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Résumé de thèse 

 

 

Les maladies péri-implantaires (MPIs) des maladies inflammatoires d’origine bactérienne, liées à la 

plaque dentaire. Non douloureuses et de diagnostic souvent tardif, elles commencent par une 

inflammation de la gencive marginale péri-implantaire et peuvent évoluer vers une péri-implantite. L’os 

alvéolaire est alors détruit, laissant les spires de l’implant exposées (Renvert and Polyzois 2018). La 

bactérie P. gingivalis est particulièrement incriminée dans les processus de destruction avec un de ses 

facteurs de virulence, le lipopolysaccharide (LPS). 

L’assemblage implant-prothèse possède de nombreux espaces vides, liés à la structure et à la précision 

des pièces prothétiques. Ce microgap est facilement colonisable par les bactéries : il s’ouvre jusqu’à 

environ 60 µm sous contraintes dynamique pour certains systèmes (Zipprich et al. 2007), créant un effet 

de pompage vis-à-vis des différents fluides buccaux (Steinebrunner et al. 2005). Les bactéries peuvent 

circuler entre le milieu buccal et ces espaces, qui constituent de véritables réservoirs microbiens que le 

patient ne peut pas nettoyer. Ainsi, un joint pilier-implant contaminé constitue une épine irritative en 

face de tissus péri-implantaires fragiles.  

 

Il existe actuellement de très nombreux traitements des MPIs, allant de la résection des tissus contaminés 

à leur reconstruction. De façon similaire aux maladies parodontales, des traitements antibiotiques sont 

généralement administrés par voie générale, sans qu’il y ait actuellement de consensus. Les molécules 

de choix sont l’amoxicilline dont le spectre est large, associée au métronidazole qui est particulièrement 

efficace sur les bacilles Gram-négatif, dont P. gingivalis. Les antibiotiques locaux et les autres 

traitements locaux antiseptiques peuvent être également mis en place, mais ils ne sont efficaces que sur 

une courte période seulement. Ils se présentent la plupart du temps sous forme de gels colloïdaux qui se 

désagrègent sur le long terme.  

 

Les hydrogels se sont développés en médecine ces dernières années. Principalement constitués d’eau, 

ils ont une consistance physique associée à une structure chimique. Leur base est une matrice de 

polymères synthétiques ou de polysaccharides, souvent antimicrobiens, d’origine ou d’inspiration 

naturelle comme le chitosan, l’acide hyaluronique ou l’alginate. La L-DOPA est un acide aminé qui en 

conditions oxydatives, forme une structure poly(DOPA) fortement adhésive, comme cela a été montré 

dans le cas du pied de la moule marine, le bysuss, et qui lui permet une forte adhésion au rocher.  En 

2013, Lee et coll. s’en sont inspirés en conjuguant des groupements catéchols à des chaînes d’alginate, 

également d’origine marine, pour créer un hydrogel, l’alginate-catéchol (AC). Afin de rendre ces gels 
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antimicrobiens pour une application chez l’homme (pharmaceutique ou dispositif médical), de très 

nombreuses combinaisons gel/agents antimicrobiens sont actuellement testées, et sélectionnées en 

fonction de leurs applications. 

Parmi ces agents antimicrobiens, les peptides antimicrobiens (PAMs) sont des agents anti-infectieux 

majeurs et naturellement présents dans les organismes agressés. Ils font partie de la première barrière 

de défense des individus dans l’immunité non spécifique. Ils sont impliqués dans de nombreux autres 

processus tels que l’inflammation, l’immunomodulation ou la réponse immunitaire spécifique. Chargés 

positivement et de nature amphipathique, ils se lient à la membrane de la bactérie chargée négativement, 

la déstabilise et entrainent sa destruction. Les PAMs représentent une alternative aux antibiotiques car 

ils n’entrainent presque pas de résistance. Ils sont bien tolérés par les individus hôtes, et agissent contre 

de nombreux microorganismes : bactéries, virus, levures et champignons. Les PAMs dérivés de la 

chromogranine A (CgA) sont particulièrement intéressants chez l’homme : cette protéine est produite 

de façon naturelle par les cellules nerveuses, neuroendocrines et immunitaires. Au cours d’une 

stimulation de ces cellules, la CgA subit une protéolyse pour donner lieu à un ou plusieurs fragments, 

dont certains ont des propriétés antimicrobiennes. Parmi ces peptides, les plus actifs sont les 

vasostatines, la chromofungine, la catestatine (CAT) et la cateslytine (CTL). Ils ont une structure courte 

en hélice-α en présence des membranes biologiques, sont constitués d’environ 20 à 25 acides aminés, 

sont stables à température corporelle, à pH acide et en présence de sérum. Ils sont faciles à synthétiser, 

pour un coût raisonnable. La CTL est la partie N-terminale active de la CAT. Elle est 

proportionnellement plus riche en charges positives que CAT, ce qui la rend particulièrement active 

contre les bactéries et les levures. La configuration spaciale naturelle de la CTL est lévogyre (L) mais 

récemment, il a été démontré que la substitution énantiomérique par des acides aminés en conformation 

dextrogyre (D) augmentait l’activité antimicrobienne de la CTL par sa résistance à la dégradation 

protéolytique. De plus, ces peptides s’avèrent efficaces sur des souches bactériennes impliquées dans 

les maladies parodontales et les MPIs, telles que P. gingivalis, P. intermedia et F. nucleatum (Zaet et al. 

2017). 

 

Notre travail de thèse a consisté à imaginer puis développer un gel antibactérien qui puisse être injecté 

dans les connectiques implantaires de façon préventive, notamment chez les patients à risque de 

développer des MPIs. Ce gel doit pouvoir également être injecté dans la connectique en cas de péri-

implantite afin d’obturer les espaces contaminés, après les avoir désinfectés. Nous avons retenu 

l’alginate-catéchol comme matrice car nous recherchions un hydrogel aux propriétés adhésives en 

milieu humide. Afin d’améliorer les propriétés biomécaniques de l’hydrogel, l’AC a été mélangé à 

l’acide pluronique F127, modifié par rajout de deux groupes sulfidryles (bisSH).  
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Dans une première partie, nous avons caractérisé le gel d’AC d’un point de vue physico-chimique. 

L’adjonction de NaIO4 et de NaOH permet au gel de suivre une transition solution-gel irréversible à 

37°C et d’obtenir un gel chimique. La concentration idéale du gel pour le manipuler facilement est de 

1% en masse, ou de 0,5%, mélangé avec de l’acide pluronique bisSH à 18%.  Les premières expériences 

de rhéologie évaluent la viscoélasticité du gel. Les cinétiques de gélification indiquent que G’ dépasse 

G’’ en moins d’une minute, ce qui est caractéristique de la prise d’un gel chimique, et compatible avec 

les temps d’usage en pratique clinique odontologique. L’ajout de plubisSH augmente considérablement 

G’ jusqu’à environ 900 Pa. Les variations de température entre 25 et 50°C n’affectent pas les propriétés 

viscoélastiques du gel. Les tests d’adhésion montrent que plus le gel vieillit et plus la force d’adhésion 

maximale est important (1,8 N à 18 heures). Avec le temps, les quinones libres et réactives vis-à-vis des 

surfaces externes s’agencent entre elles, et améliorent la structure chimique du gel aux dépens de leurs 

propriétés adhésives. L’énergie d’adhésion des gels d’AC1% reste globalement à environ 1 J.m-2 pour 

une vitesse de retrait de 1mm.s-1. Elle augmente jusqu’à 10 J.m-2 pour les gels d’AC/plubisSH avec les 

tissus vivants grâce aux groupes SH disponibles. Enfin, les gels évalués s’avèrent stables dans un milieu 

aqueux (PBS) à + 30 jours, sans perte de volume.  

 

Dans une deuxième partie, nous avons évalué les propriétés biologiques des gels. Des tests 

antimicrobiens ont été effectués sur des bactéries à Gram négatif (E. coli en tant que modèle, et P. 

gingivalis), S. aureus (bactérie à Gram positif) et sur C. albicans. Les premiers résultats mettent en 

évidence une bactéricidie du gel sur P. gingivalis à une concentration de 500 µM pour L-CTL (dans les 

deux gels), et de 250 µM pour D-CTL (dans l’AC seul). E. coli, S. aureus et C. albicans sont sensibles 

à la même concentration de D-CTL dans l’AC. Les observations en microscopie optique et électronique 

confirment bien l’absence de P. gingivalis au contact du gel en présence de D-CTL ou d’amoxicilline, 

contrairement aux gels non chargés en agents antimicrobiens. L’analyse par fluorimétrie indique que 

10% de la CTL rhodaminée est relarguée hors du gel. L’examen de ce surnageant par HPLC corrobore 

ces résultats, mas il montre que le peptide relargué hors du gel est dégradé. En effet, l’observation par 

spectrométrie de masse des pics récupérés en HPLC atteste que les éléments retrouvés sont des 

fragments peptidiques de L et D-CTL. Un certain nombre d’entre eux possède encore le site actif LSFR, 

ce qui expliquerait la persistance de leur activité antibactérienne. La majeure partie de la CTL reste donc 

incluse dans le gel, participant à sa structure et restant disponible potentiellement en cas d’altération du 

gel dans le temps. 

Par ailleurs, les tests de biocompatibilité (Alamar Blue et Live/dead) du surnageant des gels sur des 

fibroblastes humains indiquent une parfaite biocompatibilité, proche de 100% en accord avec les 

données de Lee et coll. (Lee et al. 2007).  
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Dans une dernière partie, nous avons souhaité mettre en application le gel dans les connectiques 

implantaires et évaluer in vitro leur colonisation interne. Par un système de boîtes étanches développé 

dans le cadre de notre thèse, nous avons évalué la contamination de l’extérieur vers l’intérieur de la 

connectique, de façon qualitative et sur trente jours. La première manipulation montre que les bactéries 

ne rentrent pas dans les connectiques avec le gel chargé en D-CTL. Sur des observations en MEB, elles 

sont particulièrement présentes sur les zones rugueuses de la couronne et sur le joint de collage Ti-

base/couronne. Lorsque le gel est absent, les bactéries passent par le joint Ti-base/implant et le joint Ti-

base/couronne si la couronne n’est pas collée au Ti-base. 

 

En conclusion, le gel d’AC chargé en D-CTL s’avère prometteur en tant que matériau injectable dans 

les connectiques implantaires pour la prévention des maladies péri-implantaires. Facile et rapide à 

manipuler, il pourrait être disponible en seringue automélangeuse. Sa tenue dans le temps est fiable en 

milieu humide. Il présente des propriétés adhésives aux parois implantaires particulièrement 

intéressantes, agissant comme une barrière mécanique contre les bactéries, et se déformant en fonction 

des contraintes absorbées par l’assemblage prothétique. La présence de D-CTL est une véritable 

alternative aux antibiotiques car elle limite les phénomènes de résistance.  
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I. Le parodonte : de l’état sain à l’état pathologique  

 

1. État physiologique 

La cavité buccale est une région du corps humain particulière. Sa flore est représentée par plus de 10 

milliards de micro-organismes, répartis en plus de 700 espèces différentes et présentes sur toutes les 

régions anatomiques de la bouche : langue, gencive, dents...  

Elle est composée de virus, levures, champignons et surtout de bactéries, en équilibre les unes avec les 

autres, formant un biofilm (Lin 2017). Cette structure est hautement organisée en un microbiome 

(Lederberg and MacCray 2001) : les colonies bactériennes représentent 15 à 20% du volume, et 

s’organisent dans une matrice d’exopolysaccharides représentant 75% à 80% du volume, et qui permet 

un échange d’informations et de métabolites entre les bactéries. Ce réseau permet également d’éliminer 

les différents produits antibactériens. 

Cliniquement, le biofilm est présent sous forme de plaque dentaire, dépôt collant blanchâtre les premiers 

jours, puis rapidement sous la forme de tartre si rien n’est effectué pour le perturber. La plaque dentaire 

et le tartre se forment principalement sur les reliefs anatomiques marqués, notamment au niveau du 

collet dentaire en regard du sulcus. Si le biofilm est laissé en place, sans nettoyage, sa composition va 

changer : les bactéries anaérobies se développent et s’organisent en profondeur en « complexes » 

(Socransky et al. 1998; Socransky and Haffajee 2005; Haffajee et al. 2008). Leur potentiel 

parodontopathogène étant plus élevé, elles libèrent plus de facteurs de virulence que les bactéries en 

surface et participent à la destruction des tissus parodontaux (Marsh 2005). 

 

2. État pathologique 

Dans tous les cas, la première réaction est une inflammation de la gencive, ou gingivite, qui concerne 

plus de 90 % de la population (Pihlstrom, Michalowicz, and Johnson 2005). Elle se manifeste 

principalement par un saignement spontané ou au brossage dentaire. Le biofilm est présent dans le 

sulcus, et les bactéries colonisent également les tissus mous environnants : épithélium jonctionnel et 

partie superficielle de l’attache conjonctive. Si l’inflammation persiste dans le temps, l’attache 

conjonctive est atteinte et se détruit (perte d’attache dentaire) et forme une « poche parodontale », dans 

laquelle le biofilm continue de se développer (Kjeldsen, Holmstrup, and Bendtzen 1993). Le cément est 

contaminé et l’os crestal est à son tour détruit par l’ostéoclasie consécutive à l’inflammation : c’est le 

début de la maladie parodontale, ou parodontite. La destruction peut aller jusqu’à un stade avancé, 
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entrainant une mobilité dentaire amenant à la perte de l’organe dentaire, par manque de soutien osseux. 

Cette maladie chronique inflammatoire d’origine infectieuse concerne environ 15% de la population 

(Albandar, Brunelle, and Kingman 1999). L’évolution varie considérablement en fonction des patients ; 

la destruction osseuse se déroulant parfois en quelques semaines, mais le plus souvent en plusieurs 

années.  

D’autres facteurs de risque, parfois modifiables (habitudes ou état de santé), peuvent s’additionner à ce 

phénomène : tabac, maladies cardiovasculaires, diabète type II, susceptibilité génétique, grossesse etc. 

(Kinane, Stathopoulou, and Papapanou 2017). La réponse de l’individu (réponse de l’hôte) au biofilm 

varie selon ces différents éléments.  

 

3. Traitement 

Prévention 

Un des buts de la prévention est d’empêcher le biofilm de se former. Sa désorganisation commence par 

des méthodes adaptées de brossage quotidien à mettre en place lors de l’enseignement à l’hygiène bucco-

dentaire : passage de fil dentaire ou de brossettes interdentaires pour éliminer la plaque dentaire entre 

les dents, brosse à dent adaptée à l’inflammation et au biotype parodontal etc. Ainsi, la prévention limite 

la survenue de maladies parodontales sur du long terme (Tonetti et al. 2017). Certains facteurs de risque 

de la parodontite peuvent être modifiés préventivement, comme le tabac. 

 

Traitement mécanique 

Le traitement mécanique professionnel de base est le détartrage/déplaquage conventionnel, à réaliser 

régulièrement, tous les six mois à un an au minimum selon les besoins du patient ('CADTH Rapid 

Response Reports'  2016). Le détartrage fait ainsi entièrement partie de la prévention des maladies 

parodontales (Kinane, Stathopoulou, and Papapanou 2017). Lorsque la maladie parodontale est déjà 

présente, le traitement consiste à réaliser en plus un détartrage sous-gingival, accompagné d’un 

surfaçage doux des racines contaminées (Ciantar 2014; Smiley et al. 2015).  

 

Traitements complémentaires 

De nombreuses thérapies adjuvantes existent à ces thérapeutiques non chirurgicales, leur rôle étant 

d’agir de façon synergique aux traitements de base. Étant donné que le biofilm agit comme une barrière 

contre les agents antiinfectieux traditionnels par son organisation (Roberts and Mullany 2010), tous les 
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traitements adjuvants devront être administrés en parallèle d’un traitement mécanique, et non seuls 

(Chalas et al. 2015). 

Les traitements antibiotiques (par voie générale) sont les plus fréquemment administrés en renfort d’un 

traitement mécanique lorsque l’inflammation est particulièrement marquée (Feres 2008). Les 

principales bactéries visées sont les plus pathogènes retrouvées dans les complexes oranges et rouge, 

mais aussi celles des autres complexes (Socransky et al. 1998). L’une des bactéries du complexe rouge, 

Porphyromonas gingivalis, libère un facteur de virulence, le lipopolysacchardide (LPS) qui est 

particulièrement retrouvé dans les destructions parodontales (Mysak et al. 2014). De même, 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans n’appartient pas aux complexes les plus pathogènes mais est 

retrouvé dans certaines formes agressives de maladies parodontales (Aberg, Kelk, and Johansson 2015).  

Le choix de référence actuel est une association de molécules : l’amoxicilline, dont le spectre est large, 

combinée au métronidazole, qui agit sur les bactéries à Gram négatif (Zandbergen et al. 2016). 

L’utilisation des macrolides seuls ou combinés avec le métronidazole s’avère également efficace grâce 

à la bonne pénétration tissulaire des macrolides (tissu osseux) (Poulet et al. 2005; Ercan, Uzun, and 

Ustaoglu 2015). Ainsi, les associations d’antibiotiques permettent une synergie entre les molécules pour 

améliorer leur efficacité (Mombelli 2012).  

Les antibiotiques locaux existent depuis longtemps en parodontologie, leur but étant d’augmenter 

localement les concentrations par rapport à des antibiotiques pris par voie générale. Les plus 

fréquemment utilisés sont des dérivés de la famille des cyclines (doxycycline, minocycline ou 

tétracycline) et parfois le métronidazole. Leur principale indication concerne le traitement des poches 

parodontales inflammatoires, profondes, récidivantes et localisées. Mis en place après assainissement 

de la poche parodontale, ils existent sous de nombreuses formes : gel en seringue injectable, pommade, 

membranes etc. De nombreuses études ont montré une amélioration dans l’efficacité du traitement, mais 

de façon limitée sans distinguer quelle était la meilleure forme (Schwach-Abdellaoui, Vivien-Castioni, 

and Gurny 2000; Da Rocha et al. 2015). La prescription des antibiotiques doit être bien mesurée car il 

existe un certain nombre de risques : allergie ou intolérance, résistances bactériennes menant à leur 

inefficacité, ou perturbation du microbiotome humain. Leur utilisation dans des formes modérées de 

maladie parodontale n’apporte qu’un faible effet clinique, et leur usage doit être limité (Jepsen and 

Jepsen 2016), comme certaines situations à risque tel que les patients diabétiques (Rovai et al. 2016) ou 

chez les fumeurs (Assem et al. 2017). Un récent rapport de consensus encourage les prescripteurs à ces 

pratiques (Pretzl et al. 2019).    
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II. Les implants dentaires : de l’état sain à l’état pathologique 

 

1. Implants dentaires en situation saine  

Les implants dentaires sont des racines artificielles en titane mises en place dans l’os alvéolaire restant, 

dans le but de remplacer une dent lorsque celle-ci est manquante sur l’arcade dentaire. Un processus 

« d’ostéointégration » suit la chirurgie implantaire : le tissu osseux vient se refixer sur la surface 

implantaire, permettant une stabilisation de l’implant (figure 1). Ce phénomène de cicatrisation se 

stabilise au bout d’une année, mais le remodelage osseux commence entre 6 et 12 semaines après le 

placement de l’implant, et continue toute la vie (Bosshardt, Chappuis, and Buser 2017). La 

suprastructure prothétique définitive est mise en place dès que la gencive environnante est globalement 

stabilisée, en moyenne trois mois après la pose de l’implant. 

 

 

Figure 1 : coupe d’assemblage implant/pilier/couronne après ostéointégration (Davarpanah et al. 2009) 

Après cicatrisation, une épaisseur d’environ deux millimètres de tissu conjonctif (TC) se positionne au-dessus de 
la crête alvéolaire (CA).  Il est composé de fibres circulaires qui ne n’attachent pas directement sur le pilier, ni sur 
l’implant. Au-dessus, l’épithélium de jonction (E) plonge vers le fond du sulcus (S) en direction de la base du 
pilier (P), en direction de la jonction piler/implant (JIP ou JPI). 
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2. Processus pathologique des maladies péri-implantaires (MPIs) 

La péri-implantite est une inflammation d’origine bactérienne qui affecte les tissus mous et durs autour 

d’un implant ostéointégré. Chronologiquement, les MPIs commencent par une inflammation marginale 

de la muqueuse péri-implantaire liée à une accumulation de plaque dentaire (mucosite péri-implantaire) 

(Berglundh et al. 2018). À ce stade, la gencive saigne au brossage ou au sondage parodontal, et 

l’épithélium de jonction commence à se décoller des matériaux implantaires. Si aucun traitement n’est 

réalisé à ce stade, la mucosite peut évoluer en péri-implantite. Dans ce cas, le tissu conjonctif inflammé 

se réduit en épaisseur et se décolle des matériaux implantaires. Les bactéries et les facteurs de virulence 

contaminent la crête alvéolaire sous-jacente, qui se réduit en hauteur et se détache progressivement de 

l’implant. L’épithélium suit cette destruction et plonge apicalement, formant une poche péri-implantaire 

(figure 2). Il y a ainsi une perte osseuse (par rapport à un état précédent) diagnostiquée par radiologie, 

et confirmée au sondage parodontal (Renvert et al. 2018). 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : péri-implantite 

a 
b 

c 
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La destruction osseuse progresse vers l’apex de l’implant (2a, d’après Davarpanah et coll.). Cliniquement, la 
gencive laisse à découvert les surfaces implantaires contaminées (2b). La lyse osseuse présente une forme 
angulaire et circulaire tout autour de l’implant (2c). Photos 2 b-c : (Øilo and Bakken 2005). 

 

 

Épidémiologie 

La prévalence des patients atteints de mucosite péri-implantaire atteint jusqu’à 80%, et celle des patients 

atteints de péri-implantites varie de 20 à 56% selon les études et la définition exacte de la maladie 

(Lindhe and Meyle 2008; Smeets et al. 2014; Lee et al. 2017; Salvi, Cosgarea, and Sculean 2019). Ces 

pathologies constituent ainsi une préoccupation de santé publique majeure. 

 

Relations entre les Maladies Péri-implantaires (MPIs) et les Maladies 
Parodontales (MPs) 

 

 

Figure 3 : comparaison maladie parodontale/maladie péri-implantaire  

A gauche du schéma, la destruction parodontale des MPs. L’os alvéolaire et le ligament alvéolo-dentaire sont 
progressivement détruits. A droite, l’os alvéolaire est directement au contact de l’implant, sans ligament. Les 
bactéries des MPIs ne sont pas freinées par ce ligament, et détruisent directement l’os alvéolaire (Giovannoli and 
Renvert 2012). 

 

 

Bien que le processus physiopathologique de destruction des tissus péri-implantaires soit différent de 

celui des tissus parodontaux (Salvi, Cosgarea, and Sculean 2017) (figure 3), il existe un certain nombre 

de similitudes :  
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- étiologie bactérienne : dans les deux entités, il existe un noyau commun dans leur microbiotome 

(Pokrowiecki et al. 2017) et dans l’organisation en biofilm (Mishler and Shiau 2014), mais leur profil 

microbien est différent (Ting et al. 2018). Certaines spécificités sont par exemple liées aux bactéries en 

contact des biomatériaux (céramique, titane, etc.).  

- Facteurs de risque : ce sont les mêmes que pour les MPs (Dreyer et al. 2018). Les flores bactériennes 

peuvent être particulièrement sensibles à ces facteurs, comme par exemple le tabac (Tsigarida et al. 

2015).  

 

Les patients atteints de MPI (et dans une moindre mesure avec antécédents de MP), ayant une flore 

pathogène et virulente, sont des patients à risque de développer des MPIs (Monje et al. 2014; Renvert 

and Persson 2009; Konstantinidis et al. 2015). Les risques de développer une MPI sont également plus 

élevés chez les patients atteints de maladies cardio-vasculaires ou de diabète type II mal équilibré (Ting 

et al. 2018).  

 

- Diagnostic : il est plus compliqué que pour les dents naturelles, et une standardisation des critères 

(besoins spécifiques du patient, facteurs de risque) pourrait aider à ne pas passer à côté d’une maladie 

péri-implantaire (Tsigarida et al. 2015). Il semble que certains marqueurs spécifiques du fluide 

créviculaire pourraient aider au diagnostic initial, à l’évaluation de son activité ou de sa résolution 

(Wohlfahrt et al. 2014; Hall et al. 2015). 

 

3. Traitements actuels des péri-implantites 

 

La prise en charge implantaire ne s’arrête pas à la pose de l’implant. La gestion des facteurs de risque 

(tabagisme, maladie systémiques et parodontites) est un élément prédéterminant, favorisant le succès du 

traitement (Neves et al. 2018). Une méta-analyse récente montre que la maintenance est nécessaire, 

comme pour les maladies parodontales, afin de diminuer le risque de MPI (Monje et al. 2016). 

Une vue d’ensemble récente des différentes revues systématiques montre qu’il existe actuellement de 

nombreux traitements possibles pour la prise en charge des MPIs, sans que l’un d’entre eux s’avère 

nettement plus efficace que les autres (Ting et al. 2018).  

Les mucosites péri-implantaires ou les formes modérées de péri-implantites peuvent être traitées non 

chirurgicalement (curettes, ultrasons), par photothérapie dynamique ou au laser, le tout associé ou non 

à des antibiotiques (Figuero et al. 2014). Les chirurgies sont résectrices pour l’élimination des lésions 

péri-implantaires, régénératrices ou reconstructrices pour remplir les défauts osseux, en associant dans 
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les deux cas une décontamination de la surface implantaire (Smeets et al. 2014; Renvert and Polyzois 

2018). Elle permettent de recréer un environnement de tissus mous péri-implantaires suffisamment épais 

pour maintenir une hygiène bucco-dentaire satisfaisante (Borghetti and Monnet-Corti 2017). 

Il existe peu d’études évaluant l’influence des antibiotiques sur le traitement des MPIs (Renvert, 

Polyzois, and Claffey 2012). D’après une revue systématique, une étude à risque de biais montre à 4 

mois une amélioration de la profondeur de poche en combinant antibiotiques locaux et débridement 

manuel (Esposito, Grusovin, and Worthington 2012). Une autre étude fait appel à des fibres imprégnées 

de tétracycline laissées en place dans la poche implantaire pendant 10 jours, et fixées avec une colle 

cyanoacrylate. Les résultats de traitement sont meilleurs à 3 mois avec ces fibres, mais l’étude nécessite 

plus de patients afin de confirmer ces résultats préliminaires (Schenk et al. 1997). Dans tous les cas, 

l’effet des antibiotiques par voie locale semble limité (Figuero et al. 2014). 

Les antibiotiques de référence par voie orale restent l’amoxicilline (ou la clindamycine en cas 

d’allergie), le métronidazole, certains macrolides (azithromycine) et parfois les cyclines comme la 

doxycycline. Ces molécules sont administrées seules ou en association comme l’amoxicilline et le 

métronidazole, de façon similaire aux MPs.  Dans une étude récente, des souches bactériennes prélevées 

sur des implants atteints de MPIs sont testées avec ces antibiotiques in vitro. Il en résulte que plus de 

plus de 70% des patients montrent des résistances à au moins un antibiotique testé. Cependant, 

seulement 6,7% des souches testées présentent des résistances à l’association 

amoxicilline/métronidazole (Rams, Degener, and van Winkelhoff 2014). Cette combinaison s’avère 

donc la plus efficace, et l’objectif est de pouvoir administrer un traitement sur la plus courte durée, avec 

la concentration maximale inhibitrice (CMI) la plus faible possible. 

 

Les traitements actuels des MPIs passent par une désinfection mécanique des tissus mous : élimination 

mécanique des tissus contaminés, utilisation de techniques récentes de décontamination (laser, 

photothérapie…) et éventuellement, reconstruction des tissus lésés. Un traitement antibiotique est 

recommandé de la même façon que pour le traitement des MPs. Le plus souvent, il est pris sur une à 

deux semaines, par voie générale, et avec les mêmes molécules que pour les MPs, l’association 

amoxicilline/métronidazole étant la meilleure.  
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III. Alternatives aux antibiotiques 

 

1. Antiseptiques 

Différents antiseptiques ont déjà été testés, notamment : 

- Chlorhexidine à 0,12 % en bain de bouche, une fois par jour pendant trois mois après le traitement 

initial 

- Irrigation sous gingivale à la chlorhexidine 0,06% 

- Brossage à l’aide d’une brossette interdentaire imprégnée de gel de chlorhexidine 0,5%, autour de 

l’implant, deux fois par jour pendant 4 semaines (Heitz-Mayfield et al. 2011)  

- Protocoles mixtes combinant gels et bains de bouche à la chlorhexidine à différentes concentrations 

- Bains de bouche aux huiles essentielles (Listerine®), 2 fois 30 secondes pendant 3 mois 

 

Ces méthodes variées diminuent le saignement au sondage, mais ne modifient pas le niveau osseux et 

la profondeur au sondage. De plus, ces études sont menées seulement sur un an pour les plus longues et 

elles n’ont pas toujours les contrôles nécessaires (Figuero et al. 2014). Les antiseptiques sont ainsi un 

traitement d’appui du au traitement principal. 

 

2. Phages (ou bactériophages) 

Ce sont des virus qui s’attaquent aux bactéries. L’arrivée et le succès des antibiotiques après la Seconde 

Guerre mondiale les ont fait tomber dans l’oubli en Europe de l’Ouest, contrairement à l’ex-URSS. Avec 

le développement des résistances et des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, ils présentent un 

regain d’intérêt ces dernières années, car ils ne présentent que très peu de résistance. Leur multiplication 

est rapide et fournit une bactéricidie rapide et intense, mais il existe une spécificité d’un phage pour 

chaque famille de bactéries. Utilisés en combinaison avec les antibiotiques, ils peuvent avoir une action 

synergique (Ravat, Jault, and Gabard 2015). Le cadre réglementaire de leur utilisation limite pour 

l’instant leur usage, mais ils s’avèrent prometteurs, notamment dans le traitement de pathologies orales 

comme les maladies parodontales ou péri-implantaires, où certaines souches sont plus pathogènes que 

d’autres (Shlezinger et al. 2017).  

 

 

 

3. Peptides antimicrobiens (PAM) : caractères communs 

Les peptides antimicrobiens sont produits par de nombreux organismes comme première ligne de 

défense contre les microorganismes (Hancock and Lehrer 1998; Diamond et al. 2009).  
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Historique 

Le lysozyme, une protéine bactériolytique, fut le premier PAM observé (Fleming and Allison 1922). En 

1925, Gratia et coll. mettent en évidence que le « principe P » (découvert plus tard sous le nom de 

colicine) inhibe des souches de E. coli. En 1939, la gramicidine, issue de Bacillus brevis, est mise en 

évidence pour son activité sur un large spectre de bactéries Gram positives (Dubos and Cattaneo 1939). 

Parmi les propriétés antimicrobiennes, l’activité antibactérienne fut la première à être mise en évidence 

(Mattick and Hirsch 1947). Ils ont été isolés à partir de microorganismes, de plantes, d’insectes ou de 

vertébrés (Jenssen, Hamill, and Hancock 2006). Actuellement, des centaines de peptides sont déjà 

identifiés, ce qui montre leur importance dans le système immunitaire inné non spécifique (Hancock 

and Diamond 2000; Wang, Li, and Wang 2016; Abdelhamed et al. 2015).  

 

Structure de base  

Ils sont en général relativement courts (12 à 100 acides aminés) (Ramesh et al. 2016; Lai and Gallo 

2009), chargés positivement (2 à 9 charges positives) et amphiphiles. 

Les peptides cationiques présentent des structures générales assez similaires, avec des  conformations 

qui reviennent fréquemment : peptide amphiphile avec deux à quatre feuillets-β, peptide amphipathique 

en hélice α, structure en boucle et structure étendue (figure 4). Cependant, ils possèdent des structures 

secondaires très différentes qui constituent leurs spécificités. 

 

Figure 4 : structure des peptides antimicrobiens (schéma de Jenssen et coll. 2006) 

(A) : Structure mixte de β-défensine-2 humaine ; (B) : boucle thanatine ; (C) : feuillet-β polyphémusine ; (D) : 
défensine-1 de rein de lapin ; (E) : hélice-α de la magainine-2 ; (F) : structure linéaire de l’indolicine. Les ponts 
disulfures sont indiqués en jaune. 

Mode d’action antibactérienne 

Tous les peptides antibactériens cationiques interagissent avec la membrane cytoplasmique. Leur 

activité est directement liée à certaines de leurs propriétés (figure 5) :  

 - Leur charges positives interagissent avec les lipides anioniques ou d’autres éléments  des 

bactéries, plus chargées négativement que les cellules eucaryotes 

 - L’hydrophobicité pour la pénétration à travers la membrane lipidique 
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  - La mobilité, permettant au peptide de passer d’une conformation en solution à une 

 conformation transmembranaire (Hancock and Rozek 2002; Jenssen, Hamill, and Hancock 

2006).  

 

Chronologiquement, la première étape est l’interaction électrostatique entre les peptides chargés 

positivement et les composants chargés négativement sur la bactérie, comme le LPS des Gram négatives 

ou l’acide lipoteichoique des Gram positives (figure 5). Les peptides adoptent alors une structure en 

hélice-α peu flexible, ce qui rigidifie la membrane et crée des pores (Sugawara et al. 2010). Pour les 

Gram négatives, le peptide est inséré dans la membrane externe grâce à des structures semblables à cette 

membrane. Il vient la déstabiliser puis la perméabilise. Par des interactions hydrophobes et des forces 

électrostatiques, le peptide traverse ensuite la membrane cytoplasmique.  

 

Figure 5 : schéma des mécanismes d’action possibles des PAM avec des membranes (Li et al. 2017) 

Pour passer la membrane interne, il existe plusieurs possibilités selon la configuration des peptides. Soit ils passent 
à travers les deux membranes en « douve de tonneau », soit ils les relient en formant un pore toroïdal, soit ils 
tapissent les lipides, et passent finalement à travers.   

Différents modèles de passage ont déjà été proposés (formation d’un tunnel provisoire ou de micelles, 

translocation à travers la membrane etc.). Si les concentrations de peptides cationiques sont suffisantes, 

la majorité des bactéries, des virus et des champignons ne survit pas à ce stade (Zhang, Rozek, and 

Hancock 2001; Nagy et al. 2015).  Ils représentent ainsi une classe d’agents antiinfectieux vaste et 

prometteuse (Scorciapino et al. 2017; Kang et al. 2017). 

 

Diversité d’action en milieu naturel 
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L’expression de ces peptides peut être constitutive ou induite par un processus inflammatoire ou 

infectieux, comme le LPS ou des cytokines (Cunliffe and Mahida 2004; Hancock 2001).  Dans des 

conditions physiologiques, l’activité antimicrobienne est assurée par la présence des fortes 

concentrations de cations mono ou divalents, de protéases, d’anions polyvalents (comme les 

glycosaminoglycanes) et de concentrations faibles de peptides (Jenssen, Hamill, and Hancock 2006). 

Les PAM sont également capables de déclencher les mécanismes de phagocytose, de stimuler le 

relargage de prostaglandine, de neutraliser les effets septiques du LPS, de promouvoir le recrutement 

des cellules de l’immunité spécifique sur les sites inflammatoires (Elsbach 2003; Yang et al. 2002), de 

stimuler l’angiogenèse (Koczulla et al. 2003) et d’induire la cicatrisation (Chan and Gallo 1998). Ils ont 

également un rôle dans la réponse immunitaire en agissant dans le chimiotactisme des monocytes 

humains (Territo et al. 1989) et des lymphocytes T (Chertov et al. 1996). Ils possèdent aussi un effet 

polarisant qui influence le développement des cellules dendritiques (Davidson et al. 2004).  

En tant qu’éléments de « l’ancienne » réponse immunitaire innée, les peptides agissent directement sur 

les organismes pathogènes, en les envahissant et en les tuant. Ensemble, ils ont une activité antifongique 

et antibactérienne, parfois antivirale ou antiparasitaire (Jenssen, Hamill, and Hancock 2006). 

Cependant, leur rôle dans l’organisme est beaucoup plus général, car ils sont impliqués dans 

l’orchestration de la réponse immunitaire innée et dans la réponse inflammatoire (Hancock and Diamond 

2000). Par exemple, les α-défensines sont présentes à de fortes concentrations bactéricides dans les 

neutrophiles, mais elles agissent probablement d’abord comme immunorégulateur, à plus faible 

concentration relarguée sur les sites inflammatoires (Jenssen, Hamill, and Hancock 2006). 

 

 

 

 

Historique et classification 

 

Il existe de nombreuses classifications de PAM, établies au fil de leur découverte, mais aucune ne fait 

actuellement consensus.  Ils peuvent être classifiés en fonction de leur espèce d’origine, de leur effet 

antimicrobien, selon leur structure ou l’organe où ils sont produits.  

 

Certains peptides produits par les bactéries, les bactériocines, possèdent une activité particulièrement 

élevée (Klaenhammer 1988). Les invertébrés, ne dépendant que d’un système de défense immunitaire 

non spécifique, possèdent des peptides remarquablement efficaces. Parmi eux, les hélices-α de 
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cécropine ou de melitine, ou les peptides en épingles à cheveux-β de tachyplesine ou polyphémusine. 

(Zhang et al. 2000). 

 

L’hélice-α de la magainine issue de la peau de xénope possède une activité forte de perméabilisation 

des membranes sur les bactéries Gram positives et négatives, les virus, les levures et les champignons 

(Zasloff 1987). 

 

Le groupe des cathélicidines est largement représenté chez les vertébrés. Ils ont un segment N-terminal 

bien conservé (domaine catheline), qui est clivé pour donner le peptide mature. Les neutrophiles sont 

les principaux pourvoyeurs de ce peptide, mais ils sont également retrouvés dans la bouche, les reins, et 

les kératinocytes de la peau lors de processus inflammatoires, libérant la cathélicidine humaine (LL37) 

(Frohm et al. 1997). Au-delà du site N-terminal, il existe des structures diverses : hélice-α, feuillets-β, 

structures en épingles à cheveux, régions riches en arginine. LL-37 a même déjà été retrouvée déficitaire 

dans certains types de parodontites chroniques, et pourrait être marqueur des MPs (Putsep et al. 2002). 

 

Un autre groupe de peptides est la famille des défensines (Selsted and Ouellette 2005). Ces peptides 

cycliques sont classifiés en trois sous-catégories, basées sur l’existence de pont disulfures entre leur six 

cystéines conservées (α et β défensines), ou sur leur nature macrocyclique (θ-défensines). Les deux 

premières catégories sont retrouvées dans les granules des neutrophiles, dans les macrophages, et dans 

de  nombreux tissus humains : la peau, les cellules épithéliales, et certaines muqueuses de surface. 

 
 
 
 

4. PAM dérivés de la chromogranine A (Cg A) 

 

Les chromogranines sont des protéines retrouvées dans les granules de sécrétion des cellules 

immunitaires, endocrines, neuroendocrines et des neurones (Helle 2004).  La chromogranine A est la 

principale protéine de cette famille. Elle a été plus récemment retrouvée dans d’autres cellules, comme 

les cardiomyocytes (Pieroni et al. 2007), les keratynocytes (Corti and Ferrero 2012) et les neutrophiles 

(Briolat et al. 2005). En cas d’infection, elle est libérée dans le serum ou la salive afin d’arriver sur le 

site malade (Aslam et al. 2012; Metz-Boutigue et al. 2003).  
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Physiologie 

La médullosurrénale est la partie centrale de la glande surrénale. Elle représente environ 20% de son 

volume, et contient les cellules chromaffines. Elles secrétent la principale source d’hormones du groupe 

des catécholamines, à savoir l’adrénaline (90%) et la noradrénaline (10%). D’autres protéines telles que 

chromogranine A et de nombreux peptides sont aussi secrétés (Metz-Boutigue et al. 1998; Taupenot, 

Harper, and O'Connor 2003), ainsi que la morphine et des enzymes protéolytiques (prohormone 

convertase), qui agissent sur les sites de clivage de la chromogranine A (Seidah and Chretien 1999). La 

chromogranine A est également un marqueur biologique de pathologies comme le diabète, ou certaines 

tumeurs neuroendocrines (Marotta et al. 2018; Broedbaek and Hilsted 2016). 

 

Structure de base 

La chromogranine A possède un poids moléculaire de 48 kDa. Sa forme humaine comporte 439 acides 

aminés (AA) (Konecki et al. 1987), et sa forme bovine 431 AA. Certains de ses sites sont 

particulièrement favorables à la phosphorylation et à l’O-glycosylation. 

Les différents fragments dérivés de la CgA ont ainsi des actions physiologiques très variées (Bauer et 

al. 1999). Ils sont obtenus après clivage sur des sites sensibles par des enzymes. L’une d’entre elles, la 

carboxypeptidase H, agit entre les AA 78 et 79 pour donner deux fragments : la vasostatine-I et la 

prochromacine (Metz-Boutigue et al. 1993; Strub et al. 1996; Lugardon et al. 2000). La CgA est un 

précurseur d’autres peptides, notamment : la vasostatine-II (CgA1-113), la chromofungine (CgA47-66) , et 

à l’autre extrémité, la catestatine (CgA344-364) et la cateslytine (CgA344-358) (Briolat et al. 2005) (figure 

6).  

 

 

 

Figure 6 : schéma de la Chromogranine A bovine 
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La protéine possède plusieurs sites de clivage, donnant lieu à différents peptides antimicrobiens. Les fragments N 
terminal (AA 1 à 76 : CgA1-76) et C terminal (AA 316 à 431 : CgA316-431) sont hautement conservés dans l’évolution 
des mammifères, et correspondent aux peptides chromofongine et cateslytine (Benedum et al. 1987).  

 

Les vasostatines (VS) 

Ce sont les peptides issus de la partie N-terminale de la CgA (figure 6) (Aardal and Helle 1992) qui 

assurent des activités diverses dans l’homéostasie cardiovasculaire (Tota, Cerra, and Gattuso 2010), 

incluant la vasodilatation et l’inhibition de la parathormone (Russell et al. 1994; Angeletti, D'Amico, 

and Russell 2000). Elles participent à l’entrée du calcium dans les neutrophiles, jouant ainsi un rôle dans 

l’immunité (Zhang et al. 2009). Elles agissent sur les cellules musculaires lisses et les fibroblastes, en 

modulant leur adhésion aux protéines de la matrice extracellulaire (Ratti et al. 2000). 

Elles ont également une activité bactéricide et fungicide en déstabilisant la membrane microbienne 

(Aslam et al. 2012; Lugardon et al. 2000). La vasostatine bovine agit sur les bactéries à Gram positif, 

certains champignons filamenteux et certaines levures (C. albicans). Sa CMI est généralement comprise 

entre 0,5 et 3 µM. Elle n’a cependant pas d’action sur Staphylococcus aureus et Escherichia coli.  

 

La chromofungine (CHR)  

Cet autre peptide est issu de la partie C-terminale de la vasostatine (figure 6), après clivage par 

l’endoprotéase Cgu-C de S. aureus (Aslam et al. 2012; Metz-Boutigue et al. 1993). Elle possède une 

structure en hélice-α cationique associée à une partie hydrophobe. Son activité est plus ciblée sur les 

levures et certains champignons filamenteux (Lugardon et al. 2001). Elle agit aussi sur les membranes 

cellulaires, et plus particulièrement sur la calmoduline, ce qui permet l’arrivée de calcium dans la cellule 

(Zhang et al. 2009). Elle a ainsi un rôle dans la proprioception de la douleur et sur l’inflammation en 

fonction de sa concentration (Ghia et al. 2004).    

La catestatine (CAT)  

Ce peptide est issu de la partie C-terminale de la CgA (figure 6), et plus précisément de la partie N-

terminale de la parastatine (Fasciotto et al. 1993). Elle est constituée de 20 AA, qui forment un peptide 

hydrophobe (Mahata et al. 1997). Sa richesse en arginine (surtout pour sa forme bovine) lui permet de 

prendre une conformation en hélice-α rigide (Sugawara et al. 2010), et d’avoir une activité 

antibactérienne intéressante et puissante vis-à-vis des levures, des champignons, des parasites et des 

bactéries (Shooshtarizadeh et al. 2010). 

 



1. Introduction 

 33

La catestatine est un inhibiteur fort de la libération d’adrénaline (Mahata et al. 1997). Elle permet la 

vasodilatation et recrute de nombreux éléments de la réaction inflammatoire : neutrophiles, monocytes 

et mastocytes, dont elle permet la dégranulation, ainsi que leur production de cytokines 

proinflammatoires et de chimiokines (Zhang et al. 2009; Pasqua et al. 2017). Cet effet chimiotactique 

semble spécifique aux monocytes, car elle n’a pas d’effet chimiotactique sur les neutrophiles (Egger et 

al. 2008). En revanche, elle stimule l’ouverture de leur canaux calciques et l’entrée du calcium 

intracellulaire, ce qui favorise l’exocytose et la libération d’éléments de l’immunité non spécifique 

(Aslam et al. 2012; Zhang et al. 2009). 

Elle favorise la croissance des fibroblastes en agissant comme une cytokine angiogénique (Theurl et al. 

2010), et participe à la cicatrisation en stimulant les kératynocytes (Hoq et al. 2011; Radek et al. 2008).  

 

La cateslytine (CTL) 

La CTL est un peptide issu de la partie N-terminale de la catestatine (figure 6), grâce aux prohormones 

convertases 1 et 2 (PC 1 et 2), et à la cathepsine L, présentes dans les cellules chromaffines (Aslam et 

al. 2013).   

Elle est constituée de 15 acides aminés qui contiennent son site actif, hautement conservé au cours de 

l’évolution (Mahata et al. 1997). Il est proportionellement plus chargé en charges positives (arginines) 

que la catestatine (33% vs 23%). Il est informe en suspension aqueuse ou dans les micelles de 

dodécylphosphatidylcholine, mais il adopte une forme en hélice-α au contact du trifluoroéthanol, et une 

forme stable en feuillet-ß, avec des résidus chargés positivement, disponibles pour les membranes 

chargées négativement (Jean-Francois et al. 2007; Jean-Francois et al. 2008; Dufourc et al. 2012). 

A l’état naturel, la CTL n’est pas hémolytique pour les érythrocytes humains (Briolat et al. 2005). Elle 

permet de réguler l’immunité (Zhang et al. 2006), ainsi que le développement des cellules musculaires 

lisses (Guo, Zhou, and Sun 2011).  

 

La CTL possède une activité antimicrobienne générale, sur les levures (C. albicans), les champignons 

et les bactéries (Briolat et al. 2005; Biswas et al. 2009; Aslam et al. 2013; Postma and Liskamp 2016; 

Cado et al. 2013). Afin de limiter les phénomènes de dégradation par protéolyse, une configuration 

dextrogyre (D) a été donnée aux acides aminés de ce peptide à la place de leur configuration naturelle 

lévogyre (L). Il en résulte un peptide beaucoup plus efficace sur certaines bactéries et levures (Zaet et 

al. 2017). Ces processus ont été mis en évidence récemment in vitro sur B. subtilis : une enzyme 

transforme la configuration des AA d’un peptide en modifiant la position des atomes d’hydrogène du 
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carbone α. Ce processus d’ « épimérisation » permet de les faire passer d’une conformation L à D 

(Benjdia et al. 2017).  

  

5. Traitements médicaux et autres applications 

Les PAMs, de par leur demi-vie relativement courte, sont le plus souvent administrés par voie 

intraveineuse.  Seuls quelques peptides ont actuellement une utilisation clinique : le bocéprevir et le 

télaprévir (hépatite C, per os), l’enfuvirtide (VIH, sous-cutanné), la bacitracine (pneumonie, usage 

topique), la dalbavancine, la daptomycine, l’oritavancine, la teicoplanine, la télavancine, la 

vancomycine et la guavanine-2 contre les infections bactériennes. 

Ils peuvent être associés à des multicouches de polyélectrolytes apposées sur des surfaces (Cado et al. 

2013), ou inclus dans des structures tridimensionnelles comme les hydrogels (voir chapitre V) (Yang et 

al. 2018).  
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IV. Spécificités des assemblages implantaires 

 

L’assemblage implantaire est constitué d’un implant dans lequel est vissée la suprastructure prothétique. 

En fonction de la situation clinique, il s’agit :  

 

 - soit d’un pilier implantaire, vissé dans l’implant. Une couronne est alors scellée avec un ciment 

sur le pilier par le praticien.  

 - soit d’une couronne transvissée, composée d’une base, généralement en titane (« Ti-base »), 

sur laquelle est collée la couronne. Le Ti-base assure la connexion avec l’implant. En fonction du 

système, la couronne peut être soit vissée directement dessus, soit collée au Ti-base préalablement au 

laboratoire de prothèse (voir chapitre 4). Dans les deux cas, le vissage de l’assemblage se fait à travers 

un puits sur la face occlusale de la dent (« puits de vissage »). 

 

Il existe donc un joint implantaire « pilier/implant » (ou Ti-base/implant), et un joint                           « 

couronne-implant » (ou Couronne/Ti-base »), les deux représentant la connexion de l’édifice 

prothétique. 

 

1. Anatomie 

Tissus mous : les implants possèdent un épithélium de jonction long, contrairement aux dents qui, dans 

un état physiologique et non cicatriciel, possèdent un épithélium de jonction court (figures 1 et 7). Les 

fibres du tissu conjonctif sous-jacent sont circulaires et n’ont pas d’attaches avec l’assemblage 

implantaire. Elles sont seulement apposées contre l’assemblage. 

 

Tissus durs : l’implant est directement au contact de l’os alvéolaire, sans ligament (figures 1 et 7). Le 

positionnement vertical de la connectique (donc du joint implantaire) varie selon le type d’implant. La 

majorité des implants posés dans le monde est soit en position juxta-crestale, soit en position supra-

crestale. Dans ce cas, la partie « osseuse » de l’implant se prolonge par un col lisse qui s’arrête en regard 

de la gencive marginale. Le joint implantaire est alors à distance de la crête osseuse, contrairement aux 

implants juxta-crestaux. 
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Figure 7 : positionnement vertical de l’implant : les différentes options (d’après Hermann et coll).  

L’implant peut être positionné à différents niveaux. En gris clair, un positionnement implantaire supra-crestal ou 
supra-gingival, en gris foncé, un positionnement juxta-crestal. En fonction de la position du joint implantaire, les 
tissus réagiront différemment lors de la cicatrisation et face à une agression microbienne (Hermann et al. 2001). 

 

 

2. Matériaux  
 

Le titane est un des matériaux de référence pour les implants, les piliers, les Ti-base, les vis et les 

suprastructures prothétiques, dont les Ti-base. Le titane de grade 4 (grade relativement pur) ou de grade 

5 TiAL6V4 (alliage de titane) sont principalement utilisés en odontologie.   

 

La zircone est une céramique cristalline dense apparue au début des années 2000 en implantologie. Elle 

était initialement utilisée pour réaliser le pilier implantaire dans les situations esthétiques où le titane 

donne un aspect grisâtre à travers la gencive. Cependant, sa dureté beaucoup plus importante que celle 

du titane endommage la connectique dans l’implant (Chen et al. 2016). De ce fait, elle est actuellement 

utilisée en tant que couronne ou armature de la couronne supra-implantaire, qui est assemblée sur le Ti-

base (prothèse « transvissée ») ou scellée sur un pilier en titane (prothèse « scellée »). Une céramique 

cosmétique (feldspathique) est stratifiée sur les armatures en zircone, sauf sur la zone en regard de la 

gencive. En effet, la zircone possède de meilleures propriétés biologiques que les autres céramiques. 

Une autre option actuelle consiste à utiliser à la place de la zircone des céramiques à base de disilicate 

de lithium. Leur structure étant moins dense, elles présentent un meilleur rendu esthétique, mais de 

moins bonnes propriétés mécaniques et biologiques (Brunot-Gohin et al. 2016; Tinschert et al. 2001). 

 

Joint juxtacrestal 

Joint supracrestal 

Fond du sulcus 

Sommet du sulcus 

Joint supra gingival   
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3. Biomécanique et biologie : introduction au manuscrit 1 

 

Les assemblages implantaires possèdent une mécanique totalement différente de celle des dents. En 

effet, les dents possèdent un ligament alvéolodentaire qui amortit directement les chocs subis lors de la 

mastication et de la déglutition. En implantologie, c’est la suprastructure prothétique qui absorbe ces 

chocs, et les dissipe. En fonction des forces impliquées, des micromouvements vont avoir lieu entre les 

pièces et peuvent mener à un dévissage, voire à une fracture de l’un des éléments de l’assemblage (vis, 

céramique, pilier ou implant). 

De plus, la précision d’adaptation des pièces prothétiques au niveau de la connectique implantaire varie 

selon de très nombreux paramètres. Un manque d’étanchéité à ce niveau, qui peut exister également au 

niveau du puits occlusal (figure 8), laisse passer les fluides et les microorganismes, qui se retrouvent en 

face de tissus péri-implantaires, vivants et fragiles.  

 

 

 

 

Figure 8 : assemblage implant-pilier : les portes d’entrées bactériennes. 

(a) Les bactéries buccales peuvent contaminer l’intérieur de l’assemblage par le puits de vissage de la vis (1), et 
par le sulcus (2). Le joint pilier-implant est alors contaminé. D’après Davarpanah et coll. 

(b-d) : le joint prothèse-implant n’est pas étanche à l’échelle microscopique (> 2µm), et peut laisser passer les 
bactéries (Baixe et al. 2010).  

 

(1) 

(2) 

a 

b c 

d 
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L’objet de cette revue (publiée en français et en vue d’être soumise en anglais (voir annexes)) est de 

comprendre l’importance de ces espaces spécifiques aux implants, de connaître leurs mécaniques et 

leurs interactions avec les tissus vivants (Baixe, Tenenbaum, and Etienne 2016).
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V. Gels en Médecine 

 

1. Définition 

Un gel est un réseau tridimensionnel constitué d’un solide dilué dans un fluide.  

 

- Le réseau est solidarisé par des liaisons chimiques ou physiques, qui confèrent au gel ses 

propriétés mécaniques. La matrice est formée par de longues chaînes moléculaires (polymères 

ou macromolécules).  La réticulation est effectuée par action de la chaleur, des ultra-violets ou 

d’un agent réticulant (en présence ou en l’absence d’un catalyseur).  

 

 - Le fluide qui imbibe le réseau est un bon solvant du réseau, aqueux pour les  hydrogels, et 

qui permet son gonflement/dégonflement lors d’une variation de la  pression osmotique.  

 

Le gel peut se présenter ainsi en suspension (particules > 1 µm) et donner un colloïde, liquide, ou semi-

solide. Il reste ainsi de façon naturelle, ou juste avant sa réticulation. Certains glucides forment des 

colloïdes, comme la pectine, l’amidon ou la cellulose ; mais également les protéines comme 

l’ovalbumine ou la gélatine. Les hydrogels sont considérés comme « superabsorbants », car ils peuvent 

contenir plus de 99% d’eau. La qualité de réticulation, la forme du réseau et la teneur en eau vont 

déterminer ainsi les propriétés physicochimiques et biologiques du gel. 

Une des propriétés principales des gels est de pouvoir convertir une sollicitation mécanique en une 

déformation élastique grâce à leur faible rigidité. Leur forte teneur en eau leur apporte des propriétés de 

déformation proche de celle des tissus vivants. Ils présentent dans de nombreuses situations une 

excellente biocompatibilité, et peuvent être associés ou non à des agents antimicrobiens. 

 

2. Classification 

Il existe plusieurs classifications basées sur le fluide support (hydrogel/aérogel), sur l’origine 

(synthétique/naturelle) et la taille des charges (macro ou supramoléculaire), sur la nature de la 

réticulation (par addition ou condensation), son mode d’activation (température, enzymes, irradiation 

de haute énergie, polymérisation etc.) et la nature des liaisons donnant la structure du gel (physique, 

chimique, mixte) (Gulrez, Al-Assaf, and O. Philips 2011). 
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3. Utilisation biomédicale 

Les hydrogels sont utilisés de plus en plus en pharmacologie et en biomédecine pour un très large champ 

d’applications (Brandl et al. 2010; Chae et al. 2014; Gupta et al. 2015).  Les indications de chaque type 

de gel reposent principalement sur l’application souhaitée. Ils sont retrouvés dans des domaines divers, 

tel que la fabrication des lentilles de contact (hydrogels siliconés), dans certains pansements pour brûlés 

ou en recherche pour construire des échafaudages cellulaires.  

 

3.1 Matrices de gel   

Certains polymères et polysaccharides antimicrobiens ont été décrits comme support des PAM (Kong 

et al. 2010). Parfois, ces gels peuvent être combinés, mêlant les avantages de chacun d’entre eux, tout 

en restant biocompatibles (You, Xie, and Jiang 2019).  

 

- Acide hyaluronique : c’est un polymère de diholosides (acide D-glucuronique/D-N acetyl 

glucosamine) liés par des liaisons glycosidiques. Il se retrouve dans tous les tissus, attaché à certaines 

protéines sous forme de glycosaminoglycanes (GAG). Cette longue chaîne est assez rigide et chargée 

négativement. Elle participe à la rétention de l’eau et constitue un gel assez visqueux et élastique, adapté 

à subir de fortes contraintes mécaniques. On le retrouve ainsi dans les cartilages. Il est efficace dans les 

processus de cicatrisation de la peau (Neuman et al. 2015).  

 

- Chitosane (ou chitosan (CS)) : ce polyholoside est constitué d’une distribution aléatoire de 

glucosamine lié en ß (1-4) (unité desacétylée) et de N-acétyl-D-glucosamine. Il est produit en 

désacétylant la chitine, l’un des composants majeurs de l’exosquelette des crustacés et des insectes. On 

le retrouve également dans les parois cellulaires des champignons et des algues. Ce biopolymère 

cationique se fixe facilement aux lipides, et possède des propriétés antibactériennes naturelles (Tsao et 

al. 2010; Ahsan et al. 2018). Il pourrait être appliqué en revêtement de dispositifs médicaux comme les 

implants dentaires afin de prévenir les infections bactériennes (Campos et al. 2015; D'Almeida et al. 

2017). 

 

- Acide alginique (alginate) : c’est un polymère d’acide guluronique et d’acide mannuronique. À l’état 

naturel, il vient d’une algue marine, Macrocystis pyrifera et Ascophyllum nodosum. Il est beaucoup 

utilisé dans l’industrie agro-alimentaire, en odontologie pour la réalisation des pâtes à empreintes 
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dentaires et pour créer des hydrogels en recherche (Lee and Mooney 2001). L’alginate de sodium est 

très soluble dans l’eau contrairement à l’acide alginique qui est presque insoluble. La formation du gel 

se fait par interaction des polymères hydrophiles avec des cations inorganiques multivalents (Ca2+, Mg2+, 

and Ba2+). Il peut être utilisé en tant que matrice pour délivrer des médicaments (Giri et al. 2012). 

Cependant, le gonflement, la viscoélasticité et les propriétés biophysiques du gel ne sont pas évidentes 

à contrôler par ce type de liaison. De nombreuses autres méthodes ont été essayées pour réaliser la 

réticulation, mais elles se sont avérées cytotoxiques (Jeon et al. 2009). 

 

- Alginate catéchol : Récemment, la dopamine a été greffée à des chaînes d’alginate, pour former une 

matrice d’alginate-catéchol (AC) (Lee et al. 2013). Dans des conditions oxydantes, les catéchols 

réagissent entre eux pour former la matrice du gel. Ce système est inspiré du pied de moule marine 

(mytilus edulis), le byssus, qui adhère à son substrat rocheux malgré les courants et les vagues (Lee, 

Messersmith, et al. 2011), et a fortiori sur n’importe quel type de matériau (Kang et al. 2010) (figure 

9). Il est constitué de multiples petits filaments contenant des fibres riches en kératine et en L-DOPA. 

Cet acide aminé issu de la tyrosine est très représenté dans ses protéines mefp-5 et mefp-3 ; et permet 

une forte adhésion en milieu aqueux (figure 9) (Danner et al. 2012).  

La dihydroxy-L- phénylalanine (L-DOPA), possède une activité redox permettant des liaisons 

oxydatives pour former le réseau protéique. Dans des conditions légèrement basiques (pH>7,5) (Lee et 

al. 2007), il se forme des o-quinones réactives, formant ensuite des liaisons catéchol-catéchol, et des 

structures type poly(DOPA). Ce système a déjà été recréé en conjuguant des groupements catéchols à 

du chitosan ou du PolyEthylène glycol (PEG), avec de bons résultats de biocompatibilité in vitro et in 

vivo. Il est utilisé en tant qu’adhésif tissulaire ou pour la fonctionnalisation de surfaces (Brubaker et al. 

2010; Ryu et al. 2011).   

 

- Carboxyméthylcellulose (CMC). La cellulose est un polymère naturel de D-glucose contenu dans le 

bois et la paroi des végétaux. Il constitue près de la moitié de la biomasse végétale terrestre. La CMC 

est un polymère artificiel, formant un éther de cellulose. Absorbant l’humidité de l’air, il est 

principalement utilisé en médecine contre les sècheresses oculaires. 
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Figure 9 : préparation de la chaîne d’alginate-catéchol (Lee et al. 2013) 

La réaction de liaison des chaînes d’alginate-catéchol est inspirée de la liaison du pied de la 
moule marine à son rocher.  

 

3. 2 Antimicrobiens ajoutés aux gels 

De nos jours, les dispositifs médicaux s’avèrent de plus en plus diversifiés et variés. Cependant, il existe 

de plus en plus d’infections liées à leur présence, et les antibiotiques par voie générale ne peuvent pas 

toutes les traiter à cause des résistances bactériennes. La gestion des conséquences de ces infections 

(« health care-associated infections », ou HAIs) présente également un coût extrêmement important : 

plus de de 33 milliards de dollars par an aux États-Unis par exemple (Stone et al. 2014). Les gels 

antibactériens sont une des solutions à ce problème de santé publique majeur. Ils peuvent avoir des 

propriétés antimicrobiennes intrinsèques (Sahiner et al. 2016; Tsao et al. 2010) , ou être combinés à 

d’autres molécules antimicrobiennes. Deux possibilités existent pour leur utilisation : 

 

• soit ils équipent préventivement les dispositifs médicaux : tapissage de sondes urinaires, de 

cathéters artério-veineux ou de nombreux autres dispositifs médicaux implantés (Noimark et 

al. 2009; Hetrick and Schoenfisch 2006). Les multicouches des polyélectrolytes associés à des 

gels peuvent aussi servir à cet usage (Cado et al. 2013), notamment pour revêtir les matériaux 

dentaires (Etienne et al. 2006; Etienne et al. 2004). La CHR a déjà été évaluée pour ce type 

d’applications (Etienne et al. 2005). 
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• soit ils sont utilisés aussi en tant que médicament. L’un des objectifs actuels est d’obtenir un 

médicament absorbable, à libération retardée avec une concentration efficace pour le tissu 

cible. Certains gels sont des nanotransporteurs ou des « nanodélivreurs » de molécules 

antimicrobiennes. Les « nanoantimicrobiens » sont les nanomatériaux avec une activité 

antimicrobienne intrinsèque, ou qui améliorent l’efficacité des molécules antimicrobiennes 

(nanoantimicrobials molecules ou NAMs) (Jamil and Imran 2018). Ils peuvent avoir divers 

rôles : amélioration de la biocompatibilité, protection du médicament, adhésion à une surface 

ou un tissu, augmentation de l’absorption, contrôle du relargage etc. (Yang et al. 2018; 

Cavalieri et al. 2014).  

En fonction de l’activité souhaitée, ils peuvent être administrés per os ou injectés localement quand le 

site est accessible. Ils peuvent alors améliorer la cicatrisation ou relarguer un principe actif, en 

l’occurrence des molécules antimicrobiennes (Ghobril and Grinstaff 2015).    

 

Molécules actives utilisées 

Dans une revue de littérature récente, Yang et coll. décrit tous les gels et les molécules antibactériennes 

actuellement utilisés en médecine et en recherche (Yang et al. 2018).  

 

Antibiotiques 

Ils restent une référence dans les traitements des infections bactériennes en dépit des résistances, 

notamment en parodontologie et dans le traitement des péri-implantites (Norowski and Bumgardner 

2009). Les gels offrent une surface suffisamment importante rapportée à leur volume. En fonction de 

leur porosité, le relargage des antibiotiques peut être contrôlé. Certaines molécules sont déjà utilisées en 

médecine, d’autres sont en cours d’évaluation préclinique :  

 

- la teixobactine n’a pas de résistance actuellement aux bactéries à Gram positif, et pourrait être incluse 

dans un gel (Giltrap et al. 2016). 

 

- la ciprofloxacine est une fluoroquinolone habituellement utilisée pour les infections de la peau et des 

yeux. Elle peut être associée à un peptide, dans un gel possédant une nanostructure antibactérienne et 

apposé en tant que revêtement. Son relargage est prolongé, et permet la prévention des infections de 

matériaux comme le titane (De Giglio et al. 2011). Sous forme de gel liposomal, elle peut être encapsulée 

correctement dans la cornée.  
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- la gentamycine possède un spectre ciblé pour les infections de la peau et des reins, mais sa 

concentration plasmatique est faible. Mise en place au sein d’un gel de PVA lié avec la sterculia, 

l’ensemble possède de bonnes propriétés mécaniques, une bonne compatibilité avec le sang, et peut faire 

office de pansement très efficace (Singh and Pal 2012). En orthopédie, la gentamycine est incorporée 

dans des hydrogels composites thermodurcissables (granules Orthoss®), liés par du beta-

glycerophosphate et lyophilisés. Ce substitut osseux réduit ainsi considérablement le risque infectieux 

(Dorati et al. 2017). Les applications sont ainsi nettement plus nombreuses et les doses efficaces plus 

faibles que par voie générale. 

 

- la vancomycine est un antibiotique glycopeptidique macromoléculaire. Elle est traditionnellement 

donné en dernière intention contre le Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline (SARM), 

responsable d’ostéomyélites. De nombreux gels ont été associés à cet AB et ont amélioré son efficacité 

in situ : gels injectables de pluronic-α-cyclodextrine (Simoes et al. 2012), hydrogel de CS thiolaté, lié 

avec de la dextrine greffée avec de l’acide maléique (Zhao et al. 2014) etc.  

 

Peptides antimicrobiens 

- ß-herpine : ce peptide de 20 AA forme au sein d’un hydrogel un réseau autoassemblé, utilisé pour la 

régénération tissulaire (Salick et al. 2007). La ß-herpine  a une activité bactéricide sur les SARM 

lorsqu’elle est introduite dans un hydrogel (Salick, Pochan, and Schneider 2010). Liu et coll. ont 

identifié un hydrogel contenant un peptide autoassemblé en fonction de certaines conditions de pH, de 

force ionique et de température. Il est bactéricide sur certaines bactéries comme E. coli (Liu et al. 2013). 

- Un hydrogel photopolymérisable de methacrylamide greffé avec de l’ε-poly-l-lysine a été proposé 

pour revêtir les dispositifs médicaux et les implants (Zhou et al. 2011). 

- Fonctionnant globalement sur le même modèle, les ions amphotériques peuvent être également une 

solution antibactérienne. 

 

Polysaccarides antimicrobiens 

Le chitosane et ses dérivés représentent la principale famille : il est non toxique, biodégradable, 

biocompatible et abondant dans la nature (Nazarzadeh Zare, Mansour Lakouraj, and Mohseni 2014). 

Sous l’effet d’une acidification légère, le relargage de NH4
+ ou d’autres cations greffés sur le CS 

déstabilise les membranes bactériennes (Sang et al. 2010; Fan et al. 2015). 
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Nanoparticules métalliques 

 

Les métaux lourds sont utilisés depuis longtemps pour combattre les infections en médecine, notamment 

l’or, le cuivre et plus particulièrement l’argent. 

 

Une des hypothèses est que le cation Ag+ interagit avec des protéines membranaires de la bactérie, 

provoquant une fuite des ions K+ et la mort de la bactérie (Taglietti et al. 2012). Ils ont une action 

bactéricide sur les Gram positif et négatif. Même si les membranes des Gram négatif sont moins 

résistantes, le LPS capte les ions Ag+, et limite son entrée dans la bactérie (Pelgrift and Friedman 2013). 

L’argent est principalement inclus dans des hydrogels de polysaccharides. Il a tendance à s’agréger 

lorsqu’il est assemblé avec de l’alginate. De nombreux travaux ont amélioré la chimie du gel, notamment 

avec un réseau d’alginate/PVA et de borohydrure de sodium (Ghasemzadeh and Ghanaat 2014). Les 

gels formés à partir de CS, de CMC et de gélatine sont de bons supports pour l’argent, actifs sur E. coli 

(Tang et al. 2013; Hebeish et al. 2013; Vimala et al. 2009). Une grande variété de gels synthétiques a 

également été développée avec de l’argent, en visant différentes propriétés : l’adhésion, le relargage à 

long terme, parfois avec une efficacité supérieure aux AB (Bhowmick, Mohanty, and Koul 2016). Les 

hydrogels de nano particules d’argent synthétisés à partir de polyéthylène glycol (PEG) et de 

groupements catéchol apportent un potentiel adhésif, comme pour l’AC. Il existe cependant une toxicité 

cellulaire aux nanoparticules d’argent (Xu et al. 2012), que les travaux actuels tendent à diminuer. 

 

L’or a été testé en combinaison avec des gels. Son spectre d’utilisation est moins large que celui de 

l’argent, mais les gels évalués sont plus actifs sur les SARM (Brown et al. 2012), et interfèrent moins 

avec le tissu osseux dans les processus de régénération osseuse (Ribeiro et al. 2017).  

 

Le zinc est utilisé en raison de son effet bactéricide sur les bactéries à Gram positif et négatif, et de sa 

non-toxicité cellulaire (Hashem et al. 2013). Il présente également des effets positifs sur la régénération 

osseuse (Fielding and Bose 2013). 

 

Les métaux présentent ainsi de nombreux avantages, mais ils sont difficilement éliminés par 

l’organisme. 

Il existe ainsi de très nombreuses formulations et combinaisons hydrogel/molécule antibactérienne, et 

la variété de ces assemblages ne cesse de croitre. Le choix du gel dépend de son mode d’administration 

(surface, per os), de la molécule antibactérienne et de l’effet souhaité : relargage intense et bref, 
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prolongée etc. Bien que beaucoup de gels servent à tapisser des surfaces de matériaux, ils peuvent être 

construits de façon tridimensionnelle. Il est également possible de combiner des molécules afin d’obtenir 

des effets synergiques, dans un but préventif ou curatif. Les gels permettent ainsi d’apporter in situ la 

molécule en plus grande concentration, plus efficace, ce qui repousse leurs limites. Ces thérapies ciblées 

permettent de faire descendre la CMI des antibiotiques, ainsi que leurs effets secondaires. La résistance 

de nombreuses souches microbiennes pourrait alors diminuer.  
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VI. Objectif de la thèse 

 

L’objectif de ce travail de thèse consiste à développer un gel injectable antibactérien pour la prévention 

des péri-implantites. 

 

Il existe actuellement peu de moyens préventifs pour les MPIs, hormis une bonne hygiène bucco-

dentaire, un contrôle des facteurs de risque et un suivi régulier des patients pour un diagnostic précoce. 

Le gel qui ne gêne pas la mise en place de la suprastructure prothétique va colmater tous les espaces 

vides dans l’assemblage prothèse/implant. Le but est de l’injecter au départ dans la connectique 

implantaire, dès la mise en place de la couronne, notamment chez les patients à risque. Le gel doit 

pouvoir rester intact le plus longtemps possible, afin d’empêcher les bactéries de coloniser les espaces 

vides.  

Il doit être biocompatible car en débordant légèrement, il se retrouve au contact d’un tissu conjonctif 

fragile, non adhérent aux tissus implantaires. Le gel doit aussi être antibactérien, dans les jours qui 

suivent sa mise en place mais aussi sur un plus long terme. Un des enjeux est de créer un gel qui puisse 

se déformer et se comprimer selon les mouvements de la prothèse sur son implant. Ainsi, un potentiel 

adhésif est également recherché. 

 

Pour répondre à ce cahier des charges, nous avons retenu comme gel l’alginate-catéchol (AC), chargé 

ou non en acide pluronique bis SH (PlubisSH). Ce gel possède une stabilité en milieu aqueux, ce qui 

correspond à un usage endobuccal. Son potentiel adhésif et ses propriétés rhéologiques seront évalués 

dans une première partie de ce travail. 

 

Nous avons choisi la CTL comme agent antibactérien. L’activité antibactérienne et antifongique de ce 

peptide a déjà été mise en évidence pour des souches endobuccales parodontopathogènes, notamment 

P. gingivalis (Zaet et al. 2017). Le but de la deuxième partie de ce travail est d’évaluer si la CTL est 

toujours active une fois incorporée dans le gel. Nous avons utilisé la CTL sous sa forme L puis D, la 

conformation dextrogyre étant beaucoup plus efficace que la lévogyre du peptide naturel (Zaet et al. 

2017). La réaction des bactéries au contact du gel est mise en évidence à travers différentes techniques 

de microscopie : optique, microscope électronique à balayage et à transmission.  
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Dans une troisième partie, l’étanchéité d’assemblages implant/prothèse est évaluée avec et sans gel 

chargé en CTL. Chaque prothèse est constituée d’une couronne et d’un pilier. L’implant, coupé à son 

apex jusqu’à la chambre interne, est mis en place entre 2 compartiments de façon étanche. La prothèse 

est vissée et les compartiments sont remplis de milieux de culture. L’un est laissé stérile (apex) et l’autre 

est contaminé par des bactéries (couronne). Le passage bactérien interne, s’il a lieu, est mis en évidence 

par la contamination du milieu stérile, et la visualisation au microscope électronique à balayage des 

pièces prothétiques.
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PARTIE II : 
 

 Caractérisation physicochimique 
 du gel 
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I. Préparation du gel  

 

L’alginate, le pluronic F127, le périodate de sodium (NaIO4), le tampon phosphate (PBS) ont été achetés 

chez Sigma-Aldrich. La cateslytine (L-CTL) d’origine bovine a été achetée chez ProtéoGenix, France. 

Le D-CTL a été fourni par les laboratoires Pierre Fabre, France.  

 

1. Préparation chimique préalable 

Dans un premier temps, des transformations chimiques de l’alginate et du Pluronic F127 ont été 

effectuées à l'Institut Charles Sadron par le Professeur Loïc Jierry et ses collaborateurs (ICS, Strasbourg) 

afin de créer les composants principaux du gel : 

- Des groupements catéchols sont greffés sur les chaînes d’alginate, le tout formant l’alginate 

catéchol (AC). Le taux de greffage des catéchols sur l’alginate est compris entre 10 et 15%. Ce 

taux de greffage a été déterminé par résonance magnétique nucléaire. Deux lots successifs ont 

été fabriqués pour l’ensemble des manipulations de ce travail de thèse. 

- Des groupes sulhydryles (SH) sont ajoutés sur le Pluronic F127 pour former le Pluronic bis-SH 

(PlubisSH). Le taux de thiolation est d’environ 65% (connu par spectroscopie de 

résonance magnétique nucléaire). 

 

La structure des deux polymères est représentée en figure 10. Ces composés sont lyophilisés, et 

conservés dans une atmosphère présentant le moins d’oxygène possible afin de limiter leur oxydation.   

 

 

 

 

 

 

 

Alginate Catéchol (AC) Pluronic F-127 bis SH (PlubisSH) 
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Figure 10 : structure chimique de l’alginate catéchol et du Pluronic bis-SH 

 

2. Réhydratation 

Dans un deuxième temps, le gel est reconstitué en l’hydratant dans du PBS à 1% et à pH 7,4. Cette 

concentration est adéquate et suffisante pour créer la suspension initiale du gel. Deux principales formes 

de gel sont développées : 

- Un gel d’alginate catéchol (AC) « pur » à 1% en masse (figure 11). 

- Un gel composé d’AC à 1% en masse mélangé à du PlubisSH à 36% (ratio 1:1 en volume de 

solutions mélangées), le tout formant un gel d’AC à 0,5% et de PlubisSH à 18% en masse. Ce 

rapport optimal est défini à l’aide des courbes de transition sol/gel préalablement tracées (figure 

12). 

 

Figure 11 : alginate catéchol 

La forme déshydratée (à gauche) limite l’oxydation. A droite, 
l’alginate-catéchol réhydraté à 1% en masse avec du PBS. 

 

Les gels sont laissés au minimum une nuit à 4°C afin que la réhydratation soit complète. 

 

 

 

Figure 12 : diagramme de phase sol/gel pour une solution d’AC à 0,5% en masse en présence de 

différentes concentrations en PlubisSH, avec et sans NaIO4. 

Sans NaIO4 (Figure 12a) : Lorsque la concentration de plubisSH n’est que de 16%, le gel AC-PlubisSH 

se présente principalement sous forme de solution. Il faut augmenter sa concentration pour obtenir un 

gel à des températures comprises entre 20 et 70°C. 
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Avec NaIO4 à 0,4M (Figure 12b) : le gel gélifie de façon irréversible à 37°C à partir d’une concentration 

de 18% en masse de PlubisSH, d’où l’intérêt d’une solution de gélification. Plus la concentration de 

plubisSH est importante et plus la température peut être basse pour que l’ensemble gélifie. 

 

3. Fonctionnalisation  

Préalablement, une solution fraiche d’agents antimicrobiens (CTL, amoxicilline…) est préparée avec de 

l’eau ultrapure (MilliQ). Elle est rajoutée et mélangée à la solution initiale du gel (1/4 du volume), en 

homogénéisant bien l’ensemble. Pour les manipulations « contrôles », de l’eau ultrapure seule est 

rajoutée à la solution de gélification. 

 

4. Gélification 

Pour former rapidement les gels, une solution oxydante de gélification (Gelling Solution ou GS) doit 

être ajoutée et mélangée à la préparation (ratio 1 :4 afin de rester biocompatible). Elle est composée de 

NaIO4 (4,72 mM) et de NaOH (0,4M), en solution dans du PBS ou de l’eau ultrapure (MilliQ). 

- Le NaIO4 est préparé à une concentration de 4,72 mM (1 mg/mL).  

- Le NaOH est préparé à une concentration de 0,4M. 

- Ces deux solutions sont ensuite mélangées fraichement, selon un rapport NaIO4/NaOH de 8/1 

pour obtenir la solution de gélification.   

 

Le mélange est effectué pendant une dizaine de secondes. Après deux minutes et à température 

ambiante, les gels prennent visuellement une couleur entre le jaune foncé et le brun clair. 
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II. Matériel  

 

Chronologiquement, la caractérisation des gels a été effectuée à l’aide de deux rhéomètres :  

 

- Thermo Haake Rheowin Rheometer RS-100 (Fisher Scientific, France) : sur le lot 1 d’AC et 

l’AC-PlubisSH, pour les courbes de transition gel/sol, la comparaison de cinétique de 

gélification entre l’AC et le PlubisSH, et l’adhésion au titane et à la peau.  

 

- Kinexus Ultra Plus (Malvern) : sur le lot 2 d’AC pour toutes les autres mesures. 

 

Principe 

Le rhéomètre est un appareil de laboratoire permettant de mesurer les propriétés viscoélastiques d’un 

fluide ou d’un gel. Il est constitué d’un plateau principal statique (inférieur) sur lequel est apposé 

l’échantillon, et d’un plateau ou d’un cône secondaire mobile (supérieur) qui vient au contact de 

l’échantillon. Le plateau ou le cône secondaire applique ensuite des forces de traction et/ou de 

cisaillement à différentes vitesses angulaires, de façon statique, en compression ou en retrait selon la 

manipulation (figure 13). Le plateau principal possède une plaque Peletier qui permet de faire varier la 

température de façon précise.  

 

  

 

  

 

Figure 13 : rhéomètre : outil et principe 

Plateau principal 

Plateau secondaire 
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Le rhéomètre permet de caractériser les propriétés viscoélastiques et adhésives d’un gel 

 

L’aptitude au gonflement et la viscoélasticité (G*) sont les propriétés principales d’un gel (Cabane and 

Hénon 2003). La viscoélasticité tient compte de la dualité entre sa viscosité et son élasticité. Elle est 

exprimée selon la formule G*= G’ + i G’’. 

G’ est le module de conservation. Il caractérise la rigidité d’un matériau élastique (énergie conservée et 

totalement restituée par le matériau après application de la contrainte). 

G’’ est le module de perte (partie imaginaire du module). Il caractérise le comportement visqueux d’un 

gel (énergie dissipée après application de la contrainte). 

 

Par ces valeurs, les cinétiques de gélification, l’influence de la fréquence d’application des contraintes, 

l’influence de la valeur de la déformation sous cisaillement sont étudiées dans une configuration cône–

plan de l’appareil tandis que les expériences visant à quantifier l’adhésion du gel sont effectuées dans 

une configuration plan-plan. 

 

Matériels et méthodes généraux 

  

Les mesures au rhéomètre nécessitent 1,2 mL de gel pour chaque mesure. L’alginate catéchol (AC) (lot 

2) solubilisé à 1% dans du PBS est mélangé au préalable à de l’eau ultrapure, ou à un Peptide Anti 

Microbien (PAM) en solution. Cette opération est effectuée dans un flacon séparé afin d’homogénéiser 

le mélange. Pour respecter le rapport, 750 µL d’AC sont mélangés à 187,5 µL d’eau ou de solution de 

D-CTL (concentrée à 3mg/mL). 937,5 µL de ce mélange sont déposés sur le plateau principal du 

rhéomètre.  

La solution de gélification (GS) (262,5 mL) est ajoutée à l’AC directement sur le plateau inférieur du 

rhéomètre. Un dispositif rotatif vient contre le gel pour réaliser les mesures ; sa forme (cône ou plan) et 

le moment de la mesure (juste après l’introduction du gel ou après vieillissement pendant une durée 

déterminée) sont choisis selon la manipulation à effectuer.  

 

III. Évaluation physico-chimique 
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1. Domaine d’élasticité du gel 

Méthode 

Un cône de 40 mm de diamètre à la base avec un angle au sommet de 4° est amené au contact 

du gel (lot 2) à 150 µm de distance du plateau inférieur.  

 

 

Deux types de manipulations sont effectuées : 

 - Fréquence constante/déformation variable :  

Fréquence constance de rotation du cône de 1 Hz jusqu’à 50% de son angle de rotation maximal 

(c’est-à-dire 2°). 

 - Fréquences variables/déformation constante : 

Fréquences variables croissantes (de 0,01 Hz à 50 Hz) et déformation de 1°. 

    

Figure 14 : domaine d’élasticité du gel 

A déformation variable, G’ diminue très légèrement (de 35 à 33 Pa) après application des premières contraintes, 
puis il reste stable (14a). 

A fréquence variable (14b), G’ est stable autour de 40 Pa de 0 à 15 Hz, puis il augmente dans les fréquences 
supérieures jusqu’à 30 Hz. G’’ reste systématiquement en dessous de G’, et augmente un peu entre 15 et 25 Pa.  

 

Résultats  

Fréquence constante/déformation variable :  

(a) (b) 
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Quelle que soit la déformation appliquée sur le gel, dans le domaine de déformation compris entre 0.1 

et 50%, G’ reste stable entre 32 et 35 Pa (figure 14a). 

 

Fréquence variable/déformation constante : 

La figure 14b montre que G’ est supérieur à G’’ pendant toute la durée du test, ce qui prouve que la 

gélification a bien lieu. De plus, jusqu’à une fréquence de 15 Hz, G’ prend une valeur constante proche 

de 40 Pa. Lorsque la fréquence augmente (jusqu’à 30 Hz), G’ augmente également jusqu’à 100 Pa. Ceci 

est un comportement classique des matériaux viscoélastiques en général, et des gels en particulier 

(Cabane and Hénon 2003; Couarraze and Grossiord 1991). 

Discussion  

Lorsque le gel à base d’AC est en bouche dans une connectique implantaire, il peut subir des 

contraintes de cisaillement : à déformation variable (dureté des aliments différentes, chocs, bruxisme 

etc.), et à fréquence variable, comme l’alternance des périodes de repos avec les périodes de mastication. 

Dans le cas présent, ces variations ne modifient pas les propriétés du gel. Au contraire, les propriétés 

viscoélastiques du gel augment à partir de 30 Hz, ce qui lui confère une application clinique appropriée. 

Ces résultats montrent donc que le gel possède un domaine d’élasticité important. Ce test doit toutefois 

être réalisé sur du plus long terme afin de confirmer ces résultats préliminaires obtenus immédiatement 

après la préparation du gel. 

 

 

2. Cinétique de gélification 

L’enregistrement de la cinétique de prise du gel après ajout de la solution gélifiante (GS) permet de 

savoir si le gel formé visuellement (gel physique) devient un gel chimique grâce aux liaisons créées au 

sein du gel. Vu la composition du gel et la structure des polymères utilisés (Figure 10), des liaisons de 

type quinone-quinone peuvent se former entre deux chaînes de polymère ou au sein d’une chaîne unique. 

 

Méthode 

Un cône de 40 mm de diamètre à la base vient au contact du gel (lot 2) à 150 µm de distance du plateau 

inférieur. Le temps entre la fin du mélange des différents constituants du gel et le début de la mesure est 

d’environ 1 minute.  La cinétique de gélification est mesurée à fréquence constante de 1.0 Hz et à 

déformation constante (1%) conformément aux résultats obtenus précédemment pour un gel formé 

(figure 15). La manipulation est effectuée avec et sans peptide antimicrobien PAM, et répétée à 

plusieurs reprises, d’abord sur une durée de 15 minutes puis de deux heures. 
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Résultats 

1. Cinétique de gélification de l’AC 

La solution est considérée comme un gel lorsque la courbe de G’ dépasse celle de G’’, ce qui 

est le cas pour l’AC à 1% en masse (Couarraze and Grossiord 1991). Ce stade est déjà dépassé lorsque 

le rhéomètre commence à enregistrer les valeurs du module de conservation et du module de perte. En 

effet, lorsque la solution de gélification est introduite, le gel prend très vite et le rhéomètre n’a pas le 

temps d’enregistrer le croisement des deux courbes (figure 15a). G’ croît très rapidement dès les 

premières secondes de la mesure : il passe de 18 Pa à une valeur comprise entre 28 et 35 Pa (selon la 

mesure) en 300 secondes. De plus, les résultats de ce test sont reproductibles à 10 % près sur des 

manipulations réalisées sur du court terme (30 minutes) (figure 15b).   

 

  

Figure 15 : cinétique de gélification 

Dès que l’appareil commence à enregistrer les mesures, G’ dépasse déjà G’’: le gel est donc 
déjà formé (Figure 15a). Lorsque la manipulation est répétée plusieurs fois sur 1800 secondes 

(Figure 15b), le plateau de formation du gel est très vite atteint, dès 800 secondes.   

 

2. Cinétique de gélification avec et sans D-CTL 

La vitesse de gélification des gels avec et sans D-CTL est très proche et très rapide (autour de 

30 secondes, le temps de préparer les gels). En revanche, les valeurs de G’ et G’’ sont plus élevées quand 

la D-CTL est présente : G’ se situe autour de 40 Pa avec D-CTL et à 32 Pa sans D-CTL après 200 

secondes (figure 16). Le plateau est plus rapidement atteint en présence de D-CTL : après 10 mn, G’ 

(a) 
(b) 
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vaut 40 Pa avec D-CTL et 35 Pa sans D-CTL. D'après ces expériences, la D-CTL semble jouer un rôle 

dans la formation chimique du gel. 

    

 

Figure 16 : cinétique de gélification avec et sans inclusion de D-CTL dans le gel 

G’ (16a) et G’’ (16b) sont plus élevées pendant toute la cinétique de gélification quand la D-CTL est 
ajoutée. Le plateau est atteint après 800 secondes sans D-CTL, et après 200 secondes avec la D-CTL.   

 

3. Cinétique de gélification avec et sans PlubisSH 

Ces premières mesures ont été effectuées à l’aide du rhéomètre RS-100. G’ continue d’augmenter au-

delà de 14 minutes pour l’AC, et enregistre une valeur maximale de 2 Pa. En revanche, avec l’ajout du 

PlubisSH, il se stabilise entre 900 et 1000 Pa (figure 17). 

 

 

 

Figure 17 : comparaison de la cinétique de gélification entre l’AC1% en masse et un mélange AC 0,5% en masse (a)-

PlubisSH 16% en masse (b) (F= 1Hz, déformation = 1%, expériences effectuées à 37 °C) 

G’ dépasse G’’ dans les deux situations (Figure 17a et 17b). En comparant l’AC et l’AC/PubisSH,  une 
différence d’un facteur 1000 est presque enregistrée après 15 minutes de prise des gels.  
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Discussion 

La cinétique de gélification montre que le gel à base d’alginate catéchol prend rapidement, en un 

intervalle de temps proche de celui du temps d'homogénéisation. Les premières mesures du rhéomètre 

étant effectuées peu après le mélange de la solution initiale et de la solution de gélification (environ 60 

secondes), le gel a déjà commencé à se former. L’adjonction de D-CTL permet d’atteindre un plateau 

en 4 fois moins de temps : 200 secondes environ contre 800 secondes. Ces résultats sont donc 

entièrement compatibles avec des temps d’utilisation clinique (souvent autour de 5 minutes, soit 300 

secondes). Il est possible que le peptide antimicrobien établisse des liaisons covalentes avec les 

groupements catéchols oxydés (quinones) au sein du milieu réactionnel, ce qui peut expliquer les valeurs 

plus fortes de G’ (autour de 40 Pa vs 32 Pa).  

Les mesures initiales enregistrées à l’aide du rhéomètre RS-100 sont plus faibles que celle du rhéomètre 

Malvern (2 contre 30 Pa). Cette différence est probablement liée à la différence de lots d’AC utilisés et 

aux différentes conditions expérimentales. D’autres manipulations sont nécessaires afin de confirmer 

ces valeurs d’un point de vue statistique. En revanche, il est clair que le rajout de PlubisSH renforce 

considérablement le module de conservation G' du gel. Cela provient de la réactivité des fonctions thiol 

terminales du PlubisSH qui sont capables d’effectuer une addition nucléophile sur les atomes de carbone 

adjacents aux groupements quinones produits lors de l’oxydation des catéchols portés par l’alginate 

catéchol. 

 

3. Stabilité thermique 

Méthode 

Une fois le gel (lot 2) mis en place sur le plateau, le cône vient au contact du gel et l’écrase, en respectant 

une distance de 150 µm. Un mouvement de rotation à fréquence constante (1 Hz) avec 1% de 

déformation est appliqué sur le gel. Grâce à la plaque Peletier contenue dans le plateau principal du 

rhéomètre, la température est augmentée progressivement de 1° C par minute de 25 à 50°C, et G’ et G’’ 

sont enregistrés en fonction du temps, donc de la température (figure 18). 
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Figure 18 : évaluation de la stabilité thermique du gel 

Le gel  d’AC 1% reste stable malgré l’augmentation de température 

Résultats et discussion 

Ce domaine de température est représentatif des augmentations de température qui peuvent avoir lieu 

en milieu buccal chez l’homme (boissons ou alimentation chaude). Le gel est donc stable dans cette 

plage d’utilisation physiologique.    

 

 

4. Tests d’adhésion (tacking test)  

Ces tests consistent à évaluer la force d’adhésion d’un gel jusqu’à la rupture, adhésive, cohésive ou 

mixte.  

 

4.1 Tests d’adhésion sur plateau en acier inox 

 

Matériels et méthodes 

Le gel (lot 2) est mis en place sur le plateau principal. Son épaisseur est d’environ 3 millimètres. Le 

plateau mobile (plan de 2 centimètres de diamètre) vient l’écraser jusqu’à 1 millimètre de distance entre 

les plateaux, avec une force de 1 Newton pendant 10 secondes. Le gel établit alors des contacts adhésifs 

entre les deux plateaux en acier inox. 

Une vitesse de retrait de 100 µm.s-1 est appliquée ensuite jusqu’à rupture du gel entre les plateaux.  
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Le test est répété deux fois pour chaque gel. La rupture est atteinte lorsque le dynamomètre mesure une 

force nulle. 

- Pour la première évaluation, le gel est laissé entre les deux plateaux pendant une durée variable (15 

mn, 1h, 4h, 18h) avant le test d’adhésion (figure 19). De l’eau est placée dans la rigole externe du 

plateau inférieur pour les manipulations à 4h et 18h afin de minimiser la déshydratation du gel. 

- Pour la deuxième évaluation, le plateau principal est nettoyé, le rhéomètre est recalibré puis le même 

gel est déposé dessus. Cette expérience vise à évaluer si le gel peut être réutilisé après dépôt et s’il 

conserve une part de ses propriétés adhésives initiales. 

 

 

       

 

Figure 19 : test d’adhésion effectué après 15 minutes de vieillissement du gel d'AC à 1 % en masse 

Le gel est écrasé par le plateau mobile après sa préparation, puis laissé 15 minutes au repos (19a). Lorsque le 
plateau supérieur se soulève, il adhère initialement aux 2 plateaux en se déformant (19b), puis rompt 

partiellement : la rupture est mixte (adhésive + cohésive) (19c). La force globale d’adhésion est maximale lors 
des premiers millimètres de retrait.  

 

Résultats 

 

Force d’adhésion 
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Les courbes enregistrent la force d’adhésion en Newtons (N) en fonction de la position du plateau 

mobile, donc également en fonction du temps, puisque le retrait est effectué à vitesse constante. Toutes 

les courbes enregistrées présentent un profil similaire.  

Dans les toutes premières secondes, la courbe décroît. La première partie (force positive) de cette 

décroissance correspond à l’énergie restituée par le gel suite à sa compression. La deuxième partie (force 

négative) correspond à la contrainte exercée sur le gel lors du retrait. Toutes les courbes sont 

caractérisées par un minimum correspondant à un pic d’adhésion maximal (figure 20). Le pic le plus 

important est enregistré pour un gel formé pendant 18 heures avant le test. 

Après l’atteinte de la force minimale, la valeur absolue de la force tend vers 0 N, ce qui correspond à la 

rupture totale de toutes les liaisons. Lors de cette remontée, le gel commence à se rompre entre les 

plateaux, de façon cohésive ou adhésive. 

 

 

Figure 20 : évolution des forces d’adhésion de gels d’AC 1% après différents temps de prise 

Le gel possède un pic d’adhésion initial, variable selon le temps de prise, puis 
l’adhésion diminue lorsqu’il est étiré. 
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Figure 21 : comparatif des forces maximales d’adhésion pour la 1e et la 2e évaluation,  

en fonction du temps de vieillissement des gels  

 

La force maximale d’adhésion mesurée lors du 2e test est plus faible en 
valeur absolue que lors du 1er test.   

 

Énergie d’adhésion 

 

Le calcul de l’énergie d’adhésion, exprimée en J/m2  ou en J/m3, permet de comprendre le potentiel 

adhésif global des gels en fonction de leur temps de prise. Il est exprimé en joule (W) et correspond à 

l’intégration de l’aire sous la courbe de la force d’adhésion (valeurs négatives, Figure 10). Le travail se 

calculant en additionnant les travaux élémentaires effectués lors de chaque déplacement infinitésimal 

du plateau supérieur soit :  

� =  � �� ∗  Δ	



�
 

 

Différentes vitesses de retrait du plateau mobile sont appliquées sur le gel afin d’évaluer son 

comportement viscoélastique dans différentes conditions :  

   10 µm/seconde 

   100 µm/seconde 

   1 mm/seconde 
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Les valeurs sont enregistrées sur 1 centimètre (L) :  

   ∆	 =  ∗ ∆� 

   ∆	 = 0,1 µ� à 10 µ� (����� �� ������) 

 

Le volume de chaque gel se calcule selon la relation Vi = ��2 * h0 , où h0 est la distance initiale entre les 

deux plateaux 

Soit Vi = 3,14 10-7 m3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Temps de prise 

du gel avant 
retrait du plateau 
(heure) 

W (J) Énergie 

d’adhésion (J/m3) 

Énergie 

d’adhésion (J/m2) 

Retrait  

à 100 

µm/s 

0,25 3,72 10-4 1180 1,180 

1 3,52 10-4 1120 1,120 

4  3,34 10-4 1063 1,063 

4 3,08 10-4 980 0,980 
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(Manipulation 2) 

18 3,79 10-4 1205 1,205 

23 2,48 10-4 791 0,791 

Retrait  

à 10 µm/s 

2 1,27 10-4 3990 3,99 

2 1,16 10-4 3640 3.64 

Retrait  

à 1 mm/s 

2 1,08 10-4 3400 3.40 

2 7,49 10-5 2350 2.35 

 

Figure 22 : tableau récapitulatif des valeurs de travail en fonction de la vitesse de retrait et du temps de vieillissement 

L’énergie d’adhésion est le travail rapporté à la surface du plateau en contact du gel. Elle peut être exprimée en 
(J/m2 ou en J/m3). Elle varie de 1 à 4 J/m3 en fonction de la vitesse de retrait du petit plateau. 

 

 

 

Figure 23 : énergie d’adhésion du gel d’AC 1% 

L’énergie d’adhésion du gel se situe autour de 1 J/m3 dans la plupart des manipulations. Les carrés rouges, les 
disques noirs et les losanges bleus correspondent à une vitesse de de retrait de 10 µm.s-1, 100 µm.s-1 et de 1 

mm.s-1 respectivement.  
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Discussion 

Les vitesses de retrait utilisées dans ces manipulations (10, 100 et 1000 µm.s-1) ont permis d’effectuer  

des tests d’adhésion du gel d’alginate catéchol entre deux surfaces d’acier inox. Les valeurs appliquées 

se rapprochent de l’amplitude des micromouvements entre le pilier et l’implant (de quelques 

micromètres à plusieurs dizaines de micromètres) (Zipprich et al. 2007).   

De plus, même si les valeurs maximales des forces adhésives ne s’élèvent qu’à 1.5 N après 18 h de 

vieillissement du gel (figure 20), elles restent relativement élevées par rapport à la concentration à 1% 

en AC. Dans ces conditions la contrainte adhésive est donc de 4.7 kPa, une valeur plus élevée que celle 

des gels de fibrine (1 à 2 kPa) mais plus faible que celle obtenue avec les gels de polyéthylène glycol 

(PEG) modifiés avec des groupements catéchols aux extrémités de chaînes, et mélangés avec du 

collagène, adhérant à environ 40 kPa en conditions humides sur de la peau de porc (Feng et al. 2017). 

Une augmentation de la concentration en AC pourrait permettre d’améliorer ces valeurs, mais il est 

difficile de préparer ce gel à des plus hautes concentrations à cause de sa viscosité. Nous envisageons 

également d’ajouter des particules inorganiques, comme des phosphates de calcium dans la formulation 

des gels d’AC, afin d’augmenter l’énergie globale d’adhésion. Une autre façon d’augmenter l’adhésion 

serait de fonctionnaliser les surfaces implantaires en titane comme cela a déjà été proposé (Renoud et 

al. 2012), et d’obtenir ainsi des liaisons de ce revêtement avec l’AC. 

 

La force maximale d’adhésion augmente entre le 1er et le 2e test jusqu’à 15 minutes de temps de prise 

selon nos mesures (figure 21). En effet, tous les groupements catéchol n’ont pas été encore utilisés lors 

du premier test et une fraction non négligeable doit être disponible de nouveau pour le 2nd test 

d’adhésion. En revanche, pour des gels formés depuis 4h et plus, ces groupements apportent une 

adhésion initiale forte avec les deux plateaux, mais ils sont déjà       « consommés » et non disponibles 

pour permettre une réutilisation efficace du gel en tant que gel adhésif. La force maximale d’adhésion 

devient alors plus faible pour des gels vieillis longtemps. De plus, le 2e test est réalisé immédiatement 

après le premier, et nécessiterait d’être réalisé après un temps de contact plus long entre les deux 

plateaux. D’un point de vue clinique, le gel pourrait être laissé en place au moins une fois après 

démontage d’un pilier ou d’une couronne transvissée, et garderait ainsi des propriétés adhésives 

intéressantes. 

 

Bien que des pics d’adhésion plus importants soient enregistrés avec un plus grand temps de prise du 

gel (figure 20), l’énergie d’adhésion reste la même entre les gels vieillis pendant différentes périodes 

(figures 22 et 23).  Les groupements catéchols disponibles sont ainsi plus nombreux au début (15 

minutes), mais les liaisons au sein du gel sont plus faibles. Avec le temps, la cohésion du gel se renforce 
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mais les liaisons disponibles diminuent inversement et proportionnellement. L’intensité de l’énergie 

d’adhésion correspond à celle de liaisons faibles de type van der Waals. L’acier inox est composé 

d’environ 10% de chrome qui forme une couche protectrice (Cr2O3), peu propice aux réactions 

chimiques avec les quinones disponibles du gel. Les deux plateaux du rhéomètre pourraient être 

remplacés par des plateaux en titane afin de mieux préfigurer le comportement adhésif de ces gels au 

sein d’une connectique implantaire, mais il faut s’attendre au même type de valeurs car il existe 

également une couche de passivation (TiO2) en surface, faiblement réactive. 

Il est à noter que pour 2 h de vieillissement du gel, l’énergie d’adhésion prend une valeur maximale lors 

que la vitesse de retrait est égale à 10 µm.s-1, une valeur minimale à 100 µm.s-1 et une valeur 

intermédiaire pour  la vitesse de 1 mm.s-1 (figure 23). Cela traduit des mécanismes de dissipation 

différents de l’énergie mécanique fournie, notamment sous forme de chaleur.  

Des expériences supplémentaires nécessitent d’être réalisées afin de pouvoir attribuer une barre d’erreur 

à toutes ces mesures. Des temps de vieillissement plus longs que 18 heures doivent aussi être 

expérimentés, afin de voir s’ils permettent d’augmenter encore la force maximale d’adhésion et si 

l'énergie d'adhésion reste constante. 

 

 

4.2 Tests d’adhésion au titane et aux tissus mous 

 

Matériels et méthodes 

Pour cette évaluation, un dynamomètre est utilisé (MTS Systems, Lhomargy, DY34, France, logiciel 

Testworks). Les deux gels testés sont l’AC à 1% en masse (lot 1) et le mélange AC à 0,5% en masse -

PlubisSH (18%). 

Préalablement, une barre de titane grade 5 (Ti6Al4V) est achetée (ACNIS, France), puis découpée en 

plusieurs disques de 1cm d’épaisseur et de diamètre. Les faces sont polies à l’aide de papier siliconé 

abrasif en carbone de granulométrie décroissante (600, 800, 1200, 1600, 2000, 2400, 4000), afin 

d’obtenir un poli proche de celui des pièces implantaires.  

Le disque est ensuite collé à la sonde à l’aide d’une colle cyanoacrylate, puis 100 µL de gel sont déposés 

sur la face plane du disque.  

De l’autre côté du dispositif, deux conditions sont évaluées : 

- soit un autre disque de titane similaire est collé  

- soit un morceau de gencive de porc (1 cm2) est collée à la cyanoacrylate (côté conjonctif). 
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5 minutes après avoir apposé le gel sur le disque, ce dernier est compressé pendant 30 minutes à 37°C 

avec une force de 0,1 mN. La sonde effectue ensuite un mouvement de retrait à 300 µm/minute 

(5µm/seconde). L’expérience est renouvelée 3 fois. 

 

Résultats et discussion 

 

 

 

Figure 24 : adhésion des gels au titane et à la gencive 

L’énergie d’adhésion est directement calculée en J/m2. L’adhésion du gel est meilleure sur la gencive que 
sur le titane. Une nette augmentation de l’énergie d’adhésion est obtenue pour le gel mixte AC/PluBis SH. 

 

L’énergie d’adhésion du gel est plus de deux fois plus importante pour la gencive de porc que pour le 

titane (figure 24) (Mateescu et al. 2015). Cette différence est encore plus marquée pour l’AC/PlubisSH 

(10J/m2 contre 4,1 J/m2). Elle peut s’expliquer par la présence de groupes sulfhydryles disponibles dans 

le PlubisSH, qui permettent d’améliorer d’une part la cohésion du gel en réagissant avec les groupements 

OH disponibles des catéchols et de l’alginate, et d’autre part de réagir en surface avec d’autres interfaces. 

Ces résultats vont dans le sens des travaux de Lee et coll. qui, en associant l’HA au Plu-SH sous forme 

d’hydrogel, augmentent les propriétés adhésives du gel néoformé (de 1,47 à 7,18 kPa) (Lee et al. 2010). 

Le titane est recouvert d’une pellicule de TiO2, chimiquement peu réactive avec des matériaux mous 

tels que les hydrogels. Il se forme avec le gel des liaisons faibles de type van der Waals et qui lui confère 

ses propriétés adhésives. En revanche, il est possible que les groupes -SH disponibles interagissent avec 

les groupes -NH2,-OH, COOH ou SH des protéines et autres composés organiques présents dans la 

gencive de porc. La formation de liaisons covalentes expliquerait la plus forte adhésion aux tissus mous 
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qu’à une surface de titane, plane et polie. La rupture du gel au tissu est alors plutôt de type cohésif 

qu’adhésif.  
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5. Stabilité des gels en milieu aqueux 

 

Matériels et méthodes 

Les gels d’AC (lot 1) et d’AC-PlubisSH (avec et sans NaIO4) sont préparés puis laissés dans une 

solution de PBS à pH 7,4 pendant 1 mois. A différents intervalles, ils sont pesés. 

 

 

 

Figure 25 : variation de la masse relative des gels en milieu aqueux en fonction 

du temps de stockage dans le tampon PBS. 

Seuls les gels avec NaIO4 restent stables sur une période de 1 mois 

 

Résultats et discussion 

Le traitement au NaIO4 est donc nécessaire pour la stabilité des gels AC-Plubis SH en milieu aqueux 

sur du long terme. Sans traitement au NaIO4, ces gels commencent à s’éroder à partir de 12 jours (figure 

25). Les gels préparés avec NaIO4 présentent une augmentation d’environ 30% de leur masse dans les 

10 premiers jours, ce qui correspond à leur réhydratation en présence de PBS. Cette masse reste ensuite 

stable dans le temps, ce qui va dans le sens des résultats de Lee et coll. pour des gels d’AC 2% et 4%, 

et qui constatent également une stabilité des gels à 14 jours (Lee et al. 2013).  Toutefois, un gel mis en 

place dans une connectique implantaire n’est pas au contact direct de l’environnement salivaire, et ne 

subira pas forcément ces variations volumiques.
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Partie III :  

 
Biologie - interaction du gel 

avec le vivant



3. Biologie 

 78

I. Évaluation des combinaisons « gel-antimicrobiens » 

 

1. Matériels et méthodes 

 

 

Molécules antibactériennes 

 

Différentes molécules antibactériennes ont été testées dans ce travail : l’amoxicilline en tant 

qu’antibiotique de référence (Sigma Aldrich) ; la L-CTL (forme lévogyre) et la D-CTL (forme 

dextrogyre), toutes deux d’origine bovine (Protéogenix, France). Les manipulations sont initialement 

réalisées avec la L-CTL. Vu que sa CMI est plus élevée que la D-CTL sur de nombreuses bactéries, elle 

n’est retenue que pour les premières manipulations faites au début du travail de thèse sur P. gingivalis 

et E. coli. 

 

Pathogènes testés 

 

Escherichia coli (E. coli) a été utilisé en tant que pathogène modèle de référence (souches ATCC 25922 

TM et K-12 mutante (PHL 628)), une souche qui peut facilement coloniser les surfaces inertes et former 

un biofilm (Vidal et al. 1998)). C’est un bacille à Gram négatif aérobie dont la croissance est facile : elle 

se divise toutes les 20 minutes à 37°C en présence d’un milieu de culture adapté. 

 

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) est la bactérie parodontopathogène la plus étudiée à cause de 

ses facteurs de virulence (souche ATCC 33277TM  pour ces travaux). C’est une bactérie de la classe 

bacteroidales à Gram négatif, anaérobie stricte. Sa culture est réalisée dans une boîte hermétique 

contenant un sachet anaérogène (AnaeroGen 2.5L, thermoScientific). 

 

Staphylococcus aureus (S. aureus) est une bactérie « modèle » à Gram positif responsable 

d’intoxications alimentaires et d’infections parfois graves, comme chez l’immunodéprimé ou sur 

certains dispositifs médicaux comme les prothèses valvulaires (souche ATCC 25923TM ). 
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Candida albicans (C. albicans) est une levure fréquemment retrouvé en milieu buccal, et responsable 

de certaines infections fongiques. Une souche sensible ATCC 10231TM a été utilisée dans ces travaux.  

Pour chaque expérience, les microorganismes sont mis dans un incubateur à 37°C la veille (préculture), 

dans des conditions d’oxygénation propre à chacune. La solution est diluée à 1/10e le lendemain, puis 

ramenée à une densité optique (DO 620) de 0,001 afin de pouvoir faire croître les bactéries ou levures 

selon une échelle logarithmique.  

 

Milieux de culture 

 

Un milieu de culture adapté à chacun des microorganismes est utilisé :  

 

- le milieu BHI (Brain Heart Infusion) (Sigma Aldrich) supplémenté avec de l’hémine (5µg/mL) et du 

ménadione (1µg/mL, Sigma Aldrich) est utilisé pour P. gingivalis. 

- le milieu LB (Difco TM LB Broth, Miller (Luria-Bertani)) est utilisé pour E. coli. 

- le milieu Sabouraud (Difco TM Sabouraud Dextrose Broth) est le milieu de référence pour les levures, 

dont C. albicans. 

- le milieu MH (Difco TM Mueller Hinton) est un milieu standard utilisé pour S. aureus. 

 

Réalisation du gel 

 

L’antimicrobien est aliquoté préalablement à différentes concentrations dans du PBS ou de l’eau 

ultrapure (MiliQ).  

80 µl d’AC 1% (AC), ou de mélange AC1%-plubisSH (50/50) (AC-Plus bisSH) sont mélangés à 20 µl 

d’antimicrobien préparé précédemment. L’ensemble est mixé en prenant garde à ne pas faire de bulles. 

La solution de gélification (GS) est un mélange de NaIO4 (25 µl) et NaOH (3µl), qui est ensuite ajouté 

dans chacun des puits d’une plaque de 96 puits. Le volume final du gel fait 128 µl. Les gels sont préparés 

la veille de chaque manipulation et laissés 24 heures à 4°C. 
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Tests antibactériens utilisés 

 

1. Méthode indirecte : test Alamar BlueTM 

Principe : le test contient un agent bleu faiblement fluorescent et non toxique, la résazurine. Les 

bactéries vivantes sont capables de le réduire en résorufine, fluorescente en rouge à 570 nm.  

Un milieu de culture contaminé par P. gingivalis (100 µl) est mis au contact d’un gel 

précédemment formé dans des plaques 96 puits. Chaque condition est répétée en trois ou quatre 

fois. Il est ensuite récupéré selon la manipulation, à 5 heures et 24 heures, et mis en place dans 

une autre plaque 96 puits. 10 µl du test Alamar Blue sont ajoutés dans chaque puits, et 

l’ensemble est mis à incuber à 37°C pendant 4 heures. L’ensemble est visualisé à l’aide d’un 

microscope à épifluorescence.  

 

2. Formation de colonies 

Un milieu de culture contaminé est mis sur des gels dans des plaques 96 puits. Après 24 heures, 

le surnageant est récupéré et étalé sur une boîte de pétri (agar). Le taux d’inhibition est calculé 

en mesurant le nombre de colonies croissant sur un gel testé/ nombre de colonies croissant sur 

un gel témoin sans antibactérien x 100. 

 

3. Gamme d’évaluation 

Pour revérifier l’efficacité des PAM sur les bactéries en milieu liquide, un mélange de 90 µL de 

milieu contaminé avec 10 µL d’agent antimicrobien est laissé 24 heures dans une boîte de 96 

puits. La DO est mesurée le lendemain.  

 

4. Test par Densité Optique 

Un milieu de culture contaminé issu d’une préculture est mis sur des gels dans des plaques 96 

puits (120 à 150 µL selon la manipulation). Chaque condition est répétée en trois ou quatre fois. 

Le milieu est récupéré à 24 heures (100 µL), et la densité optique est mesurée en comparaison 

avec des témoins négatifs (milieu non contaminé au-dessus d’un gel, milieu seul) et positifs 

(milieu contaminé seul, milieu contaminé au-dessus d’un gel sans antimicrobien). 

Dans certaines manipulations, un nouveau milieu contaminé (à DO 0,001) est de nouveau 

rajouté au-dessus du gel afin de mesurer l’efficacité des gels sur du plus long terme. Cette 

expérience est menée jusqu’à une semaine. 

Afin de confirmer les résultats indiqués par la densité optique, 5 µl du surnageant sont prélevés 

et mis sur une boîte de pétri afin de vérifier si les bactéries sont encore viables. 
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 Calcul des concentrations initiales à mettre dans les gels 

 

 Vu que le relargage de peptide antimicrobien (PAM) concerne environ 10% de sa 

 quantité introduite dans le gel, nous avons choisi de charger le gel à environ 10 fois la  CMI 

des antimicrobiens. Selon ces estimations,  

   La concentration de CTL dans 150 µL de surnageant est de 312 µg/mL.  

  La masse moléculaire du CTL est de 1860 g/mol. La concentration molaire  d’une 

 solution-mère  de 1 mg/mL de CTL (eau MiliQ) est de 537 µM (1mg/mL 

 /1860mg/mMol) ; soit 84 µM dans le gel (20/128 µL) et 9 µM dans 150 µL de 

 surnageant. 

 

 

 

2.  Résultats et discussion 

 

Évaluation des gels antimicrobiens sur P. gingivalis 

 

Effet du L-CTL 

 

 

 

Figure 26 : test Alamar Blue – viabilité de P. gingivalis sur des gels d’AC chargés en L-CTL à 500 µM 

Le test Alamar Blue montre une différence de viabilité entre : 

- les bactéries (vivantes) qui ont été au contact : de gels non chargés en L-CTL 

- les bactéries (mortes) qui ont été au contact d’antibiotiques ou de gels chargés en L-CTL  
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Figure 27 : formation de colonies de P. gingivalis au contact de gels chargés en L-CTL 

(500 µM, soit 0,930 mg/mL), sur boîtes de pétri  

P. gingivalis recolonise les boîtes à presque 100% lorsqu’il est au contact des gels sans antibactérien. 

 - Après 5 heures de contact du surnageant/gel avec L-CTL, entre 30 et 40% des bactéries peuvent survivre (a). 

 - Après 24 heures, aucune colonie ne survit et ne peut croître de nouveau (b). 

  

Les premiers résultats montrent que L-CTL a une activité antibactérienne dès l’introduction d’une 

concentration de 500 µM de L-CTL, soit une concentration relarguée théorique de 50 µM (figure 26) 

(Mateescu et al. 2015). À cette concentration, seulement 50 % des colonies sont susceptibles de se 

reformer à 5 heures, et aucune à 24 heures, quel que soit le gel (AC ou AC plubisSH) (figure 27). Le 

test Alamar-Blue montre une activité bactérienne persistante à 5 heures, mais identique à celle des 

antibiotiques « contrôles ». Ainsi, le L-CTL pourrait être bactériostatique à de telles concentrations mais 

vu qu’aucune bactérie ne repousse à 24 heures, il présente plutôt des propriétés bactéricides.  

 

 
Effet du D-CTL 

 

5 h 24 h 

a b 

a b 
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Figure 28 : contamination de boîtes de pétri (+24 heures) par P. gingivalis 

La CMI de D-CTL sur P. gingivalis (Pg) en milieu liquide est de 30 µg/mL (a). Le gel doit 
être chargé d’une solution-mère de D-CTL concentrée à 3mg/mL afin d’être efficace (b). 

 
 Milieu liquide 

Les calculs de la CMI sont réalisés en faisant des gammes de concentration croissante de D-CTL. La 

CMI de D-CTL sur Pg est de 30 µg/mL (solution-mère de 300 µg/mL) (figure 28a), est proche des 

résultats précédemment trouvés par Zaet et coll., qui sont de 10 µg/mL (Zaet et al. 2017).  

 

 Gel 

En mettant une solution-mère de 3 mg/mL dans le gel, le gel est concentré à 0,469 mg/mL, et le 

surnageant théoriquement à environ 310 µg/mL. Comme attendu, ce mélange est bactéricide (figure 

28b). Cependant, les concentrations plus faibles n’ont pas d’effet bactéricide ; la CMI du gel est environ 

dix fois plus importante que la CMI attendue. De ce fait, soit le peptide est moins relargué que prévu 

(plutôt 1%), soit il est dégradé lors de son relargage. Les concentrations sont plus importantes qu’avec 

le L-CTL (figure 26 et 27), ce qui peut être lié au lot d’AC. En effet, les résultats précédents sont réalisés 

avec le premier lot d’AC, et le reste des résultats avec le 2e lot. La libération d’antimicrobiens peut ainsi 

différer. De plus, ces CMI de D-CTL sont nettement bactéricides contrairement aux résultats retrouvés 

avec la L-CTL. Un test Alamar Blue devrait être réessayé afin de comparer les deux peptides. Dans cette 

étude, nous sommes partis de concentrations de solutions-mère maximales de 5 mg/mL de CTL, le PAM 

ne pouvant pas être soluble à des concentrations plus élevées. 

 

Effet de l’amoxicilline 

 

 Milieu liquide 

Milieu liquide Gel 
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Selon les mêmes modes de calculs et les mêmes expérimentations, la CMI de l’amoxicilline est de 0,5 

µg/mL. 

 

 Gel 

La concentration minimale de solution-mère à introduire dans le gel afin d’obtenir un effet bactéricide 

est de 5 µg/mL (test sur plaque par densité optique). Selon les mêmes hypothèses de relargage (10%), il 

y aurait une concentration d’amoxicilline de 3,3 µg/mL dans le surnageant. Cette concentration étant 

bien bactéricide correspond à 7 fois la CMI en milieu liquide. Il y a donc vraisemblablement moins 

d’amoxicilline relarguée que prévue, ou de l’amoxicilline dégradée également.  

 

Effet d’associations d’antimicrobiens 

 

Des associations ont été effectuée en première approche :  

½ CMI amoxicilline - ½ CMI D-CTL  

½ CMI amoxicilline - ¼ CMI D-CTL  

¼ CMI amoxicilline - ½ CMI D-CTL 

 

En effet, Zaet et coll. ont montré que l’utilisation de ces antibiotiques était synergique, et permet de faire 

baisser le risque de résistances (Zaet et al. 2017).  
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Figure 29 : effet bactéricide (+ 24h) de l’association amoxicilline/ D-CTL au sein du gel sur P. gingivalis 

Le fait de d’associer l’amoxicilline et la D-CTL permet de diminuer la CMI des 2 

antimicrobiens.  

 

Cette « prémanipulation » s’avère en effet prometteuse (figure 29), et va dans le sens des résultats 

retrouvés dans la littérature sur la combinaison d’antimicrobiens, qui agissent de façon synergique 

(Yang et al. 2018). Elle doit être répétée avec des contrôles positifs et négatifs précis. 
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Évaluation des gels antimicrobiens sur E. coli 

 

Effet du L et D-CTL  

  

Milieu liquide 

 

Figure 30 : pourcentage d’activité antimicrobienne des CTL sur E. coli 

La CMI de D-CTL sur E. coli dans nos conditions expérimentales est de 12.5 µg/mL, 

et celle de L-CTL est de 50 µg/mL (test par densité optique). 

 

La CMI de D-CTL sur E. coli a été calculée à 12,5 µg/mL (figure 30). Ainsi, le gel doit relarguer au 

minimum cette concentration dans le surnageant afin d’être bactéricide. Précédemment, la CMI de D-

CTL en milieu aqueux a déjà été évaluée à 4 µM (8µg/mL) sur E. coli (Zaet et al. 2017), ce qui est du 

même ordre de grandeur dans ces résultats. 

 

 Gel 

La concentration initiale de solution-mère à introduire dans le gel de D-CTL pour obtenir une inhibition 

est de 3mg/mL. Cette concentration est retenue afin de réaliser les tests antimicrobiens dans les boîtes 

(voir chapitre 4). 
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Évaluation de D-CTL sur S. aureus 

 

 Milieu liquide 

Nos calculs de l’effet de D-DTL indiquent une CMI de 50 mg/mL. 

  

 Gel 

À partir d’une concentration de solution-mère introduite dans le gel à 3mg/mL, il s’avère bactéricide sur 

S. aureus à 24 heures dans des tests conventionnels de calcul de DO (figure 31). 

 

 

Figure 31 : concentration initiale de D-CTL (en mg/mL) introduite dans le gel 

 

 

 

Évaluation de D-CTL sur C. albicans 

 

 Milieu liquide 
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Figure 32 : évaluation de la CMI de D-CTL sur C. albicans à 24 heures 

Les manipulations sont réalisées sur une plaque de 96 puits, puis une partie du surnageant (2µL) est 

réensemencé sur une boîte de pétri (figure 32). La CMI est de 10 µg/mL sur la souche de C. albicans 

testée. 

 

 

 Gel 

Le gel est fongicide à partir d’une concentration initiale de 3 mg/mL de D-CTL dans des tests 

conventionnels de calcul de DO.  

 

 

Dans ces tests, la D-CTL s’est avérée plus bactéricide que la L-CTL et a été retenue par la suite pour les 

manipulations en tant que PAM de référence. Les associations amoxicilline/PAM semblent 

prometteuses et nécessitent d’être explorées. 
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II. Évaluation du relargage des peptides hors du gel par 
fluorescence 

 

1. Matériels et méthodes 

Afin d’évaluer la quantité nécessaire d’antimicrobien à mettre dans le gel et en première approche, le 

taux de relargage de peptide a été évalué grâce à de la CTL marquée à la rhodamine (CTL-Rh, 

Proteogenix, France). La pureté de la CTL rhodaminée est évaluée à l’aide d’un séquenceur automatique 

d’Edman (Applied Biosystem, France). L’hydrogel est chargé en CTL à partir d’une solution initiale de 

500 µM de CTL-Rh préparée dans l’eau MiliQ, pour une concentration finale de 200 µM. L’hydrogel 

est mis à incuber 17 heures à 37°C en milieu humide afin de d’assurer de sa prise complète. Les gels 

« contrôle » contiennent de l’eau MiliQ sans rhodamine. À la fin de l’incubation, 150 µL de milieu MH 

sont versés au-dessus du gel.  Aux différents moments choisis de l’évaluation, 50 µL de milieu MH sont 

prélevés et mis dans une plaque 96 puits pour analyse au spectrophotomètre à 570 nm 

(spectrofluorimètre Xenius XC, SAFAS, Monaco). Ils sont remplacés par 50 µL de milieu MH frais afin 

d’assurer un volume constant au-dessus du gel. L’expérience est menée sur 2 jours.  

 

 

 

Figure 33 : relargage du CTL-rhodaminé hors des gels (peptide compound release) 

La spectrométrie à fluorescence est utilisée afin d’évaluer le taux de relargage du CTL rhodaminé hors des gels 
AC1% et AC0,5%-PlubisSH sur 2 jours. Les résultats indiquent la valeur cumulée de relargage. 
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2. Résultats et discussion 

 

Le relargage du CTL-Rh est de 15 µM pour l’AC1%, et de 20 µM pour l’AC 0,5%- PlubisSH sur 2 jours 

(figure 33). Ces taux sont de l’ordre de 10% de la quantité initialement présente dans chacun des 2 gels 

(Mateescu et al. 2015).  

Sur du plus long terme, le reste des peptides est : 

 - soit prisonnier dans le gel avec des liaisons chimiques, sans pouvoir sortir,  

 - soit libéré avec la dégradation progressive de la matrice du gel.   

 

Dans cette expérimentation, le peptide CTL-Rh ne possède pas exactement la même structure que le 

peptide natif par la présence de rhodamine, ce qui peut donner des valeurs différentes de relargage. De 

plus, une partie du signal fluorescent peut être perdue avec la dégradation de la rhodamine. Les résultats 

sont toutefois à prendre en considération en « ordre de grandeur », avant d’introduire d’autres 

concentrations de CTL dans le gel, et d’évaluer leur activité directement sur des bactéries.  

La CTL restante peut aussi faire partie intégrante de la structure du gel et le renforcer, comme le montre 

la figure 16 (chapitre 1). Ce phénomène ne se fait pas au détriment de l’efficacité à court terme, comme 

certaines études le montrent sur d’autres assemblages (Yang et al. 2018). Une évaluation de l’efficacité 

de CTL sur du plus long terme s’avère nécessaire.  
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III. Évaluation des peptides relargués par HPLC et MALDI-TOF   

 

1. Objectifs  

Il s’agit d’évaluer la nature des éléments présents dans le gel et sortis du gel lorsqu’un surnageant est 

mis dessus. 

 

2. Matériels et méthodes 

Les gels sont préparés avec les peptides L-CTL et D-CTL ; la solution-mère servant à les faire étant 

concentrée à 1 mg/mL. Ils sont laissés une nuit à 4°C et le lendemain, 180 µL de surnageant (eau miliQ) 

sont mis au-dessus du gel. L’ensemble est laissé entre 24 heures et 7 jours à température ambiante. Le 

surnageant est récupéré afin d’évaluer s’il y a une différence de relargage du peptide hors du gel avec le 

temps. A 7 jours, le gel est également récupéré et broyé à l’aide d’une lame de bistouri.  180 µL d’eau 

miliQ sont rajoutées par-dessus les fragments et l’ensemble est centrifugé 15 minutes à 13000 tours par 

minute. 20 µL de ce surnageant sont également récupérés pour analyse. 

 

 Analyse en Chromatographie Liquide Haute Performance (High Performance Liquid 

Chromatography ou HPLC) 

Le prélèvement de 20 µL du surnageant est récupéré (1/9 du surnageant), et mélangé à 980 µL de 

mélange H2O-TFA à 0,1%. Le témoin positif est un prélèvement de 20 µL de PAM pur, dilué dans de 

l’eau miliQ. Les échantillons sont analysés par HPLC en phase inverse (Dionex ultimate 3000, colonne 

Macherey-Nagel nucleosil 300-5 C18), en gradient d’élution A : H2O/TFA 0,1% ; B : 70 % ACN/TFA 

0,09% dans H2O (figure 34). 

 

 Analyse par spectrométrie de masse (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation - Time of Flight, 

ou MALDI-TOF) 

Pour chaque pic récupéré, une analyse de la masse moléculaire des différents éléments retrouvés est 

faite (figure 36-37), et comparée au peptide initial (figure 35). 
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3. Résultats et discussion 

 

Analyse par HPLC 

   

 

Figure 34 : analyse HPLC de L et D-CTL à 24 h - comparaison PAM pur et surnageant  

Les courbes inférieures (en noir) montrent un petit pic, forme oxydée des CTL, et un pic principal, forme réduite 

et active des CTL. La courbe supérieure (bleue) indique un premier gros pic, suivi de plusieurs petits pics. 

 

L’analyse des CTL pures montre bien la présence du peptide actif dans sa forme réduite (courbes 

inférieures en noir, figure 34). La concentration initiale de CTL de 1 mg/mL correspond à une valeur 

de 20 µg (pour 20 µL) de peptide analysé. Pour la L-CTL, le pic principal mesure 10,7 centimètres, et 

correspond ainsi à 19 µg de peptide, le pic secondaire faisant 0,6 µg (figure 34a). Les valeurs sont 

sensiblement identiques pour la D-CTL. 

Les courbes supérieures bleues indiquent un premier pic, correspondant aux sels relargués ou présents 

en surface du gel (NaIO4).  En effet, lors de la prise du gel avec le mélange à la solution de gélification, 

il existe un léger phénomène de synérèse : le gel relargue des sels qui restent présents à sa surface et qui 

se diluent dans le surnageant. L’ensemble des petits pics secondaires correspond au peptide dégradé : la 

longueur d’onde de mesure à 214 nm est caractéristique des liaisons peptidiques (Pauling 1960). Leur 

somme représente environ 40% de la valeur initiale de la CTL. Les courbes d’HPLC du surnageant à 7 

jours et du gel broyé présentent le même profil de courbe. Chacun de ces petits pics est ensuite analysé 

en spectrométrie de masse. 
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Analyse par spectrométrie de masse 

 

Figure 35 : analyse au spectrophotomètre de masse de D-CTL : forme oxydée (a) et réduite (b) 

Les pics indiquent le PM des éléments retrouvés dans l’échantillonnage. La forme oxydée (a) possède un atome 

d’oxygène en plus d’où un PM à 1876 g.mol-1. Les L et D-CTL possèdent exactement les mêmes pics.  

 

Les L et D-CTL préparées dans l’eau miliQ sont retrouvées intactes à la spectrométrie de masse (forme 

oxydée ou réduite) (figure 35). En revanche, lorsqu’elles sont récupérées dans le surnageant à 24 heures 

ou 7 jours, elles se présentent sous une forme dégradée, de poids moléculaire variable (figures 36-37). 

Il n’y a pas de lien entre l’intensité d’un petit pic d’HPLC et la nature des fragments peptidiques 

récupérés, même si certains fragments sont retrouvés de façon plus fréquente (768, 1051, 1448 g.mol-

1). En revanche, le peptide complet n’est presque pas retrouvé dans les surnageants quel que soit le temps 

(24 heures ou 7 jours), ni dans les broyats du gel avec cette technique.  
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Figure 36 : analyse spectrophotométrique des surnageants du gel AC1% L-CTL 

Différents pics de PM sont retrouvés dans chaque échantillon récupéré à l’HPLC. Ces PM ne correspondent pas 
au peptide en entier : ils sont globalement plus petits.  

 

  

    

 

Figure 37 : analyse spectrophotométrique des surnageants du gel AC1% D-CTL 

Le profil des pics est similaire à celui de la L-CTL, même si les pics ne sont pas identiques.   
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Figure 38 : sites préférentiels de clivage pour le peptide CTL 

Le peptide possède des sites de clivage possibles sur des liaisons peptidiques plus fragiles 
entre 2 acides aminés (AA). Lorsque l’oxydation d’un AA est possible (F : phénylalanine, 
M : méthionine, Y : tyrosine), la masse molaire croît de 16 g/mol à chaque oxygène ajouté. 

 

 

D’après le PM, différents fragments peptidiques possibles sont régulièrement retrouvées, à 24 heures et 

à 7 jours : 

 

- RSMRLSFRARGYG + (4O) (PM 1617) 

- RSMRLSFRARGYG + (O) (PM 1570) 

- SMRLSFRARGYG + (3O) (PM 1448) 

- SMRLSFRARGYGF + (O) (PM 1562) 

- RSMRLSFRAR (PM 1279) 

- RSMRLSFR (PM 1051) 

- SFRARGY (PM 768) 

- FRARGYGFR + (O) (PM 990) 

 

Certaines de ces formes sont oxydées, voire couplées avec des ions tel que Na, issu du NaIO4. Nous 

retrouvons fréquemment la séquence LSFR qui est le site actif de l’hélice α (Akaddar et al. 2010). Ainsi, 

même si le peptide est dégradé à ses extrémités, la préservation de ce site lui confère encore une activité 

antimicrobienne possible. Le clivage du peptide se fait le plus souvent sur un des sites de clivage déjà 

connu (liaisons peptidiques faibles) (figure 38), et certains ont déjà été identifiés comme étant actifs 
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(Briolat et al. 2005). L’ensemble de ces manipulations doit être refait en changeant l’eau par de la salive 

humaine contenant des protéases. En effet, l’eau est connue pour dégrader le peptide (Aslam et al. 2013), 

qui réagit différemment dans un environnement biologique contenant des peptidases. D’autre part, le 

fait que D-CTL ne soit pas dégradée par les endoprotéases en fait un peptide d’intérêt. 

Une autre hypothèse du non-relargage complet du peptide est que le peptide participe pleinement à la 

structure du gel, seule une fraction étant relarguée, dégradée ou non. En effet, la CTL chargée 

positivement se rigidifie au contact des membranes lipidiques biologiques chargées négativement, et 

solidifie ainsi l’ensemble (Jean-Francois et al. 2008). Lors des tests précédents de rhéologie, la première 

cinétique de gélification a montré que G’ était plus important avec présence de CTL (40 Pa) que sans 

(34 Pa) (chapitre 2, figure 16). Même si cette expérience doit être répétée, ces données vont dans le 

sens des résultats précédents : des liaisons existent vraisemblablement entre les quinones libres ou les 

autres charges négatives des chaînes de l’alginate-catéchol. 

 Lors de la dégradation du gel, le peptide emprisonné pourrait être actif contre les bactéries rencontrées, 

dans la mesure où la concentration bactérienne n’est pas trop importante et si le site actif de CTL est 

encore disponible. Des expériences sur du plus long terme doivent ainsi être menées. D’autres poids 

moléculaires bien plus importants sont retrouvés dans le surnageant au-dessus du broyat de gel (PM 

1380 à 7715). Ils peuvent correspondre à des agglomérats de peptides ou à des peptides liés à une chaîne 

d’alginate-catéchol.  
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IV. Évaluation de la colonisation bactérienne en surface et au sein 
du gel 

 

1. Matériels et méthodes 

 Quatre conditions sont évaluées :  

- Gel (AC 1%) sans bactérie. 

- Gel (AC 1%) seul avec bactéries (P. gingivalis). 

- Gel (AC 1% + PAM (D-CTL 3mg/mL)) avec bactéries (P. gingivalis). 

- Gel (AC 1% + amoxicilline 1µg/mL)) avec bactéries (P. gingivalis). 

 

Préparation des gels 

 Les gels sont préparés classiquement :  

- Mélange d’AC 1% pur (80 µl) à une solution d’eau ultrapure (MiliQ) (20 µl) contenant ou 

non les antimicrobiens. 

- Rajout et mélange de la solution de gélification (NaIO4-NaOH) (28 µl) à la solution 

précédente. 

 

Pour les visualisations directes sur boîtes de pétri 

100 µl d’une préculture de P. gingivalis à DO 0,001 sont déposés dans une boîte de pétri de milieu BHI. 

Les gels précédemment fabriqués sont apposés directement dessus et l’ensemble est mis à incuber 24 

heures à 37°C. 

 

Pour les visualisations sur coupes 

Les gels sont fabriqués et immédiatement aspirés par la seringue à insuline. Du milieu de culture (BHI) 

contaminé ou non est alors versé au-dessus du gel (150 µl). L’ensemble est laissé 24h dans l’incubateur 

à 37°C (figure 39). 

 

Figure 39 : montage du gel dans des seringues 

24 heures après incubation, les milieux contaminés sont vidés et la carotte de gel 
est éjectée à l’aide du piston après avoir sectionné la pointe de la seringue. 
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Traitement des gels 

 

Fixation 

Les gels sont récupérés, mis dans une solution de cacodylate de sodium 0,05 M + glutaraldéhyde 4% 

ajusté à pH 7.4 pendant 48h (fixation primaire). Ils sont ensuite lavés 3 fois 10 minutes (cacodylate de 

sodium 0,1 M pH 7.4). Une fixation secondaire est effectuée (cacodylate de sodium 0,1M + tetroxyde 

d’osmium 1%) pendant 30 min à 4°C. Les gels sont à nouveau lavés 2 fois 10 min et ensuite conservés 

dans le tampon de lavage. 

 

 Préparation pour la microscopie optique et en transmission  

 

Déshydratation 

Les gels sont mis dans des solutions d’éthanol de concentration croissante : 3 minutes à 30°, 5 

minutes à 50°, 5 minutes à 70°, 5 minutes à 95°, 3 fois 3 minutes à 100°. 

 

 Imprégnation 

Les carottes sont imprégnées dans les solutions suivantes : 

- Ethanol 100°/ résine Spurr (chémopolymérisable) (volume 1/1) : 10 minutes. 

- Ethanol 100°/ résine Spurr (chémopolymérisable) (volume 1/2) : 30 minutes avec 

capuchon fermé et 30 min avec capuchon ouvert. 

- Résine Spurr seule : 2 fois 60 minutes. 

 

Inclusion et polymérisation 

 Les gels sont inclus dans la résine Spurr et mis à polymériser dans une étuve à 60°C 

 pendant 48h minimum. 

 

 Préparation pour la microscopie électronique à balayage (MEB) 

 Les échantillons ont été préparés selon 2 méthodes : 

1.  Séchage à l’Hexamethyldisilazane (HMDS) 

Après la fixation primaire et déshydratation, les échantillons sont placés 

 successivement dans un mélange Ethanol absolu : HMDS 1/1 pendant 5min puis dans  un 

bain d’HMDS pur 2 fois 5min. Après avoir aspiré l’HMDS, les échantillons sont mis  à sécher sous 

sorbonne 24h minimum. 

 

2. Lyophilisation 
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Après la fixation primaire et lavage, les échantillons sont placés dans une solution de 

 cacodylate de sodium 0.05M + Sucrose 10% à 4° pendant 16h, puis rincés brièvement  à 

l’eau distillée et mis au congélateur à -80°C pendant 2h. Ensuite, ils sont mis à  lyophiliser pendant 

24h (Christ ALPHA 1-4 LD PLUS, MARTIN CHRIST, Osterodam  Harz, Allemagne). 

 

 

Visualisation des gels 

 

Microscopie photonique 

   Des coupes semi fines d’environ 1,25µm sont réalisées à l’aide d’un ultra-microtome  et 

montées sur des lames. Ces dernières sont colorées au bleu de toluidine et observées  au microscope 

optique (figure 40).  

 

Microscopie électronique en transmission  

 Des coupes ultrafines d’environ 100nm sont réalisées et déposées sur des grilles 100  mesh 

coatées au formvar et carbone. Les grilles sont contrastées à l’acétate d’uranyle  et au citrate de plomb 

puis observées au microscope électronique en transmission  (EM208, FEI, Eidhoven, Pays-Bas) 

sous une tension d’accélération de 70kV. Après  développement des négatifs, ces derniers sont 

numérisés à l’aide d’un scanner EPSON  PERFECTION V750 PRO (EPSON FRANCE, 

Levallois Perret, France).    

  

Microscopie électronique à balayage 

 Après séchage, les échantillons sont métallisés (HUMMER JR, ANATECH USA, 

 Hayward, CA, USA) puis observés au Microscope électronique à Balayage Quanta FEG 

 250, FEI, (Eidhoven, Pays-Bas), en mode conventionnel. 
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2. Résultats et discussion 

Microscopie Optique - gel sans antimicrobien 

 

 
 

  

 

 

 

Figure 40 : gel d’AC1% sans antimicrobien + P. gingivalis - vues microscope optique 

Les bactéries sont présentes sur tout le pourtour du gel (points bleus), et ne pénètrent pas au sein du gel. 

 

Les premières vues en microscopie optique montrent que sans PAM, le gel n’est pas antibactérien car 

une couche de bactéries organisée en biofilm vient le tapisser (figure 40). Ces bactéries s’immiscent 

également dans les interstices (bulles) créées initialement lors de la formation du gel, d’où l’importance 

de le préparer de façon homogène. En revanche, les bactéries ne pénètrent pas à l’intérieur du gel, qui 
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agit de ce fait comme une barrière mécanique.  Une étude sur du plus long terme doit cependant être 

menée afin de confirmer ces résultats.  
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MET - gel sans antimicrobien 

 

  

 

  

Figure 41 : gel d’AC1% sans antimicrobien au contact de P. gingivalis : vues MET 

Les vues au MET confirment que les points bleus vus en microscopie optique (figure 40) sont bien 
des bactéries. 

Les coupes en MET renforcent ces résultats préliminaires, et montrent l’agrégation de bactéries en amas 

en surface du gel. Elles sont arrondies et ne semblent pas adhérer facilement à la surface du gel (figure 

41). Le maillage du gel d’AC du gel est bien mis en évidence à fort grossissement. 

 

Microscopie optique - gel avec antimicrobiens (amoxicilline ou D-CTL) 

Les bactéries sont quasiment absentes de la surface des gels d’AC et ne pénètrent pas dedans non plus, 

sauf dans les bulles en surface (figure 42). Plus précisément, elles n’ont pas la possibilité de croître dans 

le surnageant et le gel reste intact. L’effet bactéricide déjà constaté par les techniques précédentes est 
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confirmé par la microscopie. Une évaluation sur un plus long terme permettrait de confirmer l’absence 

de colonisation à l’intérieur du gel grâce à sa structure et/ou la présence d’antimicrobiens encore actifs.  
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Figure 42 : gel d’AC 1% avec D-CTL et amoxicilline + P. gingivalis – vues microscope optique 

Les bactéries sont très peu présentes en surface et dans le gel. La présence de D-CTL et 
d’amoxicilline dans le gel assure un effet antimicrobien à 24 heures. 

Microscopie Électronique à Balayage 

 

 

Figure 43 : gel d’AC 1% pur- vue MEB 

Le gel présente une structure spongieuse (séchage par lyophilisation). Les pores participent aux propriétés 
viscoélastiques du gel, mais peuvent constituer des réservoirs bactériens en cas de contamination. 

 

La méthode de lyophilisation combinée au MEB, permet de visualiser la surface sur laquelle les 

bactéries peuvent se développer (figure 43).  

En l’absence d’agents antimicrobiens, P. gingivalis est retrouvé aussi bien sur les surface lisses que dans 

les anfractuosités du gel (figure 44). Lorsque la D-CTL (figure 45) ou l’amoxicilline (figure 46) sont 

rajoutées, il n’y a plus de bactérie en surface, comme le montrent précédemment les vues en microscope 

optique (figure 42). Ainsi, les gels chargés en D-CTL ou en amoxicilline empêchent la croissance 

bactérienne à leur surface sur 24 heures. 
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Figure 44 : gel sans antimicrobien au contact de bactéries à 24h – vues MEB G X 100 à G X 5000 

A gauche (a,c,e,f), différentes zones du gel observées et à droite, la même zone à fort grossissement (b,d,g,h).   
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Figure 45 : gel avec D-CTL – vues MEB G X 100 à G X 5000 

Les bactéries sont absentes de toute la surface du gel, y compris dans les pores. (a,c,e) : vue à faible 
grossissement ; (b,c,f) : la même vue à fort grossissement. (g,h) : autres vues à fort grossissement. 
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V. Tests de biocompatibilité 

 
 

1. Objectifs 

Le but de ces manipulations est de voir si ces gels sont biocompatibles avec les combinaisons « gel + 

antimicrobien » que nous testons. Les tests sont réalisés in vitro dans ce travail. 

 

2. Matériels et Méthodes 

Culture cellulaire 

Des cellules de fibroblastes humains (HGF-1) (ATCC CRL 2014) sont utilisées. La lignée cellulaire est 

préalablement mise en culture dans des flasques T-75. Le milieu de culture est du DMEM (Sigma-

Aldrich) supplémenté : 

 - en sérum fétal de bovin (Fetal Bovin Serum (FBS), Gibco, France) à 10 % (v/v).  

  - en antibiotique (mélange pénicilline/streptomycine, Gibco, France) à 1% (v/v). 

Les cellules sont mises à incuber à 37°C, à 95% d’humidité et 5% de CO2. 

 

Tests utilisés 

1. Test live/dead 

Le kit utilisé (Life Technology, France, Thermo Fisher Scientific, France) fait appel à la calcéine 

AM et l’homodimère-1 éthidium (EthD-1). La calcéine est un polyanion qui traverse la 

membrane d’une cellule vivante, puis ses groupes ester sont éliminés par les estérases 

intracellulaires. La molécule est alors fluorescente, et les cellules vivantes émettent un vert 

intense et uniforme (excitation maximum à 494 nm et émission maximum à 515 nm). L’EthD-

1 pénètre dans les cellules dont la membrane est endommagée, car il est normalement 

imperméable à la membrane plasmique. Il se lie à l’ADN avec une forte affinité et émet une 

fluorescence dans le rouge (excitation maximum à 528 nm et émission maximum à 617 nm).  

Le microscope à épifluorescence utilisé est un Nikon Eclipse TE200 équipé d’un objectif 63x 

PL APO (1.4 NA), d’un appareil photo numérique Nikon (DS-Q11MC) ; le tout étant piloté par 

le logiciel NIS-Elements software, Nikon, Japon. 

 

 

 

 

2. Test de viabilité cellulaire Alamar BlueTM  
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La viabilité des cellules sur les hydrogels suit les normes ISO 10993-5. Les fibroblastes humains 

HGF-1 sont répartis sur les puits d’une plaque 96 puits, à la densité de 1.104 cellules par puits, 

dans 100 µL de milieu de culture. 

A + 24 heures, le milieu est retiré et remplacé par un surnageant qui a été au contact d’un gel 

pendant 5 heures ou 24 heures, puis l’ensemble est remis à incuber. 

A + 3 jours, le surnageant est ensuite retiré, pour mettre à la place 100 µl d’un milieu contenant 

10% de solution Alamar Blue pendant 4 heures à 37°C. 

 

Comme pour les bactéries, les cellules vivantes émettent un signal rouge en fluorescence. Des 

contrôles positif et négatif sont effectués : 

 - Contrôle positif : cellules mises à incuber avec un milieu n’ayant pas été mis  en 

contact avec le gel. 

 - Contrôle négatif : cellules mises en contact d’éthanol 70% pendant 24 heures. 

  

 

 

3. Résultats et discussion 
 

Le test Live/dead apporte une information qualitative sur la réaction des fibroblastes humains vis-à-vis 

du surnageant du gel en montrant la vitalité des cellules en vert (Mateescu et al. 2015). Le signal 

fluorescent est intense pour chacun des surnageant testés, ce qui est une situation favorable (figure 46).  

 

 
 

Figure 46 : test live/dead – image de microscopie à flurescence 

Les cellules vivantes émettent un signal vert intense (A à E), et les cellules mortes au contact de l’éthanol un 
signal rouge (F). Différents gels ont été testés : AC seul (A), AC/L-CTL (B), AC-Plubis SH seul (C), AC-Plubis 
SH/L-CTL (D). Le surnageant seul au contact des cellules sert de contrôle positif (E), et les cellules au contact 

d’éthanol sert de contrôle négatif (F). 
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Le test Alamar Blue donne des informations plutôt quantitatives en comparant le taux de viabilité des 

cellules en contact avec un milieu, ayant été lui-même en contact ou non avec les gels (figure 47). Les 

résultats sont particulièrement favorables en faveur de fibroblastes, qui sont les principales cellules 

retrouvées dans l’attache conjonctive qui sertit le pilier implantaire.  

 

Figure 47 : test Alamar Blue sur des fibroblastes humains au contact de surnageant de gel 

Quelle que soit la combinaison de gel (AC ou AC-Plubis SH), avec ou sans CTL, le surnageant ayant été au 
contact du gel n’est pas toxique pour les cellules. 

 

 

Ces méthodes indirectes montrent ainsi que les produits de relargage du gel ne sont pas toxiques, 

notamment le NaIO4 qui est complètement inclus dans le gel, ou relargué à de très faibles doses. Le gel 

est stable dans le temps, mais des tests complémentaires de cytotoxicité sur plus long terme vis-à-vis 

des produits de dégradation pourraient compléter ces résultats.
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VI. Introduction au manuscrit 2 (Plos One) et au poster I 

 

 

Cet article et le poster développent les possibilités d’utiliser l’AC en tant qu’hydrogel antibactérien 

susceptible d’être injecté dans les connectiques implantaires. L’ensemble des manipulations a été réalisé 

avec le premier lot d’AC. L’article et le poster reprennent certaines manipulations réalisées dans les 

chapitres 2 et 3. Pour la caractérisation physico-chimique, nous retrouvons les cinétiques de 

gélification, les premiers tests d’adhésion (dont l’adhésion sur des tissus mous) et le test de relargage du 

peptide hors du gel. Pour les propriétés biologiques, les tests de cytotoxicité sont effectués sur des 

fibroblastes humains. Le pouvoir bactéricide des gels est évalué sur P. gingivalis, bactérie impliquée 

dans les maladies péri-implantaires.
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Poster I 
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Partie IV :  

Tests d’étanchéité des connectiques 

sur boîtes 
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I. Introduction 

 

La prothèse supra-implantaire de type vissée est généralement constituée d’une base en titane (Ti-base) 

sur laquelle est associée une couronne en céramique (zircone ou disilicate de lithium). L’avantage de 

ces systèmes transvissés est leur simplicité de mise en œuvre clinique lorsque les axes d’insertion sont 

respectés. Le titane n’endommage pas la connectique, et la colle assemble de façon durable le Ti-base à 

la couronne. En revanche, le puits de vissage sortant sur la face occlusale de la dent constitue une voie 

de passage bactérien supplémentaire (figure 48). 

L’obturation de ce puits doit alors respecter une procédure stricte qui assure un maximum d’étanchéité 

(voir ci-après).  

 

  

  

 

Figure 48 :  couronne transvissée avec Ti-base 

Lorsque l’axe de l’implant a pu être respecté, le puits de vissage émerge sur la face occlusale et 
peut être refermé de façon esthétique et étanche (système Thommen, données personnelles). 

 

Certains fabricants proposent aussi un type d’assemblage avec « puits d’accès angulé » : même si la tête 

du tournevis n’est pas parfaitement dans l’axe de la vis, il est possible de la visser correctement. Selon 

Ti-base 
Puits de 

vissage 
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leurs données, il est possible de visser jusqu’à 25° de divergence (sources : NobelBiocare) (figure 49). 

Cette solution permet d’associer un pilier en titane à connectique interne à une couronne (ou une 

armature) en zircone : le pilier (ou « Ti-base ») est placé dans l’implant, la couronne sur le Ti-base et la 

vis vient stabiliser l’ensemble dans l’implant. Cet assemblage crée toutefois une seconde connectique 

externe entre le Ti-base en titane et la couronne, elle aussi susceptible d’être contaminée par les 

bactéries.  

 

 

Figure 49 : systèmes de vissage avec puits de vissage angulé (images : NobelBiocare) 

Le système avec puits de vissage angulé permet d’obtenir une sortie de puits en face palatine 
pour les dents maxillaires antérieures, et ainsi de concevoir une prothèse transvissée. 

 

Plusieurs études ont étudié cette colonisation bactérienne des connectiques. La revue de littérature 

présentée précédemment (chapitre 1) décrit différentes méthodes évaluant le passage bactérien depuis 

l’intérieur vers l’extérieur de l’assemblage Ti-base/implant en contaminant initialement la chambre 

implantaire, puis en vissant la couronne secondairement. Le milieu de culture devient trouble quand les 

bactéries passent par l’un des hiatus entre l’intérieur de l’implant et le milieu extérieur (Steinebrunner 

et al. 2005; Dias et al. 2012). Le risque de ces techniques est d’obtenir des faux-positifs par 

contamination involontaire du milieu de culture.  

Une autre option consiste à assembler de manière stérile la couronne à l’implant, puis à évaluer la 

contamination interne après immersion dans un milieu contaminé (do Nascimento et al. 2009; Duarte et 

al. 2006; Pappalardo et al. 2007). Dans ce cas, les techniques proposées peuvent faire appel à la biologie 

moléculaire en écouvillonnant l’intérieur de l’implant, puis en détectant les bactéries présentes par des 

techniques d’amplification d’ADN bactérien (do Nascimento et al. 2012; do Nascimento et al. 2011), 

ou par un comptage du nombre de colonies (CFU) sur boîte de pétri après réensemencement (Baggi et 

al. 2013). D’autres techniques utilisent la microscopie à balayage (MEB) pour visualiser les bactéries 

après avoir démonté les pièces (Jansen, Conrads, and Richter 1997).  
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Quelle que soit la méthode retenue, les études constatent, en moyenne, une contamination des hiatus à 

partir de 15 jours d’incubation (Baixe, Tenenbaum, and Etienne 2016). 
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II. Objectifs 

 

Notre étude a pour objectif d’évaluer, en condition statique, l’étanchéité des microgaps entre les pièces 

prothétiques, et plus précisément entre le Ti-base et l’implant (joint Ti-base/implant (JTBI), premier 

microgap), et entre le Ti-base et la couronne (joint couronne/Ti-base (JCTB), deuxième microgap). Le 

puits d’accès est, lui, fermé de façon la plus étanche possible afin d’étudier uniquement ces deux voies 

de passage bactérien (figure 50). Des pré-tests nous ont permis de confirmer l’étanchéité de notre 

méthodologie de fermeture (data non présentées ici). 

 

Ensuite, les composants prothétiques sont soit vissés directement sur l’implant (couronne placée sur le 

Ti-base et maintenue par la vis), soit associés avec un collage entre le Ti-base et la couronne. Ces 

échantillons constituent nos contrôles positifs. 

Afin de tester l’efficacité de notre hydrogel, d’autres échantillons bénéficient de son injection dans la 

ou les connectiques (JCTB et/ou JTBI) afin de tester sa capacité à bloquer le passage bactérien. Le gel 

d’AC 1% chargé en D-CTL (3mg/mL) est retenu conformément aux conclusions du chapitre 3 (CMI du 

gel).  

    

Figure 50 : montage d’une couronne transvissée : possibilités de passage bactérien 

En pointillet rouge, le cheminement bactérien par le joint Ti-base/implant (JTBI). 

En orange, leur passage des bactéries le long du joint Ti-base/couronne (JTBC) puis par la vis.   

Obturation 

occlusale 
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En tiret vert, la colonisation passe par un puits occlusal perméable, puis le long de la vis.  
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Quatre groupes d’échantillons ont ainsi été testés : 

 

- Groupe 1 : Le Ti-base et la couronne sont vissés, laissant 2 microgaps accessibles à la contamination ; 

- Groupe 2 : Le Ti-base et la couronne sont collés, laissant comme seul microgap le joint Ti-

base/implant ; 

- Groupe 3 : Le Ti-base et la couronne sont vissés, les deux microgaps sont remplis de notre hydrogel ; 

- Groupe 4 : Le Ti-base et la couronne sont collés, laissant comme seul microgap le joint Ti-

base/implant. L’hydrogel est injecté dans celui-ci. 

 

 

 

III. Matériels et méthodes 

 

1. Préparation des implants et des boîtes 

 

Notre étude repose sur une méthode d’évaluation de la contamination depuis l’extérieur vers l’intérieur, 

comme ce qui se passe en milieu buccal. Afin de déterminer le délai de contamination des espaces 

internes, nous avons imaginé une méthodologie originale. Celle-ci consiste à positionner l’implant entre 

deux compartiments étanches, de couper sa partie apicale jusqu’aux espaces internes et de contaminer 

le compartiment en regard de la couronne. Nous pouvons dès lors déterminer le délai d’invasion des 

espaces internes lorsque le compartiment apical est contaminé. 

 

Pour ce faire, une boîte en téflon (e-PTFE) est réalisée par usinage. Elle comprend 1 compartiment 

principal pour le milieu de culture contaminé par E. coli, et 2 compartiments secondaires pour les 

milieux de cultures stériles. Un trou est réalisé entre chacun des compartiments secondaires et le 

compartiment principal, centré sur le milieu des compartiments secondaires, à l’aide de forets Nobel 

Biocare (Twist Step Drill) de diamètre croissant : 2 - 2.4/2.8 – 3.2/3.6 – 4.2/4.6 millimètres. 

Pour chaque échantillon, 1 implant dentaire (Nobelbiocare, Nobel parallel TM Conical Connection 5,5 x 

15 mm) est sectionné à l’aide d’une fraise « transmétal » à son apex sur 4 mm environ afin d’accéder au 

fond de la chambre implantaire (figure 51). L’implant est enrobé de colle cyanoacrylate sur la surface 
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externe, puis vissé immédiatement dans son trou correspondant. L’ensemble est laissé 24 heures afin 

d’obtenir une polymérisation complète de la colle, puis la boîte est stérilisée sous sachet. 

Nos pré-tests au bleu de méthylène ont confirmé l’étanchéité de ce collage implant/téflon. 

 

   

 Figure 51 : assemblage FCZ, Nobelbiocare : trait de section de l’implant 

L’implant est sectionné (trait rouge) afin de permettre le passage des 
bactéries d’un compartiment à l’autre si les joints ne sont pas étanches 

 

2.  Céramisation du puits de vissage 

 

Pour chaque échantillon, l’ensemble Ti-base/vis/couronne est fourni par la société NobelBiocare. Toutes 

les couronnes sont de morphologie identique, constituée d’un monobloc de zircone FCZ® (Full Contour 

Zirconia). Une petite gouttière est aménagée sur la partie occlusale du puits de vissage, et une couche 

de céramique feldspathique (Cercon Kiss, Dentsply Sirona) y est apposée, selon une méthode 

traditionnelle, par un prothésiste expérimenté (figure 52). 

 

Figure 52 : céramisation du puits de vissage 

Avant céramisation Céramique  

Partie apicale de l’implant 

coupée 
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La vitrocéramique est apposée dans la petite gouttière occlusale prévue à cet effet. Elle entre sur environ deux 
millimètres dans le puits occlusal. Elle assure l’étanchéité grâce à un protocole de collage avéré (mordançage / 

silanisation). 

 

3. Préparation initiale des couronnes 

 

La préparation varie selon les groupes d’échantillons :  

 

- Groupes 1 à 4 : la vitrocéramique est mordancée 2 minutes à l’acide fluorhydrique (Ultradent ® 

Porcelain Etch), puis rincée abondamment. La couronne est séchée et stérilisée sous sachet en suivant 

un cycle prion conventionnel à 134°C.  

- Groupes 2 et 4 : en plus de ce mordançage, le collage Ti-base/Couronne est effectué avec le kit 

Multilink® Hybrid Abutment (Ivoclar Vivadent) par un prothésiste expérimenté. Les excès sont éliminés 

et le joint est poli à l’aide de polissoires de laboratoire avant stérilisation. 

 

4. Assemblage des couronnes dans les implants 

 

Vissage 

 

Chaque couronne est d’abord vissée manuellement dans son implant (figure 53). Lorsqu’un assemblage 

est testé avec gel, ce dernier est injecté dans la connectique au niveau de l’implant et/ou entre la couronne 

et son Ti-base. Ainsi, il déborde légèrement à l’insertion de la couronne, sans empêcher la mise en place 

de celle-ci. 128 µL sont préparés pour chaque assemblage. Les couronnes sont ensuite vissées à un 

torque d’usage, recommandé par le fabriquant (35 N.cm), à l’aide d’une clef dynamométrique. 

 

  

Bande de téflon déroulée 

Bande de 

téflon  

roulée 

vis 
Pilier ou «Ti-base » 

couronne 

a b 
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Figure 53 : assemblage prothétique démonté et vissé dans la boîte 

L’assemblage prothétique (a), préalablement stérilisé, est monté dans la boîte (b) (ici assemblage vissé). 

Le téflon est bien tassé contre la vis avant la fermeture du puits occlusal. 

Fermeture du puits de vissage 

 

Chaque puits est ensuite obturé de façon la plus étanche possible afin de ne pas avoir de passage 

bactérien à ce niveau. Un protocole conventionnel (« collage complet ») est effectué dans les 

manipulations présentées dans ce travail (figure 54) : 

 

- Obturation du puits de vissage par une bande de téflon roulée sur elle-même (ruban PTFE 12 mm x 

0,075 millimètres, GEB). La bande roulée, préalablement stérilisée, est compressée contre la vis à l’aide 

d’un fouloir, et laisse la céramique stratifiée libre afin de réaliser le collage. 

 

- Silanisation au Monobond S plus (Ivoclar Vivadent) : 60 secondes. 

 

- Mise en place d’adhésif (G-Premio Bond, GC) sur la céramique occlusale à l’aide de minibrush, 

polymérisation de 20 secondes. 

 

- Mise en place d’une résine composite (Estelite Sigma Quick- Quick cure) sur la partie occlusale libre 

du puits (polymérisation de 20 secondes). 
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Figure 54 : protocole clinique de fermeture du puits de vissage 

La fermeture du puits est effectuée en mettant une boulette de 
téflon stérile, puis respectant un protocole de collage complet. 

Mise en place du milieu de culture 

 

Le milieu LB est versé dans chacun des 3 compartiments : 150 mL pour le milieu « contaminé » au 

niveau des couronnes, et 75 mL pour chacun des compartiments « stériles » (figure 55). 100 µL de 

bactéries E. coli issues d’une préculture sont injectées dans le bain « contaminé ». Des films transparents 

(Sealing tape sterile, Thermoscientific) sont collés de façon individuelle sur chacun des 3 compartiments 

de chaque boîte afin d’éviter les contaminations d’un compartiment à un autre. Les boîtes sont mises 

sur un agitateur, dans un incubateur à 37°C (300 rpm). 
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Figure 55 : mise en place du milieu de culture 

Le milieu de culture est versé dans chacun des compartiments, puis chaque compartiment 
est recouvert d’une feuille adhésive stérile. 

 

Incubation et suivi 

 

Le compartiment principal est contaminé par E. coli (ATCC 25922 et K12), à une DO de 0,001. Cette 

bactérie est utilisée en tant que modèle expérimental. Les milieux sont vérifiés tous les jours, et le bain 

contaminé est changé tous les 2 jours. La manipulation est effectuée sur 1 mois. Dans chacune des 4 

boîtes, 2 conditions différentes (G : Gauche, D : Droite) sont testées pour toutes les expériences. À ce 

jour, trois séries de manipulations ont été réalisées. 

Un contrôle régulier de la DO est effectué pour chacun des milieux au niveau de l’apex de l’implant. 

Un prélèvement de 5 µl est également effectué et remis en culture sur des boîtes de pétri de milieu LB 

afin de s’assurer de la non-contamination du milieu.    

 

Visualisation au Microscope (MEB) 

 

Les échantillons sont démontés des boîtes pour les visualiser au MEB lorsque la contamination est 

effective ou après un délai d’un mois pour ceux n’ayant pas subi de contamination. Selon le cas, soit la 

couronne est laissée assemblée à l’implant afin d’obtenir une vue d’ensemble externe, soit elle est 

dévissée de l’implant. Dans ce cas, le composite occlusal est fraisé et la boulette de téflon est retirée 

pour accéder à la vis. L’ensemble est démonté pour visualiser les différents hiatus. 

 

Fixation 

La fixation est réalisée dans un mélange de cacodylate de sodium 0,05 M + glutaraldéhyde 4% 

ajusté à pH 7.4 pendant 48h (voir protocole chapitre 3). Les différents éléments préparés sont : 

la boulette de téflon, la couronne zircone avec le Ti-base collé ou non, la vis et l’implant.  

 

Déshydratation  
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Deux types de préparations sont effectuées (voir protocole chapitre 3) : déshydratation 

classique au HMDS et par lyophilisation. 
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IV. Résultats 

1. Microbiologie 

A ce jour, 25 assemblages ont été testés. Les résultats sont rapportés tout d’abord dans un tableau 

exprimant la contamination avant 1 mois (O), ou la non-contamination à 1 mois (N) (Tableau 1). 

 

Échantillon # Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 

1 O O O N 

2 O O O N 

3 O O N N 

4 N N N N 

5 N O N / 

6 O N O / 

7 O N O / 

8 N N O / 

9 O N O / 

10 O O O / 

11 O / O / 

 

Tableau 1 : contamination/ non-contamination à 1 mois par groupe testé 

Le bain de la partie apicale des assemblages, initialement  « stérile »,  peut être contaminé ou non à l’issu des 30 
jours de manipulation. Ce tableau résume par type d’ échantillon, si la contamination a eu lieu (O) ou non (N). 

 

A titre d’illustration, pour la première série de manipulations (4 boites), de tous les assemblages, seul 1 

échantillon « couronne collée sur Ti-base sans gel » (Groupe 2) est contaminé à partir de J +23 jours 

(figure 56). 
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Figure 56 : contamination à 1 mois 

(a) : le compartiment supérieur gauche est contaminé (boîte 1, Gauche (1G)), impliquant un passage 
bactérien depuis le compartiment inférieur. (b) : les compartiments contaminés sont vidés, et une mesure de 

DO est réalisée pour chacun des milieux propres restants (de 0,003 à 0,020). 

Le réensemencement sur boîte de pétri à J +23 jours confirme la croissance bactérienne (figure 57). Les 

DO issues des milieux stériles sont comprises entre 0,001 et 0,020 pour chacun des compartiments, sauf 

le 1G indiquant 1,707.  

 

Figure 57 : réensemencement des compartiments 

Seul l’échantillon 1G est contaminé. 

 

Une autre représentation possible des résultats consiste à exprimer le délai de contamination pour 

chacun des groupes testés, sous la forme d’un graphique (figure 58). 

 

a b 
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Figure 58 : taux d’échantillons contaminés par groupe (G1 à 4) en fonction du temps 

Après un mois de contamination, au moins 50% des échantillons testés sans gel présentent 
une contamination interne. Il n’y pas d’échantillon contaminé dans le Groupe 4 (collé + gel) 

dans nos manipulations. 

 

 

Comme attendu, les assemblages à microgaps ouverts (sans gel) présentent des contaminations (G1 et 

G2) ; d’autant plus précoces lorsque ces microgaps sont doubles (G1). Le groupe G4 n’a présenté aucune 

contamination à 1 mois. En revanche, la manipulation en cours actuellement, concernant le groupe G3 

présente déjà 40% de contamination à 15 jours. L’imagerie devrait permettre de préciser l’origine de 

celle-ci. Parmi les hypothèses envisagées, la contamination accidentelle doit être vérifiée en premier 

lieu. Ensuite, la présence de deux microgaps étanchéifiés à l’aide du gel (contrairement au groupe G4) 

augmente logiquement le risque d’application incomplète et de voies de percolation possible. Le 

contrôle en MEB devrait nous permettre de confirmer ou d’infirmer ces hypothèses. Une autre hypothèse 

est une perte d’activité de la D-CTL, ce qui pourrait être vérifié par HPLC.  
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2. Visualisation MEB 

Assemblage représentatif du Groupe 2 (collé sans gel) 

1. Couronne et implant assemblés, sans passage bactérien  

  

  

  

  

a 
b 

c 
d 

e f 

g h 
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Figure 59 : assemblage Ti-base/couronne non contaminé, vue MEB 

Les bactéries contaminent toutes les surfaces exposées. Le joint de colle entre le Ti-base et la couronne zircone 
est particulièrement colonisé (c-f), ainsi que le joint Ti-base/implant (g-h) qui comporte des anfractuosités dans 

lesquelles se nichent les bactéries. À gauche, le plan d’ensemble (a,c,e,g) et à droite, la vue grossie (b,d,f,h). 

 

2. Éléments séparés sans passage bactérien  
 

La couronne et l’implant sont dévissés avant de visualiser séparément la couronne, la vis, le téflon et 
l’implant.  

 

  

  

  

 

Figure 60 : couronne collée avec connectique non contaminée, vue MEB 

Au niveau de la couronne, les bactéries sont présentes en plus grande quantité sur le rebord qui est à proximité 
du Ti-base en titane (a,b). Le joint de colle Ti-base/implant apparaît inégal selon l’endroit de l’observation : 

a 

b 

c 

d 

e f 
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il est soit débordant, soit légèrement manquant (c,d). La connectique n’est pas contaminée, malgré la présence 
de quelques impuretés (e,f). a,e : vue d’ensemble et respectivement b,f : vue agrandie.  
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Figure 61 : implant avec connectique non contaminée (groupe 2), vue MEB 

L’implant est globalement « propre » à l’intérieur de la connectique malgré quelques bactéries isolées (a-e). 
Les rebords et le tout début de la connectique sont toujours complètement contaminés par des colonies de 
bactéries (g-h). 

c d 

e f 

g h 

a b 

c,d,e 

g,h 
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4. Tests d’étanchéité sur boîtes 

 148 

 

  

  

 

Figure 62 : vis avec connectique non contaminée, vue MEB 

Il n’y a pas de bactéries sur et entre les spires.  

 

  

a b 
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Figure 63 : téflon avec connectique non contaminée, vue MEB 

Le téflon n’est pas contaminé par les bactéries, qui ne passent pas au-dessus de la vis. 

d c 
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Joint peu contaminé (groupe 2) Joint très contaminé (groupe 4) 

  

  

  

 

Figure 64 : comparaison des joints de collage des assemblages collés 

En fonction du polissage du joint de collage, les bactéries adhérent facilement (D : b,d,f) ou dans une moindre 
mesure (G : a,c,e) au joint de collage. Dans la majorité des manipulations effectuées, l’aspect du joint est celui 

d’un joint très contaminé (D). Les bactéries adhèrent à la résine du joint et aux bavures de résine laissées en 
place. 

  

a b 

d c 

e f 
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3. Éléments séparés avec passage bactérien  

 

  

  

  

  

 

b 

d 

e f 

g 

h 

c 

couronne 

a 

s
c 

d 

e,f 

h 
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Figure 65 : couronne collée avec connectique contaminée, vue MEB 

Les bactéries sont présentes sur la surface coronaire de la zircone, en quantité plus importante au niveau du 
rebord que sur le reste de la surface coronaire (c,d). Peu de bactéries sont présentes au niveau du joint de colle 
(e,f). La connectique Ti-base/implant est complètement contaminée, ce qui montre que les bactéries sont bien 
passées par ce hiatus (g,h). 

 

  

  

  

a b 

c d 

e f 

c,d 
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Figure 66 : implant avec connectique contaminée, vue MEB 

L’implant est observé individuellement au niveau de la connectique (a,b). Un grossissement à partir de 1500 
permet de bien mettre en évidence un tapis bactérien présent sur le col lisse implantaire (c-e). Quelques 

bactéries sont observées au niveau de la connectique (f-h). 

  

g h 

h 

e,f 
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Figure 67 : vis avec connectique contaminée, vue MEB 

a b 

c d 

e f 

g 

h 

vis 

b,c d 
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La vis est légèrement contaminée, sur la tête de vis et le long du corps de vis (a-d). À l’extrémité, 
les bactéries sont plus présentes, en amas, et concentrées dans les anfractuosités avant chaque spire 
(g,h). 

 

  

  

 

Figure 68 : téflon avec connectique contaminée, vue MEB 

Le téflon est contaminé dans de nombreux interstices, où les bactéries sont concentrées. 

 

  

a 

d 

b 

c 

Bouchon de téflon 
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Implant contaminé (ech1(G2)) Implant non contaminé (ech3(G2)) 

  

  

  

 

Figure 69 : comparaison de la connectique implant contaminé/implant non contaminé 

a 

b c 

e d 

f g 
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Coupe de l’implant (a). Sur chaque photo en haut à droite, la zone étudiée correspondante. La connectique de 
l’implant contaminé (b,d,f) est envahie par les bactéries, notamment au niveau du pas de vis où leur présence est 

plus importante. Seuls quelques résidus sont présents dans l’implant non contaminé (c,e,g). 
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Assemblage représentatif du Groupe 4 (collé avec gel) 

1. Éléments séparés, sans passage bactérien 
 

  

  

  

  

Figure 70 :  implant « non contaminé », vue MEB 
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La technique de lyophilisation permet de conserver au maximum le gel afin de l’observer au MEB et lui 
donner un aspect en forme de gouttes (a). L’intérieur de la connectique, remplie de gel, est peu contaminée à 
+ 30 jours (a-h). Les rebords de l’implant, en contact avec le milieu contaminé sont colonisés, mais les 
colonies bactériennes s’arrêtent fréquemment en front de gel (h).   

  

  

  

  

 

Figure 71 : couronne « non contaminée » avec gel, vue MEB 

a b 
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g h 
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Le joint de collage couronne zircone/Ti-base est plus régulier et mieux préservé par lyophilisation. Il y a peu 
de bactéries présentes dessus (b), contrairement au reste de la couronne en contact avec le milieu contaminé 
(c-d). L’extrémité du Ti-base est également propre et n’a pas été contaminée (e,f). Les surfaces du Ti-base 
en contact avec l’implant présentent encore des traces de gel non contaminé (g-h).  

 

 

 

Tête et corps de vis Filetage 

 

  

  

  

 

Figure 72 : vis « non contaminée » avec gel, vue MEB 

La vis ne présente pas de contamination (a-f). Il y a des traces de gel au centre de la vis (c-e) et sur son 
filetage (d,f), liées à l’insertion de la couronne dans l’implant au moment de sa mise en place. 
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gel 
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gel 
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Figure 73 : bouchon de téflon, échantillon « non contaminé » avec gel, vue MEB  

Le téflon n’est à aucun moment au contact du gel. Il existe de rares bactéries présentes en superficie (c-d) 
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Assemblage représentatif du Groupe 1 (vissé sans gel) 

 

1. Éléments séparés avec passage bactérien (échantillon 1 (G1)) 
 

  

  

  

 

Figure 74 : visualisation joint Ti-base/ couronne : vue du Ti-base contaminé 

Les bactéries sont particulièrement présentes sur le Ti-base contaminé. Les surfaces du plateau 
implantaire en regard de la couronne attirent particulièrement les bactéries (c,d), qui plongent 

ensuite dans le puits de vissage (e,f). 
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Figure 75 : vue de la connectique d’un Ti-base non contaminé (Groupe 1) 

Les bactéries sont particulièrement présentes sur le pourtour du Ti-base en contact avec le milieu contaminé, et 
ne rentrent pas dans le joint Ti-base/implant 

 

 

V. Discussion  

Pour les échantillons sans gel et sans passage bactérien (figure 59-63), les bactéries sont retrouvées 

sur les zones rugueuses telles que le joint de collage (au niveau du JTBC) (figure 64), la partie de la 

couronne en zircone à proximité du JTBC et tout le long du JTBI. 

Le joint de collage étant au contact des tissus mous, sa colonisation par des bactéries peut entretenir 

une inflammation localisée (mucosite péri-implantaire), qui peut s’étendre au tissu osseux (péri-

implantite). Les systèmes implantaires développant de plus en plus des solutions transvissées avec 

collage d’un élément céramique sur un Ti-base, ce problème peut s’avérer inquiétant d’un point de 

vue épidémiologique. Il n’y pour l’instant pas d’étude montrant un lien de causalité entre ce joint de 

colle contaminé et la présence de maladie péri-implantaire, mais en tant qu’élément favorisant la 

croissance bactérienne, il peut s’avérer être un facteur de risque indirect des MPIs (Jepsen et al. 

2015).  

De toute façon, le JTBI doit être poli au maximum par le laboratoire de prothèse car il existe un lien 

entre la rugosité de surface et la croissance bactérienne : plus la surface est lisse et moins les bactéries 

adhèrent et se développent (Subramani et al. 2009). Elles sont également moins adhérentes à la 

zircone ou au titane qu’à la résine (Lee, Jung, et al. 2011). Ce joint doit être ainsi le plus fin possible. 

La présence importante de bactéries sur la partie en zircone juste après le joint de collage peut être 

liée à un état de surface plus rugueux (Yu et al. 2016), cette zone étant moins accessible aux fraises 

d’usinage. Il s’agit de la polir scrupuleusement avant de coller le Ti-base.  

b a 

Front 

 bactérien 
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Il n’y a pas de bactéries le long de la vis et sur le bouchon de téflon, ce qui témoigne de l’étanchéité 

des assemblages ainsi que du puits de vissage, dans les conditions testées. Le joint de colle présente 

parfois un mauvais état de surface qui peut être lié au protocole expérimental (préparation HMDS) 

qui l’endommage, d’où l’utilisation de la lyophilisation dans la suite des manipulations. Dans tous 

les cas, le joint de collage s’avère étanche en profondeur sur la période de 30 jours. 

 

La manipulation est menée de façon statique, et sur un mois seulement. Des études dynamiques à 

plus long terme (forces régulières appliquées sur la couronne) permettraient d’ouvrir le joint (avec 

ou sans gel) afin de voir le trajet des bactéries dans la connectique. 

 

Pour un échantillon contaminé du groupe 2 (ech1(G2)), les bactéries sont retrouvées dans le JTBI 

(figures 65 et 66), réparties dans toute la connectique. De plus, la vis (figure 67) et la boulette de 

téflon (figure 68) sont contaminées, ce qui montre que les bactéries remontent bien le long de la vis 

par le JTBI pour contaminer les espaces internes avec un torque à 35 N.cm et en statique. Les coupes 

d’implant ‘contaminé’ et ‘non contaminé’ viennent confirmer que lors d’une contamination, il existe 

bien un cheminement bactérien dans le JTBI (figure 69). Le téflon agit ainsi comme un véritable 

réservoir dans lequel les bactéries peuvent proliférer. 

 

Les échantillons avec gel (Groupe 4) restent stériles à 30 jours. La présence des bactéries est plus 

développée sur le rebord implantaire (figure 70) et sur les parties plus rugueuses de la couronne 

(figure 71). Il n’y pas de bactéries dans la connectique (figure 72, g-h), sur la vis (figure 72) ou sur 

la boulette de téflon (figure 73).  

 

Les surfaces exposées du gel à l’extérieur présentent parfois des tapis bactériens, suggérant que les 

propriétés antibactériennes du gel s’estompent avec le temps face à un renouvellement constant de 

bactéries. 

Lorsque les bactéries colonisent la connectique, leur quantité est initialement assez faible 

contrairement à la surface de la couronne. Le gel pourrait ainsi agir efficacement car le ratio quantité 

de gel/nombre de colonies bactériennes est en faveur du gel. Il existe d’ailleurs un front de bactéries 

assez caractéristique qui s’arrête exactement au niveau du gel, même 30 jours après sa mise en place 

(figure 70). 
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Les échantillons vissés sans gel (Groupe 1), lorsqu’ils sont contaminés, montrent la présence de 

vastes colonies, surtout concentrées sur le plateau du Ti-base (figure 74), mais aussi sur tout le 

pourtour du Ti-base, même en l’absence de contamination interne (figure 75). Ce développement 

bactérien est inquiétant d’un point de vue clinique, car ce pilier est en regard des tissus mous. 

 

La mise en place d’un gel dans les deux microgaps permettrait de limiter cette croissance bactérienne. 

Les manipulations en cours (Groupe 3 : vissé avec gel) permettront vraisemblablement de confirmer 

la nécessité d’obturer ce hiatus grâce à l’absence de bactéries dans les connectiques avec gel.  

 

Dans une revue de littérature, Bumgardner et coll. évoque les différentes stratégies de biomatériaux 

mises en œuvre pour la prévention des MPIs (Bumgardner et al. 2011). Certaines pourraient alors 

être développées pour rendre les surfaces externes des pièces implantaires antibactériennes : 

revêtement d’ions (Ca+, N+, F+, Ag+), nanostructure à base de ZnO, gel relarguant un agent 

antimicrobien ou polymère antibactérien comme le chitosan. Un  peptide relié à un antibiotique, et 

clivable en présence d’une réaction inflammatoire a même été développé : le peptide relargue 

l’antibiotique en présence de l’exsudat inflammatoire des bactéries (Suzuki et al. 1998). Toutefois, 

l’agent antibactérien, parfois retenu dans le polymère, peut présenter une baisse d’activité 

antimicrobienne. (Woo, Mittelman, and Santerre 2000). De plus, toutes ces solutions ont un potentiel 

limité sur le long terme (Norowski and Bumgardner 2009). L’intérêt d’un gel est de pouvoir être 

remplacé, tout en présentant des activités similaires. 

 

VI. Introduction au poster II 

Ce poster (non présenté) expose une des prémanipulations avec les boîtes qui évalue une vis de 

cicatrisation dans l’implant, et un assemblage du Groupe 1 (vissé sans gel). La vis est restée stérile sur 

un mois, tandis que l’assemblage a été contaminé en 15 jours. Les vues de MEB permettent de confirmer 

la présence (ou l’absence) des bactéries dans les microgaps. 
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Poster II 
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Conclusions et perspectives 

 

Les maladies péri-implantaires sont des pathologies d’actualité, touchant entre 10% et 20% des implants 

posés dans le monde. Elles sont directement liées aux bactéries contenues dans la plaque dentaire, 

organisées en biofilm, et qui infiltrent les surfaces implantaires pour ensuite détruire l’os péri-

implantaire sous-jacent. La prévention passant par une hygiène buccodentaire adaptée, et la gestion des 

facteurs de risque modifiables est un prérequis qui diminue le risque de développer ou d’aggraver une 

maladie péri-implantaire. Lorsque la péri-implantite est installée, de nombreux traitements sont 

proposés, visant à éliminer de façon mécanique la plaque dentaire et à reconstruire les tissus 

endommagés si nécessaire par de la chirurgie. Afin d’améliorer l’efficacité des traitements, une 

antibiothérapie est administrée le plus souvent par voie orale. Le traitement de référence est une 

combinaison d’amoxicilline associée à du métronidazole, qui améliore l’efficacité du traitement 

mécanique, en ciblant principalement P. gingivalis, une bactérie à Gram négatif parodontopathogène. 

Celle-ci est particulièrement impliquée dans les maladies parodontales et les péri-implantites à cause de 

son facteur de virulence, le lipopolyscccharide (LPS). S’il n’y a pas encore de consensus précis vis-à-

vis de l’antibiothérapie, il est important de constater le nombre croissant d’allergies, d’intolérances ou 

de résistances bactériennes face aux antibiotiques, ce qui pousse à limiter leur utilisation et à les prendre 

sur une courte durée.  Il existe toutefois des échecs dans la prise en charge des péri-implantites, la 

décontamination attendue n’étant certainement pas à la hauteur des moyens thérapeutiques mis en 

œuvre. En particulier, l’ensemble de ces traitements ne prend pas en considération la décontamination 

de la connectique, ce qui est inquiétant compte tenu de sa proximité avec les tissus atteints et de son rôle 

de réservoir bactérien. 

 

La première partie de ce travail de thèse a consisté à établir une revue de littérature sur le degré de 

précision de la connectique implantaire et des possibilités de contamination bactérienne. Résumée dans 

un premier article indexé, elle explique les façons d’évaluer les dimensions du hiatus et sa colonisation 

bactérienne, ses relations avec les tissus vivants et les possibilités de désinfection de la connectique. Les 

résultats de notre investigation ont montré qu’il existe un espace entre l’implant et le pilier ou le Ti-base 

de la prothèse vissée par-dessus (microgap). L’importance de ce hiatus est liée à l’imprécision des pièces 

prothétiques : il est estimé en moyenne à 5 µm, mais il existe de grandes variations dans les études allant 

jusqu’à 50 µm. Il est plus large à l’extérieur du joint Ti-base/implant et se réduit vers l’intérieur. Dans 

des conditions physiologiques, le microgap s’ouvre et se ferme en fonction des forces qui s’appliquent 

sur la couronne supraimplantaire (jusqu’à 64 µm) (Zipprich et al. 2007), créant un mouvement de 

pompage des bactéries qui peuvent circuler vers l’intérieur de la connectique. Les autres espaces vides 
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intra-implantaires (chambre implantaire sous le pas de vis, espace vacant au-dessus de la tête de vis) 

constituent de véritables réservoirs bactériens, situés à proximité des tissus péri-implantaires fragiles. 

Quelques études ont évalué l’efficacité de gels colloïdaux injectés dans la connectique, mais leur 

efficacité clinique n’est valable que sur une courte période (3 mois). 

 

Dans ce contexte, nous avons cherché à développer un hydrogel qui puisse être injecté dans la 

connectique pour faire tout d’abord office de barrière physique contre les bactéries. Les hydrogels 

récemment développés en médecine ont attiré notre attention : ils possèdent une matrice 

tridimensionnelle qui leur confère une résistance accrue vis-à-vis de la dégradation par rapport aux 

suspensions colloïdales. Constitués principalement d’eau, leur viscoélasticité leur permet une 

déformation en relation avec l’application souhaitée. 

Nous avons retenu l’alginate-catéchol (AC) dans ce travail de thèse : inspiré du système d’adhésion de 

la moule marine sous forme de poly(DOPA), cet hydrogel s’est avéré adhérent sur les oxydes 

métalliques (titane et acier inox) ainsi que sur les tissus mous (gencive de porc) dans nos tests de 

rhéologie. Injecté dans une connectique, il peut coller aux pièces implantaires et au tissu conjonctif 

environnant (pour les excès), créant un obstacle pour le développement du biofilm bactérien. De plus, 

en l’associant à de l’acide pluronique bisSH dans la première partie de la thèse, nous avons pu renforcer 

ses propriétés mécaniques. Nous pourrions encore tester son potentiel adhésif sur la zircone, oxyde 

métallique qui est un matériau répandu en implantologie pour la reconstruction des suprastructures 

prothétiques.  

 

 

L’intérêt d’un hydrogel par rapport à une colle biologique, et en particulier pour l’AC, est de pouvoir se 

déformer en traction et compression au gré des mouvements physiologiques de la couronne 

supraimplantaire ou du pilier dans l’implant, tout en restant collé aux parois de la connectique, et cela 

en milieu humide. Dans ce travail de thèse, les propriétés adhésives démontrées au rhéomètre sont 

comprises entre 1 et 10 J.m-2, ce qui est largement suffisant pour l’application que nous souhaitons. 

Le gel a une structure chimique qui se stabilise dans les 24 premières heures. Il perd légèrement ses 

propriétés adhésives s’il est sollicité une deuxième fois (tacking test). Cliniquement, il serait important 

d’injecter le gel une seule fois dans la connectique avant de mettre en place définitivement le pilier ou 

la couronne transvissée pour bénéficier du maximum de son potentiel adhésif. En clinique, le gel serait 

présent en milieu humide mais confiné dans la connectique, exposé au « lavage » salivaire seulement à 

sa surface. Dans notre travail, nous avons démontré sa stabilité en milieu aqueux (PBS) sur un mois, et 

l’expérience pourrait être renouvelée dans de la salive artificielle.  
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La cinétique de gélification de ces gels est très rapide (moins d’une minute), ce qui est largement 

compatible avec un usage clinique. L’idéal serait de mettre en place les produits dans une seringue avec 

embout automélangeur afin de simplifier sa manipulation. Le gel n’est pas soluble à des températures 

« physiologiques » (de 25 à 50°C), et reste ainsi compatible avec la prise de boissons chaudes. 

 

Préalablement aux tests antimicrobiens, nos études de biocompatibilité ont montré l’absence de 

cytotoxicité du gel vis-à-vis de fibroblastes humains. Une confirmation de ces premiers résultats vis-à-

vis de kératinocytes (présents dans l’épithélium de jonction péri-implantaire) serait complémentaire. 

L’étape suivante de nos tests de biocompatibilité consisterait à les essayer chez l’animal dans un modèle 

type minipig, voire directement chez l’homme. 

 

Les peptides antimicrobiens (PAMs) de la défense immunitaire de l’hôte sont une alternative aux 

antibiotiques à cause de leurs nombreux effets indésirables. Nous avons choisi d’incorporer la CTL 

comme agent antimicrobien : ce PAM d’origine naturelle ne présente pas de résistance bactérienne. Il 

agit sur certaines levures responsables de candidoses buccales (C. albicans) (Dartevelle et al. 2018) et 

contre de nombreuses bactéries buccales parodontopathogènes (F. nucleatum, P. intermedia, P. 

gingivalis) (Zaet et al. 2017).  La configuration énantiomérique dextrogyre de ses acides aminés (D-

CTL) lui permet, selon les souches bactériennes, d’être entre 1,7 et 17,9 fois plus efficace qu’avec leur 

configuration naturelle lévogyre (L-CTL) (Zaet et al. 2017). Il améliore la qualité et la spécificité de la 

liaison protéique, apportant ainsi une demi-vie plasmatique plus élevée que la configuration (L), et une 

meilleure résistance à la protéolyse enzymatique (Liu et al. 2016). De plus, ce peptide est biocompatible 

et présente un faible coût de production par rapport à d’autres PAMs comme la LL-37 (Oudhoff et al. 

2010; Dartevelle et al. 2018).  

Dans nos manipulations, nous avons trouvé des CMIs de CTL dans le gel de 500 µM (L-CTL) et 250 

µM (D-CTL) vis-à-vis de P. gingivalis. Ces valeurs sont 10 à 50 fois supérieures aux CMI de la CTL 

en milieu liquide (Zaet et al. 2017). Selon nos estimations, environ 1 à 10 % de CTL est relarguée 

initialement par le gel, ce que confirme notre évaluation par fluorimétrie. En revanche, le peptide 

relargué dès 24 heures semble dégradé d’après notre analyse à l’HPLC combinée à la spectrométrie de 

masse : nous retrouvons moins de peptide qu’introduit initialement, mais les fragments récupérés 

conservent le domaine responsable de l’activité antibactérienne (LSFR), ce qui expliquerait la 

persistance de leur activité.  

Les résultats de rhéologie montrent des valeurs du module de conservation plus élevées dans la cinétique 

de gélification avec D-CTL que sans D-CTL. Le peptide semble donc contribuer aux propriétés 

mécaniques du gel. La contamination de la surface du gel chargé en D-CTL ou en amoxicilline survient 
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après 48 heures de contact avec un milieu contaminé par P. gingivalis. Des manipulations menées sur 

une durée plus longue permettraient de savoir si le gel reste recouvert d’un tapis bactérien, ou s’il est 

contaminé en profondeur. Le potentiel bactéricide du D-CTL inclus dans le gel pourrait ainsi être mis 

en évidence. Une étude préliminaire dans la thèse a combiné l’amoxicilline à la D-CTL. En effet, Zaet 

et coll. ont montré que ces agents agissent de façon synergique sur les bactéries en milieu liquide, et que 

D-CTL permet de diminuer la CMI de l’amoxicilline.  

 

Enfin, les articles référencés dans notre revue de littérature (voir annexe) nous ont permis de faire le 

point sur les différentes méthodes in vitro évaluant la colonisation bactérienne à travers les connectiques. 

Les techniques de contamination de la chambre interne vers l’extérieur sont simples à mettre en place, 

mais il existe un risque élevé de colonisation du milieu externe lors des manipulations (faux-positifs). 

Les méthodes évaluant la colonisation interne ne permettent pas de savoir au bout de combien de temps 

la connectique est contaminée. S’inspirant de ces nombreux protocoles, l’originalité de notre étude a été 

de couper la partie apicale des implants et de les coller à travers un mur étanche séparant deux 

compartiments : un stérile (partie apicale de l’implant) et un contaminé (partie coronaire de l’implant). 

En obturant hermétiquement le puits de vissage, seule la connectique est évaluée, avec ou sans gel 

antibactérien sur 30 jours, et en vissant ou collant la couronne sur une base en titane (Ti-base). D’après 

nos premiers résultats, il n’y pas de contamination dans les assemblages avec gel dans la connectique 

implantaire (couronne collée). Les bactéries sont retrouvées sur les zones rugueuses de la couronne 

(zircone et joint de colle couronne/implant), ainsi que dans les connectiques contaminées (Ti-

base/implant et Ti-base/couronne vissées). Que le système soit vissé ou collé, les connectiques sont 

perméables aux bactéries dans de nombreux échantillons.  

 

Ces manipulations devront être reproduites afin de tirer des conclusions significatives du point de vue 

statistique. De plus, l’étape suivante consisterait à utiliser une machine simulant les forces occlusales 

appliquées sur la couronne afin d’ouvrir et de fermer le joint pilier/implant, comme cela se produit en 

conditions cliniques. Pour l’instant, nous n’avons pas ce type d’appareillage au sein du laboratoire et 

notre travail de thèse s’inscrit comme une première approche statique de la colonisation bactérienne, 

ralentie ou bloquée grâce aux gels adhésifs et antibactériens. La situation idéale serait de les utiliser 

directement chez l’homme en prévention des péri-implantites, et de suivre la survenue des MPIs chez 

les patients avec gel.  

Une stratégie complémentaire serait de faire appel à des matériaux prothétiques bénéficiant d’un 

revêtement antibactérien. Ces derniers pourraient interagir avec les hydrogels de façon chimique et 

biologique par synergie.  
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Les hydrogels à base d’AC et de D-CTL s’avèrent donc prometteurs pour la prévention des maladies 

péri-implantaires. Leurs propriétés physicochimiques constituent une barrière mécanique vis-à-vis des 

bactéries dans la connectique implantaire. Ils bénéficieraient pleinement de l’incorporation de PAMs en 

leur sein. En tant qu’alternative aux antibiotiques, la D-CTL agit comme un agent antibactérien efficace 

contre P. gingivalis. Ces gels bioactifs s’inscrivent ainsi dans une approche globale de la prévention et 

prise en charge des péri-implantites, faisant appel à des traitements mécaniques, antibiotiques par voie 

générale des traitements locaux, l’un ne pouvant remplacer l’autre. L’association de ces traitements 

potentialise les résultats, et pourrait faire diminuer l’importance de chacun d’entre eux. 
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Développement d’un hydrogel injectable à propriétés 
antimicrobiennes pour la prévention des péri-implantites 

 

 

Résumé 

Les maladies périimplantaires sont des pathologies inflammatoires d’origine bactérienne impliquant les bactéries 
parodontopathogènes, et surtout P.gingivalis. Elles évoluent parfois en périimplantite, avec une destruction des tissus 
vivants environnants. Les traitements chirurgicaux, antibiotiques ou antiseptiques échouent parfois car la connectique 
implantaire est un véritable réservoir bactérien inaccessible au nettoyage, et situé en regard de tissus fragiles. Le 
développement d’un gel préventif antimicrobien à injecter dans la connectique est un véritable enjeu pour les situations à 
risque. Nous avons choisi de travailler sur un gel d’alginate-catéchol (AC) à 1%. Inspiré de l’adhésion de la moule marine, 
ses propriétés en milieu humide sont convaincantes dans des conditions buccales. Nous avons montré que c’est un gel 
possédant une structure physico-chimique stable à 37°C sur un mois dans du tampon phosphate. Sa cinétique de gélification 
est rapide (une minute) et reproductible dans les essais au rhéomètre. Les tests de pelage confirment qu’il est adhérent sur 
le métal et les tissus mous, et que ses propriétés physiques sont encore améliorées en le combinant au pluronic bisSH à 
18%. La cateslytine (CTL) est un peptide antimicrobien (PAM) naturel. Son utilisation en configuration Dextrogyre (D-
CTL) est plus efficace, sans entrainer de résistance bactérienne. Ajoutée dans le gel, elle le renforce et amène une 
bactéricidie sur P. gingivalis, E. coli et C. albicans. Entre 1 et 10% de la quantité introduite de CTL est libérée hors du gel. 
Les peptides retrouvés après analyse HPLC et spectrométrie de masse sont des fragments de D-CTL ayant conservé le site 
actif, d’où leur activité persistante. La biocompatibilité des gels est proche de 100% sur des fibroblastes humains. L’AC 
est testé sur des assemblages d’implants dans des boîtes étanches. Si les bactéries colonisent les joints pilier/implant et 
pilier/couronne vierges, ainsi que les structures rugueuses, elles ne passent pas dans la connectique où le gel chargé en 
PAM a été introduit. Ainsi, l’AC1%+ D-CTL constitue un candidat prometteur pour une utilisation en prothèse implanto-
portée. 

Mots clés : Alginate-Catéchol, peptide antimicrobien, D-CTL, péri-implantite, microgap, P. gingivalis 

 

Abstract 

Peri-implant diseases are an oral infection caused by bacteria, especially P. gingivalis that is a periodontal pathogen 
involved in the inflammatory response, leading to a destruction of implant-supporting tissues (peri-implantitis). Currently, 
effective treatments consist in surgical techniques with antibiotics and antiseptics. Nevertheless, these therapies may fail 
because of the hollow spaces in the implant-abutment connection, that are completely contaminated by bacteria in 
proximity of soft tissues. In this PhD project, we have chosen an alginate-catechol-based gel at 1% in weight (for an easy 
manipulation), that is bioinspired from the system of adhesion system of marine mussels’ pads. Physicochemical 
framework of this gel in wet conditions are tunable with an oral application. We show that AC 1% is stable for one month 
in PBS at 37°C. Gelation kinetics is rapid (under one minute) and reproducible in rheometer assays. Tacking tests highlight 
good adhesive results on metal and soft tissues. AC 0,5% can be blended with pluronic bisSH 18% to provide a gel with 
better physicochemical properties. D-CTL is a natural antimicrobial peptide (AMP) with a Dextrogyre configuration (D-
CTL) that is more efficient, without bacterial resistance. D-CTL mixed to the gel strengthens its mechanical properties and 
has a bactericide activity against P. gingivalis, E. coli and C. albicans. Between 1 and 10 % of the peptide initially 
introduced in gel are released. HPLC and mass spectrometry indicate that most of the fragments are conserve their active 
site and remain efficient. Biocompatibility tests on human fibroblast show results close to 100%. Gels are assessed in vitro 
on implant/abutment assemblies put in sealing boxes. Bacteria colonize microgaps between implant and abutment, 
abutment and crown and its rough surfaces, but are shown to stop at the interface with the AMP loaded gel. AC 1%+ D-
CTL is a promising candidate for a dental implant application. 

Keywords : Alginate-catechol, antimicrobial peptide, D-CTL, peri-implantitis, microgap, P. gingivalis 


