qes anticorps d1pg§s spémﬁquemeqt contre
*%% P < (.00 les antigénes bactériens, formant ainsi des complexes immuns

qui seront détruits par les cellules phagocytaires. La réponse
immunitaire contre les pathogénes parodontaux est associée a
une production accrue de ROS par les neutrophiles et les macro-

Nous avons également constaté des corrélations positivement
significatives entre les IgG, IgA et les paramétres cliniques :
PPP, PAC (p<0.001) et IG p<0.01, p<0.05 (tableau I).

phages [5].
Tableau 1. Corrélations entre les marqueurs salivaires et les Les IgA et 1gG e}ffectent les TICTOOTZANISMES de la cavité buc-
parameétres cliniques chez les patients ayant une parodontite cale d.ans la sahve: Ces antl.corps empechent lg métabolisme
agressive. bactérien et I’adhésion des microorganismes au tissu buccal [7].

I La parodontite agressive est caractérisée par une augmentation

des bactéries a Gram négatif dans les poches parodontales. Des
CAT  r=-0.53NS = 0.33%* =-0.2INS travaux ont montré qu’un accroissement de la charge bacté-
IgG  r=0.71%** r=0.65%** r=0.33%* rienne est associé a une augmentation des paramétres cliniques
IgA = 0.47%** = 0.45%** =0.2% : . > :

chez les patients atteints d’une parodontite [20].

wkk P < 0.001; ** P<0.01; *P<0.05. ; NS :Non Significative P>0.05. Par ailleurs, cette présente étude indique des corrélations signifi-
catives entre les IgG, IgA et tous les paramétres cliniques a I’ins-

DISCUSSION tar des travaux de Tamaki et al. [20] qui montrent 1’existence

L’objectif de cette étude est de vérifier d’une part, ’hypothése ~ d’une corrélation trés significative entre I’augmentation des

de l’existence de relations entre la diminution de la capacité an- ~ bactéries 4. actinomycetemcomitans, P.gingivalis et T.denticola

tioxydante totale et parodontite, et d’autre part de préciser, les  de la salive et la profondeur et la mobilité des poches parodon-

marqueurs immunologiques impliqués dans la progression de  tales. La méme étude a constat¢ que la destruction des tissus

cette pathologie. parodontaux est principalement due a un désordre de la réponse

Nos résultats révélent que 32%des patients atteints de paro- immunitaire suite a une charge bactérienne accrue [20]. En effet

dontite se caractérisent par une profondeur de poche de 9 et 8  des taux €levés d’IgG dirigées contre P. gingivalis et A. acti-

mm. Par ailleurs, une perte d’attache clinique égale a 8 et 10  nomycetemcomitans sont observés chez les patients atteints de

mm est observée chez 26% et 24% de patients, respectivement. ~ parodontite, entrainant ainsi la destruction du tissu parodontal

En outre, 42% des malades représentent une inflammation gin-  [25].

givale sévere avec un indice gingival score 3. L’ensemble de

ces données montre que tous nos jeunes patients se caractérisent CONCLUSION

par la formation d’une poche parodontale profonde, d’une perte  La diminution de la capacité antioxydante totale et I’augmen-

d’attache clinique importante 42% et 37% et d’une inflamma-  tation des IgG et IgA, chez les patients ayant une parodontite

tion gingivale de degre 3,2 respectivement, suggeérant la sévérité  agressive, pourrait étre probablement la cause de I’altération

de la parodontite révélée par une destruction massive et plus ou  ou la sensibilité de I’hote a une inflammation parodontale. Par

moins accélerée des tissus parodontaux et pouvant aboutir ala  ailleurs, des corrélations sont notées entre les paramétres cli-

perte prématurée des dents. Nos résultats convergent vers ceux  niques et les marqueurs étudiés, suggérant que ces paramétres

des travaux de Zhang et al. [18]. pourraient étre impliqués dans I’apparition et la progression

Cette présente étude démontre que les patients ayant une paro-  de la parodontite agressive et semblent étre de véritables outils
dontite agressive ont une atténuation significative de la capacit¢  dans le diagnostic de la maladie.
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