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RESUME

L’objectif de cette étude est de comparer les techniques de culture et d’immuno-fluorescence dans leurs
capacités a retrouver B.gingivalis et les autres B.P.N. dans la plaque sous gingivale de ’enfant.

Les échantillons sont recueillis au niveau du sulcus lingual des incisives mandibulaires, dispersés et dilués
de 14 10-% 15 ul de chaque dilution sont étalés sur milieux gélose Trypticase-soja et Todd-Hewitt enrichis
de sang, de Vit K 1 et d’hémine. Les mémes dilutions sont déposées sur lames de verre pour immuno-
fluorescence indirecte en utilisant des antisérum cellules entiéres polyclonaux spécifiques contre B.gingiva-
lis ATCC 33 277. Les colonies représentatives a coloration brun-noire sont isolées, purifiées et identifiées.

Par culture, BPN est retrouvé chez 46 % des enfants (19/41). B.gingivalis est cultivé a partir de 6 enfants.

Par un test d’immuno-fluorescence (Fluotec*), 90 % de 309 enfants de 3 ans et plus présentent des B.P.N.,
mais B.gingivalis n’est pas retrouvé par ce test. B.gingivalis est retrouvé par immuno-fluorescence chez
72% des enfants (30/41) dans la plaque des incisives.
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SUMMARY

The aim of that study was to compare culture and immunofluorescence (IF) methods to determine
whether B.gingivalis and other B.P.B. can be detected in subgingival plaque of children.

Samples were collected from the lingual sulcus of mandibular incisors, dispersed and diluted from 1 to
10-% 15 ul of each dilution were plated on Trypticase soja agar and Todd-Hewitt agar supplemented with
blood, Vit K 1 and hemin. The same dilutions were smeared on glass slides for indirect IF using an species-
specific polyclonal rabbit whole cell antiserum to B.gingivalis ATCC 33 277. Representative colonies pro-
ducing brown-to-black pigment were isolated, purified and further characterized.

Using culture, BPB were detected in 46 % of children (19/41). B.gingivalis was cultured from 6 children.

Using immuno-fluorescence test ( Fluotec*), 90 % of 309 children 3 years old and more harbour detectab.le
B.P.B., but B.gingivalis don’t react with that test. B.gingivalis were detected by immuno-fluorescence in
72% of children (30/41) in the incisor plaque.
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TODD-HEWITT modifié
Composition: pour 1 litre
— B.B.C. (Becta Dickinson and

company) - 30g

— Infusion de cceur de beeuf -500 ¢

— Peptone (Pasteur) — 20¢g

— Chlorure de sodium - 2g

— Phosphate disodique anhydre - 04¢g
— Bicarbonate de sodium -25¢
— Gélose Agar - 20¢g

Stérilisation pendant 30 minutes a I’autoclave

A 47° addition de:

— sang humain lysé a la saponine ~ 25 ml/1
— Ménadione 1000 ug
— Hémine 5000 ug

Les boites sont préréduites pendant 24 heures avant
utilisation.

Identification

Outre la coloration de Gram, nous avons choisi ’uti-
lisation de galeries d’identification.

— Le systeme API ZYM est une microméthode semi-
quantitative (Slots, 1981) qui utilise des réactions
colorées pour détecter I’activité de 19 enzymes a par-
tir de trés faibles quantités d’un échantillon. Nous
avons appliqué la technique décrite par Laughon et
coll. en 1982.

— Le systéme API ATB 32 A a été développé récem-
ment pour |’identification des anaérobies. Il com-
porte des tests enzymatiques standardisés et une base
de données spécifiques.

Exploitation des prélévements pour
Immuno-fluorescence

Une goutte de chaque dilution est déposée sur une
lame pour la recherche de B.P.N. puis de B.gingivalis
en immuno-fluorescence indirecte.

Les lames sont fixées 2 la flamme.

— Le principe de la détection des B.P.N. par la
méthode Pfizer (Inc New York NY) est d’éviter
P'adsorption non spécifique des anticorps sur le corps
bactérien par une «précoloration» de la préparation
avec des gamma globulines. Ces gamma globulines
ont pour but de saturer la protéine A. Dans ces con-
ditions les immunoglobulines qui sont ultérieure-
ment mises en contact avec les bactéries, ne peuvent
s’y fixer que par une réaction spécifique.

— Pour B.gingivalis la coloration aux anticorps fluo-
rescents indirecte est préférable a la méthode directe,

car plus simple d’emploi, on peut jouer sur les deux
variables sérum-conjugué, ’antisérum a été évalué
sur plusieurs souches.

On vérifie la spécificité de I’antisérum sur 32 souches
différentes. Le sérum est bien spécifique sauf pour la
souche de Bacteroides intermedius 145/9B/918.

2 anti sérum ont été sélectionnés, pool RLC cellules
entieres, fabriqués par C. Mouton.

Nous avons utilisé 2 conjugués: en France I’Anti-
corps anti Ig G (Diagnostics Pasteur) et au Québec le
conjugué 65-173-2 Anti Rabbit IgG (Miles

Scientific).

On prépare I’antisérum au 1/40éme et le conjugué au
1/50éme a Rennes et aux 1/100éme et 1/50eme a

Québec.
TABLEAU I:
Liste des souches utilisées pour valider les anti-sérums et les conjgués.
Genres et espéces N°¢ des souches Provenance
Bacteroides asaccharolyticus | 25 260 Mouton (Québec)
Bacteroides corporis 33 547 Mouton (Québec)
Bacteroides denticola 33185 Mouton (Québec)
Bacteroides endodontalis H 370 Mouton (Québec)
Bacteroides gingivalis 381 Mouton (Québec)
Bacteroides gingivalis 19A4 Mouton (Québec)
Bacteroides gingivalis 33277 Mouton (Québec)
Bacteroides gingivalis ATA3 Mouton (Québec)
Bacteroides gingivalis Jaguar 2 Mouton (Québec)
Bacteroides gingivalis W83 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius 489K 3 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius SW7 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius ATCC 25 611] Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius BH 20/30 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius Cg 12 655 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius Cg 150 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius MS.SB 918 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius NCTC 9336 | Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius SA 17 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius SA 18 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius 145/9B/918 | Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius MS/5B/367 Mouton (Québec)
Bacteroides intermedius MS/5B/372 | Mouton (Québec)
Bacteroides loescheii 15 930 Mouton (Québec)
Bacteroides melaninogenicus | 25 845 Mouton (Québec)
Capnocytophaga sputigena | 3013 Sixou (Rennes)
Escherichia. coli K 1258 161 Vadeboncceur
(Québec)
Lactobacillus casei 4646 Vadeboncceur
(Québec)
Lactobacillus casei Cl16 Vadeboncceur
(Québec)
Streptococcus mutans 27 352 Mouton (Québec)
Staphylococcus aureus clinique Vadebonceeur
{ Québec)
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Mouton et coll. (1980) ont évalué cette méthode. Le
conjugué polyvalent Fluoretec-M réagit par 3* ou 4*
avec toutes les souches testées de B.intermedius et
B.melaninogenicus qui possédent probablement des anti-
génes communs, par contre il se révele incapable de
détecter Bacteroides gingivalis alors qu’il réagit avec les
souches asaccharolytiques non buccales. Les souches
buccales sont en effet sérologiquement différentes des
souches non buccales et des intermedius et melaninoge-
nicus (Lambe, 1974, Lambe et Jerris, 1976). Ces résul-
tats avaient déja été présentés par Holland et coll.
(1979) qui détectent 93% de B.P.N., dont 100% du
sous groupe melaninogeniens, 0,8% de sous groupe
intermedius et 88 % d’asaccharolyticus. Le kit Pfizer-M
doit donc étre limité dans son emploi pour les souches
buccales de Bacteroides saccharolytiques.

Certains spirochétes buccaux sont également révélés
par le kit Fluoretec M (Chan et coll., 1981). La diffé-
rence morphologique entre ces spirocheétes et les
cocco-bacilles des Bacteroides aide I'identification.

Notre premiére étude ayant surtout porté sur les ger-
mes saccharolytiques des Bacteroides a pigmentation
noire, il était alors important de la compléter par une
étude plus précisément consacrée a Bacteroides gingi-
valis qui est le sérotype le plus pathogene.

L'utilisation des anticorps monoclonaux pour étu-
dier la plaque sous gingivale est prometteuse. La tech-
nique a de nombreux avantages par rapport a I'exa-
men direct et aux cultures. Elle permet en particulier
d’apprécier rapidement la présence et la quantité de
certains germes dits pathogénes. Des études sont
menées actuellement chez I’adulte et le sujet atteint
de parodontite (Gmiir, 1988, Gmiir et coll., 1988),
nous avons entrepris ce méme travail chez ’enfant
sans pathologie apparente.

CONCLUSION

La technique par culture a I’avantage de conserver les
souches mais un ensemble de facteurs rendent inévi-
table la perte d’un certain nombre de micro-orga-
nismes dont il est difficile d’apprécier la proportion.
Cest pourquoi ['utilisation de 'immuno-fluorescence
peut apporter un complément d’information impor-
tant dans la recherche de la présence des bactéries.

On ne peut exclure pourtant la possibilité de réac-
tions croisées avec d’autres souches du mélange bac-
térien. On sait, en effet, que certaines souches de la
plaque dentaire n’ont pu encore étre isolées et donc
identifiées. Le risque est donc que certaines de ces
souches réagissent positivement avec notre anti-
sérum. C’est pourquoi nous avons effectué les colora-
tions et apprécié les résultats a la fois 3 Rennes et a

Québec avec 2 antisérums et 2 conjugués, ce qui ne
peut exclure totalement le risque. L’avenir de cette
technique est sans doute dans la recherche d’une spé-
cificité accrue.
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