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PERIDYSSEQ — RESUME EXECUTIF

Contexte : le diagnostic et le suivi thérapeutique actuels de la parodontite
Affectant plus de la moitié de la population adulte a travers le monde, la parodontite est la maladie
infectieuse la plus prévalente (toutes infections confondues, pas seulement buccales). Elle se manifeste par
une dégradation des tissus de soutien de la dentition se soldant par la perte des dents ou des implants
dentaires, associées a des souffrances psychologiques (apparence physique dégradée, sentiment de
décrépitude, etc.) Actuellement, le diagnostic de la maladie se base sur la détection des dommages cliniques
— irréversibles et tardifs — en les mesurant. De plus, I'implication de la flore parodontale dans le
développement des maladies associées (maladies cardio-vasculaires, diabéte, Alzheimer, athérosclérose,
polyarthrite rhumatoide, infertilité, troubles de la grossesse, et certains types de cancers) a été mise en avant
et reste a mieux évaluer.
Objectif clinique : des outils microbiologiques pour un diagnostic précoce et préventif
Les dommages cliniques sont précédés de changements au niveau de la flore parodontale, ce qui permet une
détection précoce de la maladie et méme d’en prévenir le développement a travers des campagnes de
dépistage. De plus, les traitements conventionnels (a fort taux d’échec et de récidive) sont actuellement
évalués sur des critéres cliniques, tardifs, qui refletent I'arrét de I'inflammation, elle-méme précédée de
changements au niveau de la flore. Des outils microbiologiques permettent d’agir précocement, en temps
réel, en adaptant et personnalisant le traitement.
Objectif scientifique
Alors que la flore bactérienne est bien définie dans la santé et la parodontite, des données fiables manquent
lors de la gingivite et pour les entités non-bactériennes, notamment les parasites.
Le projet PERIDYSSEQ a pour but de définir le microbiome parodontal dans la santé, la gingivite et la
parodontite, ainsi que les associations au sein de celui-ci. Prenant en considération la totalité des especes
microbiennes (connues/inconnues, eucaryotes/procaryotes), ce programme scientifique vise a redéfinir
I’écologie et la physiopathologie des maladies parodontales.
Ce programme génere des données scientifiques a fort potentiel d’application. Les perspectives en santé
publique sont déja prometteuses et nous nous attendons a ce qu’elles généerent des innovations en termes
de traitement et de prévention. Les apports fondamentaux de ce projet et les outils développés grace a eux
pourraient totalement remettre en cause la formation initiale des chirurgiens-dentistes en parodontologie.
Délivrables
Le projet s’est articulé autour de deux objectifs principaux :
- Objectif 1 : Définir les profils microbiens définissant santé et maladie.
- Objectif 2 : Définir les interactions élémentaires dans les communautés microbiennes.
- Objectif complémentaire : Définir la matiére sombre biologique parodontale
Budget
Total prévu : 66 k€, mobilisés sur 18 mois en deux volets.
- Lepremiervolet a été financé en totalité a hauteur de 56 k€ par I'association AMIB et les chirurgiens-
dentistes impliqués dans le projet.
- Le second volet, complémentaire, colterait 10 k€.
Intéréts du Prix Innovation pour PERIDYSSEQ
- Obtention du financement de I'étude complémentaire : I'analyse de la matiere sombre biologique
(matériel microbien inconnu) de la plaque dentaire.
- Diffusion des résultats obtenus auprés des professionnels de santé (dentistes, médecins, sociétés
scientifiques), des organismes sociaux, des complémentaires santé et du grand public.
Intéréts pour le Crédit Mutuel Professions de Santé
- Visibilité comme financeur dans toutes les communications scientifiques émanant du projet (au
moins 2 articles et plusieurs conférences attendues)
- Visibilité du CMPS vis a vis de la communauté médicale comme pionnier dans la recherche de pointe
en France et en Europe, sur un sujet a fort potentiel d’impact au niveau santé et médiatique. Le
CMPS peut ultérieurement communiquer sur cette étude pour démontrer son implication forte et
spécifique auprés des professionnels de santé.
Equipe de recherche
Composée de cliniciens experts en parodontie et formés a la recherche scientifique, de scientifiques experts
en biologie moléculaire, en microbiologie, en immunologie et en statistiques, cette équipe internationale a
déja plusieurs publications scientifiques a son actif.



Curriculum vitae et role des membres du projet

Les coordinateurs

Dr Julien SANTI-ROCCA
Co-porteur et initiateur du projet, un scientifique impliqué dans toutes les étapes du projet.

Science and Healthcare for Oral Welfare, Toulouse.

Le Dr Julien Santi-Rocca a orienté sa carriere dans la recherche fondamentale et
translationnelle sur les maladies humaines. Aprés avoir étudié le VIH (INSERM, Marseille,
2001), le séquencage d’acides nucléiques (ECORC, Ottawa, Canada, 2001) et Neisseria
gonorrhoeae (Université d’Ottawa, 2002), il a orienté sa carriere vers |'étude des relations
hote-parasite dans le cadre des maladies parasitaires : amibiase (Institut Pasteur, DEA et these
doctorale, 2003-2008, Premier Prix de la Société Francaise de Parasitologie), maladie de
Chagas (CBMSO, 2009-2012), trypanosomiase africaine (Institut Pasteur, 2012-2014) et
toxoplasmose (INSERM, Toulouse, 2015-2017). Il a depuis créé et dirige “Science and
Healthcare for Oral Welfare”, une société ayant pour mission d’améliorer la santé orale en
apportant des solutions scientifiques et techniques pour la prise en charge des maladies
parodontales. Il y dirige des projets scientifiques fondamentaux et leur traduction vers
I'innovation.

Le Dr Santi-Rocca est auteur de 21 articles cités 414 fois, avec un facteur h de 12
(https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorld=23089369000). Il détient aussi une
demande d’invention portant sur I’application de sa recherche au diagnostic de I'amibiase.

Dr Guillaume DEPRAZ
Co-porteur du projet et clinicien impliqué dans la conception et I’écriture du projet. A aussi
participé, au méme titre que les autres cliniciens, a la collecte des échantillons.

Adresse professionnelle
3 Avenue Galliéni
49130 Les Ponts de Cé

Formation
Doctorat de chirurgie-dentaire en 1998 (faculté d’Odontologie de Nantes)
Attestation de parodontie clinique en 2004 (PARO CONCEPT Jacques Charon)
Attestation d’anatomie clinique oro-faciale en 2006 (SAPO : Société d’Anatomie et de
Pathologie Oro-faciale)
Certificat de chirurgie implantaire en 2007 (SAPO)
Attestation de chirurgie avancée en 2010 (Génération Implant) chirurgie-muco-gingivale,
greffes osseuses et sinus lift.
Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale en 2017 (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)
Certificat de compétence clinique LASER en 2019 avec la SOP (Société Odontologique de
Paris).


https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=7003886496

Une équipe de cliniciens
Les docteur-e-s en chirurgie et médecine dentaire ont participé au projet au cours de son
élaboration et pour la collecte des échantillons et des informations cliniques auprés des
patient-e-s.

Dre Véronique AMARD

Adresse professionnelle
13 Avenue de la République
94100 St Maur des fossés

Formation
Doctorat en Chirurgie-dentaire (faculté d’odontologie de Paris).
Licence de biologie des organismes et des populations Montpellier
DU de réhabilitation maxillofaciale Paris 7
Certificat de compétence clinique « Acquérir et maitriser les technologies Laser assistées »
Paris 5
Post-graduate de Paro-implantologie, New York University
Attestation de parodontie clinique (PARO CONCEPT Jacques Charon)

Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)

Dr Pierre AMIOT

Adresse professionnelle
2 Rue Avicenne - Médipole 2
66330 Cabestany

Formation
Doctorat de chirurgie-dentaire (faculté d'odontologie de Montpellier).
Post-graduate Perio-implantology, New York University
Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)

Dre Charlotte BAR

Adresse professionnelle
1 Place Aristide Briand
02400 Chateau-Thierry

Formation
Doctorat de chirurgie-dentaire en 1996 (Faculté d'odontologie de Reims).

Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)



Dre Nefissa BERKANI

Adresse professionnelle
20 Rue de la Rochefoucauld
75009 Paris

Formation
Doctorat en chirurgie dentaire.
D.U. de parodontologie de la faculté Paris VI
D.U. d’'Implantologie de la faculté Paris VI
Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)

Dr Mark BONNER

Adresse professionnelle
455, Promenade des Anglais
06200 Nice

Formation
Membre de I'Institut Canadien d'Implantologie Orale
Certificat en biologie médicale UQTR (2002)
Certificat en chirurgie implantaire de Mich Institute of oral Implantology de Pittsburg, 1995
Certificat en chirurgie et prosthodontie implantaire, clinique Braenemark, Marseille, 1994
Certificat en chirurgie implantaire et réhabilitation prothétique de I'h6pital Cochin, Paris, 1994
Membre fondateur de I'Association de Médecine Dentaire Holistique du Québec
Membre de I'Académie Informatisée du Canada (regroupant les principaux dentistes
utilisateurs de I'appareil CEREC I1)
Diplémé en occlusion de I'institut Pankey, Miami, 1993
Doctorat en médecine dentaire, Université de Montréal, 1977

Publications
Tant de bouches a guérir... des parasites qui les vampirisent. Vaincre la parodontite. Editions
Amyris. 303 pages, 2009. ISBN : 978-2-9303-5375-3
Bonner M, Fresno M, Gironés N, Guillén N, Santi-Rocca J. Reassessing the Role of Entamoeba
gingivalis in Periodontitis. Front Cell Infect Microbiol. 2018 Oct 29;8:379. doi:
10.3389/fcimb.2018.00379
Marty M, Bourrat E, Vaysse F, Bonner M, Bailleul-Forestier |. Direct Microscopy: A Useful Tool
to Diagnose Oral Candidiasis in Children and Adolescents. Mycopathologia. 2015 Dec;180(5-
6):373-7. doi: 10.1007/s11046-015-9933-y.
Marty M, Bonner M, Vaysse F. Observation of trichomonads infection in a child with
periodontitis by direct microscopy at the dental office. Parasitology. 2015 Sep;142(11):1440-
2. doi: 10.1017/50031182015000876.



Bonner M, Amard V, Bar-Pinatel C, Charpentier F, Chatard JM, Desmuyck Y, lhler S, Rochet JP,
Roux de La Tribouille V, Saladin L, Verdy M, Gironeés N, Fresno M, Santi-Rocca J. Detection of
the amoeba Entamoeba gingivalis in periodontal pockets. Parasite. 2014;21:30. doi:
10.1051/parasite/2014029.

Mascres C., Bonner M. Corrélations entre les signes cliniques, cytologiques et histologiques
des pulpites chez I'hnomme. J Canad Dent Assn, no 2, 1978.

Mascres C., Bonner M. Action de |'acide acétyl-salycilique administré par différentes voies sur
les tissus sanguin et buccaux du rat. Rev. Can. Biol., vol. 35, no 4, décembre 1976, p. 193-197.

Dre lvonne CARTAGENA
Adresse professionnelle

95 Avenue de I'lIsle de Riez
85270 St Hilaire de Riez

Formation
Doctorat en chirurgie dentaire

Dr Jean-Michel CHATARD
Adresse professionnelle
4, bis Rue d’Isly
87000 Limoges

Formation
Dipldme d'Etat de docteur en chirurgie dentaire

Dre Isabel MORALES
Adresse professionnelle

37 Bd Alsace Lorraine
64000 Pau

Formation
Doctorat en chirurgie dentaire en 1986 (faculté d’odontologie de Toulouse).
CES Biomatériaux 1988

CES Parontologie 1989
Formations en Implantologies SAPO et AIXPO parodontologie GEPI,
Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale en 2016 (Institut International de

Parodontie Mark Bonner)

Dre Narcisa POPA

Adresse professionnelle
59 Rue Galilée ; 75008 Paris



Formation
Doctorat en chirurgie dentaire
1993 : C.E.S. Biologie de la bouche - Faculté de médecine de Paris 7
1994 : C.E.S. Chirurgie dentaire - Parodontologie - Faculté de médecine de Paris 7
1991 - 2006 : Attachée du service de Stomatologie Hopital Cochin
CES d’anatomo-physiologie de la bouche
CES de Parodontologie
Dipléme Universitaire de Parodontologie et d'Implantologie (Paris VII)
Dipléme Universitaire de Chirurgie et Protheses Implantologiques (Université René Descartes
— Faculté de Médecine de Paris 15)
Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)
Post-graduate in Clinical Implantology and Periodontics, New-York University — USA

Dr Stéphane REGNIERS

Adresse professionnelle
14 Rue du Maine
75014 Paris

Formation
Doctorat en chirurgie dentaire (faculté d’odontologie de Paris VII).
Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)

Dre Catherine ROBERT

Adresse professionnelle
255 Bd Voltaire
75011 Paris

Formation
Doctorat de chirurgie-dentaire en 1989 (Faculté de chirurgie dentaire de Paris Diderot)
Master 2 d’expertise appliquée a I'odonto-stomatologie
Formation Parodontie Médicale Paroconcept Dr Charron. Lille
Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)

Dr Arnaud TREMOUREUX
Adresse professionnelle
42 Bd de I’'Université
44600 St Nazaire



Formation
Doctorat en chirurgie dentaire
Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)

Dre Marion VERDY

Adresse professionnelle
14 Rue du Maine
75014 Paris

Formation
Doctorat de chirurgie dentaire (Faculté dentaire de Paris V)
D.U. de réhabilitation chirurgicale maxillo-faciale Paris VII
Post Graduate of Periodontology and Oral rehabilitation New-York University
CES de parodontologie Paris V
Certificat d’approche microbiologique en santé parodontale (Institut International de
Parodontie Mark Bonner)



Une équipe scientifique
Le r6le de I’équipe scientifique a débuté lors de la rédaction concertée du projet, qui a émergé
de lidentification de besoins en connaissances a partir de l'analyse de la littérature
scientifique et de I’écoute des attentes des cliniciens pour améliorer leur pratique. Apres cette
phase préparatoire, au cours de laquelle les scientifiques ont formé les cliniciens a la
recherche, ils se sont concentrés sur le traitement des échantillons obtenus et I'analyse des
résultats sur plusieurs niveaux : tout d’abord, la transformation de I’échantillon clinique par
purification d’acides nucléiques, puis le séquencage et enfin les différentes analyses,

exhaustivement décrites en ce document.

Dr Francisco CALLEJAS HERNANDEZ
Centre de Biologie Moléculaire Severo Ochoa, Université Autonome de Madrid.

Le Dr. Callejas-Hernandez a soutenu en novembre 2019 sa thése doctorale a 'UAM. Il est
spécialisé en biologie moléculaire et en bioinformatique. Il effectue les analyses bio-
informatiques pour PERIDYSSEQ. Il est auteur de 5 articles, cités 12 fois et a un facteur h de 2
(https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorld=57200420877

Pr Manuel FRESNO ESCUDERO
Centre de Biologie Moléculaire Severo Ochoa, Université Autonome de Madrid.

Professeur a I’Université autonome de Madrid (depuis juin 2000). Ancien Directeur du
Département de Biologie Moléculaire (2002-2005), puis du Centre de Biologie Moléculaire
Severo Ochoa rattaché au CSIC (2008-2012). Actuellement coordinateur de projets
scientifiques pour la Communauté de Madrid, pour la Commission Européenne (HOMIN), et
Directeur Scientifique de la spin-off DIOMUNE, S.L. Il participe a I'analyse des résultats de
séquencage et apporte son expérience en maladies infectieuses et sa vision intégrative pour
les problématiques de santé publique.

Auteur de 262 articles de revues ou chapitres d’ouvrages scientifiques, cités 8588 fois, avec
un indice H de 50. Il a publié dans des revues aussi notoires que : Nature (1), Nature Inmunol
(1) Cell (2) J. Exp. Med. (5), EMBO J. (1), J. Biol. Chem (16), J. Immunol. (14), J. Virol. (4),
European J. Immunol. (13), Blood (2), Cancer Res (2), Cardiovascular Res (1), Oncogene (1),
AIDS (2), J. Clin. Invest. (1), Trends Parasitol. (1), Trends Molecular Medicine (1), Immunology
Today (1), Progress in Neurobiology (1), J. Neurochem. (3), PLoS Path (1). Il détient plusieurs
brevets dans le domaine du diagnostic et de I'immunologie.

https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorld=7103355437

Dre Ndria GIRONES PUJOL
Centre de Biologie Moléculaire Severo Ochoa, Université Autonome de Madrid.


https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=57200420877
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=7103355437

La Dre Nuria Gironés Pujol a soutenu sa these en 1991 a I'Université Autonome de Madrid
portant sur un travail doctoral effectué au « Howard Hughes Medical Institute », Worcester,
Massachusetts (U.S.A). Elle a obtenu un Prix pour sa thése en 1993 et a alors intégré le
laboratoire du Dr Manuel Fresno au Centre de Biologie Moléculaire Severo Ochoa, Université
Autonome de Madrid (UAM). Elle est, depuis 2019, professeure titulaire en Biologie
Moléculaire a 'UAM et étudie les interactions immunes et la biologie moléculaire des
infections. Elle participe a I"analyse des données, avec une attention particuliere sur la
microbiologie, qu’elle enseigne au plus haut niveau a 'UAM.

La Dre Girones Pujol est auteure de 52 articles cités 1423 fois, avec un facteur h de 23
(https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorld=6602509140). Elle détient aussi un
brevet portant sur des applications de sa recherche au diagnostic de |la maladie de Chagas.

Dre Nancy GUILLEN
Institut Pasteur, Paris

La Dre Nancy Guillén a occupé un poste de professeure a I’Université Centrale du Venezuela
depuis 1972. Elle a par la suite soutenu sa thése doctorale a I’'Université de Paris Orsay (1993),
ou elle a enseigné, avant d’étre recrutée comme directrice de recherche au CNRS (1983) et
d’effectuer un stage post-doctoral (Public Health Research Institute of the City of New York,
1986-87). Elle dirige une unité de recherche a I'Institut Pasteur de Paris depuis 2003, étudiant
la génétique, la biologie moléculaire et la biologie cellulaire de I'amibe Entamoeba histolytica,
ainsi que la physiopathologie des infections par ce parasite in vivo et dans des modeéles in vitro.
Elle participe aux analyses et apporte son expérience dans les projets génétiques avec
classification « de novo ».

La Dre Nancy Guillén est auteure de 143 articles cités 2955 fois, avec un facteur h de 37
(https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorld=7003886496). Elle détient aussi une
demande d’invention portant sur I’application de sa recherche au diagnostic de I'amibiase.

Dr David MARTIN
Science and Healthcare for Oral Welfare, Toulouse.

Docteur en Sociologie, Professeur agrégé en sciences économiques et sociales, ancien éleve
de I'Ecole Normale Supérieure de Paris-Saclay. Diplomé du Programme Exécutif en Business
Analytics d’ICADE (Université P. de Comillas, Madrid). Co-fondateur de Science and Healthcare
for Oral Welfare (SHOW).

Au-dela de ses recherches en socio-économie, il contribue comme spécialiste en méthodes
guantitatives a des publications en microbiologie. Il est responsable des analyses et
modélisations statistiques avancées que nécessitent le projet.


https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=6602509140
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=7003886496

Le projet PERIDYSSEQ

La partie scientifique

Titre
PERlodontitis DYSbiosis analysis by nucleic acid SEQuencing — PERIDYSSEQ

« Analyse de la dysbiose au cours de la parodontite par séquencage d'acides nucléiques »

Etat de l'art

La parodontite : un impact sous-estimé

La parodontite est une maladie conduisant a la destruction de I'os alvéolaire et finalement a
la perte des dents et/ou des implants dentaires. Au-dela de la douleur causée par les
blessures, de I'édentulisme éventuel et des défauts d'occlusion, les patients souffrent
d'halitose (Silva et al., 2017) et de problémes esthétiques (Nieri et al., 2013). Au total, ces
effets directs et en partie irréversibles de la maladie peuvent expliquer une détresse
psychologique et sociale (Lopez et al., 2012; Hsu et al., 2015; Dumitrescu, 2016; Reynolds and
Duane, 2018)

La prévalence de la parodontite est constante au sein des régions de référence de
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) : une personne sur deux est atteinte entre 35 et 44
ans (Petersen and Ogawa, 2005). Cette prévalence augmente avec |'dge (Demmer and
Papapanou, 2010). Aux USA, entre 2009 et 2012, 46% des adultes de plus de 30 ans étaient
atteints de parodontite (Eke et al., 2015).

La parodontite est une maladie handicapante, pour laquelle I'OMS a calculé la perte de 3518
002 DALYs (années de vie ajustées en fonction du handicap, une mesure de la morbidité
exprimée comme la perte d'années de vie en bonne santé) en 2015 dans le monde, ce qui
signifie 0,132% des DALYs (Organization, 2016). Cependant, le poids de l'incapacité associée
est sous-estimé (0,007), reflétant seulement "saignements mineurs des gencives de temps en
temps, avec un léger inconfort" (Evaluation, 2016). Or, la parodontite est liée a de nombreux
troubles systémiques comme le diabéte (Nascimento et al., 2018), les maladies
cardiovasculaires (Leira et al., 2017), la maladie d’Alzheimer (Dominy et al., 2019), la
polyarthrite rhumatoide (Tang et al., 2017), les troubles de la gestation (Manrique-Corredor
et al., 2019) et I'obésité (Chaffee and Weston, 2010). Mais, le lien étiologique étant parfois
difficile a démontrer et a mesurer, l'impact indirect de la parodontite en termes de DALYs a
travers ces autres affections est ignoré dans les calculs.

Cependant, la parodontite reste majoritairement indolore et est responsable de la plupart des
pertes de dents devant la carie. Enfin, pour diverses raisons, la vaste majorité des patients ne
se soignent pas : acceptation de la maladie comme une fatalité physiologique liée a I'age,
problémes économiques, croyance que la maladie ne se soigne pas...

Etiologie
L'étiologie de la parodontite elle-méme n'est pas encore claire et reste classée par I'OMS
comme une « maladie non transmissible », malgré son caractére manifestement infectieux.
Un lien entre certains facteurs génétiques et la parodontite existe chez ’homme (Vieira and
Albandar, 2014), soulignant une prédisposition chez certains individus pour des types donnés
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de parodontite (Offenbacher et al., 2016). Des facteurs de risque modifiables pour la maladie
ont également été recherchés et certains paramétres ont été identifiés : le tabagisme (Eke et
al., 2016), la consommation d'alcool (Wang et al., 2016), et une mauvaise hygiéne
buccodentaire (Lertpimonchai et al., 2017).

L'évolution vers la parodontite passe par trois étapes : la formation de plaque dentaire, (ii) la
gingivite, ou inflammation des gencives, et (iii) la parodontite, dans laquelle I'os alvéolaire et
les fibres qui maintiennent les dents sont irrémédiablement endommagés.

La physiopathologie de la parodontite : une maladie liée a I'inflammation
La physiopathologie de la maladie fait toujours I'objet d'un vif débat, mais un consensus a été
atteint sur certains points clés. Tout d'abord, l'inflammation est obligatoire et précede la
perte osseuse, comme en témoigne la formation de poches (revu dans (Van Dyke, 2017)).
Ensuite, la flore microbienne de la poche parodontale differe de celle observée dans les sillons
sains (Marsh, 1994). Enfin, la plaque et le calcul (le tartre) aggravent le pronostic (Loe et al.,
1965).

Le traitement conventionnel dans les cliniques est basé sur l'ablation mécanique et/ou
chirurgicale de la plaque dentaire, du calcul voire des tissus endommagés/enflammés (Smiley
et al., 2015). Ces solutions inefficaces traitent des symptémes tardifs sans considérer les
causes évoquées de la maladie. La clé pour I'amélioration de la gestion de la parodontite
dans le monde entier est donc une meilleure connaissance de sa physiopathologie,
conduisant a un diagnostic précoce et efficace menant a une prise en charge appropriée et
éventuellement préventive.

Le diagnostic clinique : un outil tardif
La santé
Une gencive en bonne santé présente une couleur rose pale, ne saigne pas. Le bord des
gencives autour des dents (le sulcus) est adhérent.
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La profondeur du sillon (schéma de gauche, face droite de la dent) est inférieure a 3 mm,
mesuré par une graduation sur la sonde parodontale entre le fond de la poche et la marge de
la gencive libre. En I'absence d’atteinte antérieure, I'os alvéolaire, qui soutient les dents,
atteint le niveau de la jonction entre la couronne et la racine (jonction amélo-cémentaire),
comme apprécié sur la radiographie (a droite) par la ligne bleue en pointillé.
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La parodontite
Petit a petit, et parfois sans signe visible ni douleur, I'os soutenant les dents est détruit créant
ainsi une poche dans laquelle du tartre s’accumule, entretenant I'inflammation et empéchant
la gencive de se recoller a la racine.
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La poche est détectable lors du sondage parodontal, et son activité est appréciée en fonction
de sa profondeur (schémas a gauche), mesurée entre le fond de la poche (points rouges) et la
marge gingivale (points verts). Une atteinte récente (schéma de gauche) donnera un faible
recul de la marge gingivale (points verts) par rapport a la jonction amélo-cémentaire (points
bleus), contrairement a une atteinte chronique (schéma de droite). La perte osseuse s’évalue
par la distance entre la jonction amélo-cémentaire (points bleus) et le fond de la poche (points
rouges), celle-ci reflétant le niveau de I'os alvéolaire.

La perte osseuse peut aussi se mesurer par radiographie (a droite), en comparant le niveau
réel de la créte osseuse (ligne rouge) a son niveau d’origine (ligne bleue). La radiographie ne
permet cependant pas de juger de I’activité lytique en cours.

En fonction du développement de la maladie, on trouvera les signes suivants, plus ou moins
prononceés :

- Unsaignement des gencives au brossage ou spontanément.

- Une gencive gonflée, irritée, sensible voire douloureuse

- Une mauvaise haleine persistante ou un mauvais goQt (métallique)
- Une rétraction de la gencive : le déchaussement des dents

- Des dents qui bougent ou qui changent de place.

L’os diminuant progressivement, le déchaussement s’accentue, les dents deviennent de plus
en plus mobiles allant jusqu’a tomber. Il est important de noter que le diagnostic clinique, qui
a un véritable intérét pour évaluer les dommages, est tardif car il se base sur I'apparition de
ces dommages, pour la plupart irréversibles. Un diagnostic microbiologique, qu’il soit
microscopique ou génétique, offre la possibilité d’anticiper voire de prévenir les dommages
cliniques avant leur apparition. Outre I'intérét évident pour le patient, une stratégie intégrée
de prévention permettrait de diminuer les dépenses liées au traitement, alors moins fréquent
et moins difficile, a la reconstruction (greffes et implants) et a la prise en charge des maladies
associées (par exemple, diabéte).
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Microbiologie de la parodontite : le paradigme bactérien

Bien que la salive contienne des systemes de défense antimicrobiens (revu dans (van 't Hof et
al., 2014)) et de faibles concentrations d'éléments nutritifs, la cavité buccale saine abrite un
microbiote commensal, composé notamment de communautés bactériennes (environ 1 000
espéces chez les humains, (Consortium, 2012)). La contribution des virus, parasites, archées
et champignons a cet équilibre reste a caractériser. Les micro-organismes et les muqueuses
buccales entretiennent une relation symbiotique mutualiste et résiliente (Rosier et al., 2018).
L'écosysteme bactérien des sillons sains est curieusement similaire entre les individus,
comprenant des bacilles et des cocci immobiles, comme on le voit en microscopie (Listgarten,
1976), avec des especes bactériennes différentes de celles rencontrées sur la langue (Aas et
al., 2005; Consortium, 2012; Rogers and Bruce, 2012). A la surface des dents, en particulier
dans le sillon dentaire, les nutriments provenant des aliments et des débris cellulaires
s'accumulent et soutiennent la survie des bactéries qui adhérent et colonisent |'émail
dentaire. Flagelles bactériens, pili, et protéines de surface peuvent recruter d'autres bactéries,
par co-agrégation (Kolenbrander and Celesk, 1983; Gibbons et al., 1988). En outre, la sécrétion
de polysaccharides initie la formation et l'organisation d'un échafaudage moléculaire
(Jakubovics, 2010), tandis que les molécules de signalisation intercellulaire régulent le
développement des biofilms, notamment par un mécanisme de quorum sensing médié par
différents types de messagers, comme la di-guanosine monophosphate cyclique ou LuxS (revu
dans (Marsh et al., 2011)). Cette communication intra- et inter-espéces conduit a la
coordination de leurs activités et augmente les chances de transfert de matériel génétique. La
plague dentaire qui en résulte est donc un biofilm organisé, dont la formation n'est pas
pathologique (Gibbons and van Houte, 1973), bien qu'on ait pensé qu'il était responsable de
la gingivite et de la parodontite (Schultz-Haudt et al., 1954).

Certaines bactéries sont associées a la parodontite, ce qui a conduit a penser qu’un type
spécifique de plaque était responsable de la maladie (Loesche, 1979). Ces bactéries se
regroupent en « clusters » associées a la progression de la maladie (Socransky et al., 1998),
reflétant la colonisation séquentielle géographique et temporelle du sillon et de la poche
parodontaux (Li et al., 2004; Feres et al., 2016). Le complexe rouge "parodontopathogene" est
composé de bactéries anaérobies (Treponema denticola, Tannerella forsythia, et
Porphyromonas gingivalis), soutenant |'hypothése d'une modification progressive de
I'environnement antérieure et nécessaire a la colonisation par d'autres types de bactéries
(Marsh, 2003; Darveau, 2010). Cependant, P. gingivalis est présent chez certains patients en
bonne santé (Socransky et al., 1998) et était supposé peu abondant, méme en parodontite
(Moore et al., 1982), alors que ce « pathogene clé de volte » provoque des changements
environnementaux dans le sulcus favorisant l'inflammation (Hajishengallis et al., 2011). Ainsi,
des réserves quant au réle exclusif de P. gingivalis dans I'étiologie de la parodontite ont été
émises, du moins en regard des postulats de Koch.

Les postulats de Koch sont le cas extréme des critéres de causalité de Hill (Hill, 1965), dans
lequel l'infection par un seul agent étiologique est le parametre unique influengant
I'apparition de la maladie (Inglis, 2007). Ainsi, la recherche d'un seul agent pathogéne
expliquant I'étiologie de la parodontite par elle-méme, suivant les postulats de Koch, risque
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d’étre vaine. En revanche, la parodontite, en tant que maladie de biofilm (Schaudinn et al.,
2009), peut résulter de l'intégration de divers paramétres causatifs. Les bactéries font partie
de ces parametres et la composition des communautés microbiennes est en corrélation avec
les tableaux cliniques (Feres et al., 2016; Hunter et al., 2016). En effet, certaines especes
peuvent étre utilisées efficacement comme marqueurs pour le diagnostic (Meuric et al.,
2017), et leur utilisation de facon multivariée est d’un intérét particulier pour I'épidémiologie
ou le suivi du traitement.

Outre les changements dans sa composition, la communauté bactérienne peut abriter des
changements dans ses fonctions, générant un nouvel équilibre (dysbiose) qui est possible
dans le nouvel environnement de plaque dentaire (Hajishengallis and Lamont, 2012). Les
entités bactériennes collaborent et les changements fonctionnels tels que le synergisme sont
mis en évidence au niveau transcriptionnel (Kirst et al., 2015; Yost et al., 2015; Deng et al.,
2018). Néanmoins, I'abondance de certaines espéces de bactéries n'est pas synonyme de leur
activité (Mark Welch et al., 2016), un fait compatible avec la théorie du « pathogene clé de
voute » et avec le r6le de P. gingivalis dans la formation de I'écologie de la poche parodontale.
Cette écologie estimpactée par les communautés dysbiotiques, comme en témoignent in vitro
les réponses inflammatoires de I'hote dérégulées (Yost et al., 2017; Herrero et al., 2018). Les
conséquences de la dysbiose ont également été démontrées in vivo au niveau systémique,
avec des changements métaboliques liés au diabete (Branchereau et al., 2016; Blasco-Baque
etal., 2017).

D'autres agents pathogénes dans la parodontite ?

La diversité génétique naturelle de I'n6te humain a permis d'identifier diverses composantes
des infections parodontales : certains traits pathologiques sont préférentiellement associés a
des mutations génétiques (Offenbacher et al., 2016) et le paradigme de la parodontite a P.
gingivalis n'est peut-étre qu'une des possibilités ou I'une des étapes de la pathophysiologie
d’'un ensemble de pathologies regroupées sous le méme nom. En effet, la cinétique de
I’évolution de la parodontite a été rarement étudiée et d'autres agents possibles peuvent étre
considérés.

Tout d'abord, le parasite Entamoeba gingivalis - nommé "Amoebea gengivalis" au moment
de sa découverte - a été identifié des 1849 dans des échantillons de plaque dentaire, grace a
la reconnaissance d’un mouvement amibien caractéristique et a la présence de vésicules
internes (Gros, 1849). Bien que des amibes libres aient été décrites depuis 1755 (Rosel von
Rosenhof, 1755), E. gingivalis est la premiere amibe qui a été trouvée chez I'nomme. La
pathogénicité d'Entamoeba gingivalis a été interrogée assez vite aprés sa découverte,
d’autant que le contexte intellectuel de I'époque favorisait la recherche de I'établissement de
liens étiologiques entre microorganismes et maladies, le sillage de Pasteur et Koch (Kartulis,
1893). Aussi, la premiere étude systématique associant cette amibe a la parodontite a été
publiée de facon préliminaire en 1914 (Barrett, 1914): des amibes avaient été détectées dans
I'ensemble des 46 cas de pyorrhée (parodontite) qui avaient été inclus dans I'étude.

Nous avons montré une prévalence de E. gingivalis de 80,6% (58/72) dans les sites en
parodontite et 33,3% (11/33) dans les sites sains par PCR conventionnelle, avec des contrdles
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de l'inhibition de PCR et de la dégradation de matrice (Bonner et al., 2014). Récemment, la
transcriptomique a révélé que des séquences d'ARNr 18s d’E. gingivalis ont été détectées dans
toutes les poches parodontales (4/4) et étaient moins abondantes dans 60 % (6/10), ou non
détectées dans 40 % (4/10) de sites sains (Deng et al., 2017). De plus, des variants génétiques
d’E. gingivalis ont été identifiées (Cembranelli et al., 2013; Garcia et al., 2018) et différents
niveaux de virulence reflétés au niveau transcriptomique chez des parasites génétiquement
identiques peuvent expliquer des écarts dans leur détection moléculaire par rapport aux
diagnostics clinique ou microscopique (Santi-Rocca et al., 2008). La nouvelle caractérisation
clinique de la parodontite permettra d’homogénéiser la définition de la santé et des divers
grades de la maladie, et ainsi de diminuer la variabilité des résultats entre les études (Bonner
et al., 2014; Tonetti et al., 2018).

Pour résumer, ces données suggerent qu’E. gingivalis peut étre asymptomatiquement
présente dans certains sillons et peut étre associé a la maladie aprés des changements
environnementaux, rappelant I'agent pathogene intestinal du méme genre: Entamoeba
histolytica.

Outre cette entité non-bactérienne bien étudiée liée a la parodontite, d'autres peuvent étre
impliguées. Certains transcrits venant d'espéces de virus et d’archées ont une abondance
différente entre les personnes saines et malades (Deng et al., 2017). En particulier, les virus
herpés sont associés a la parodontite (Slots, 2015; Zhu et al., 2015; Li et al., 2017). Par ailleurs,
un autre protozoaire est présent dans certains cas de parodontite humaine : Trichomonas
tenax (Marty et al., 2017; Bisson et al., 2018) et des variants génétiques sont associés a divers
grades de la maladie (Benabdelkader et al., 2019). Enfin, un grand nombre de séquences
génétiques détectées en santé et lors de la maladie ne sont pas attribuées a des organismes
et se trouvent, de fait, exclues de la plupart des études. Ces séquences non-identifiées
peuvent atteindre jusqu’a 50% du matériel séquencé (Deng et al., 2017), ce qui signifie que,
virtuellement, la moitié de I'information générée par ces méthodes est ignorée.
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Objectifs du programme de recherche
La parodontite évoluant a partir d'une inflammation initiale, la gingivite, nous émettons
I'hypothése qu'un changement dans les populations microbiennes est corrélé au passage de
la santé a la gingivite, puis de la gingivite a la parodontite.

Notre approche est basée sur la définition des microbiotes de santé, de gingivite et de
parodontite par des méthodes génétiques non-biaisées, c’est-a-dire permettant
I'identification de tous les organismes présents dans la flore et dans les banques de référence,
et d’en déterminer I'abondance. Les organismes présents dans la flore mais absents des
banques de données seront classés taxonomiquement par des méthodes bio-informatiques
et leurs séquences seront inclues dans les analyses.

Objectif 1 : Définir les profils microbiens définissant santé et maladie
Objectif 2 : Définir les interactions élémentaires dans les communautés microbiennes
Objectif complémentaire : Analyser la matiére sombre biologique.

Ainsi, nous espérons que notre stratégie sans a priori permette de redéfinir I’évolution des
communautés microbiennes au cours du développement des maladies parodontales, et ainsi
de fournir les outils nécessaires pour un diagnostic précoce du risque parodontal dans une
stratégie intégrant la prévention. Les retombées pour les praticiens peuvent étre immeédiates,

a travers des recommandations et l'utilisation au cabinet du microscope ou de tests
génétiques appropriés.
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Alors que les consultations motivées par la perte de santé ou d’esthétique ressentie par
le patient sont tardives dans le cours de la maladie, les bilans préventifs chez les
dentistes permettent de traiter plus précocément les dommages, qui restent cependant
irréversibles. La mise en pratique de dépistages microbiologiques préventifs,
notamment microscopiques, permettrait de traiter les patients avant que les dommages

n’apparaissent, et ainsi la conservation de l'intégralité de leur capital santé parodontal.

16



Méthodologie et plan de travail

Objectif 1 : Définir les profils microbiens définissant santé et maladie
Les cliniciens participant au projet ont recueilli la plaque dentaire subgingivale de patients lors
de leur visite pour un bilan parodontal. En fonction de leur état de santé parodontal,
déterminé sur des critéres cliniques (sondage et inflammation), les échantillons ont été classés
en trois catégories : santé, gingivite et parodontite. Dans le but d’identifier les microbes
présents dans ces échantillons, ils ont été conservés dans un milieu que nous avons développé
(Bonner et al., 2014) puis traités comme décrit ci-dessous.

Tache 1 : Collecte d'échantillons

Chaque clinicien a fourni 10 échantillons dans chaque catégorie (santé, gingivite, parodontite),
en respectant une fourchette d’age (35-50 ans) et un sex ratio équilibré. Les données cliniques
concernant les échantillons ont été transmises de maniére anonyme et sans contenir de
données dites « sensibles », comme validé par le Comité d’Ethique de la Recherche de
I’'Université Autonome de Madrid. En paralléle, les films correspondant au diagnostic
microscopique, aussi anonymisés, ont été transmis et font I'objet d'un traitement
informatique.

Portée: une biobanque est constituée pour PERIDYSSEQ et reste disponible pour la
communauté scientifique.

Tache 2 : Séquencage « Next Generation » (NGS) de tous les régnes du vivant

Dans le but d’analyser de maniere non-biaisée et quantitative la flore microbienne dans les
échantillons, une méthode d’identification des espéces la plus large possible a été proposée.
Il s’agit d’'un séquencage de régions variables des ARNr 16s/18s, permettant de différencier
une trés grande majorité d’especes de tous les regnes du vivant (eucaryotes, bactéries,
archées). Afin d’améliorer la précision de I'identification, la profondeur de lecture a été accrue
en employant un séquencage indépendant pour chaque régne. Cependant, le résultat ainsi
obtenu est relatif a I'intérieur de chaque régne et ne permet pas de comparer |I'abondance
d’especes appartenant a des régnes différents. Pour ce faire, une quantification relative de la
totalité des individus de chaque regne est effectuée par PCR quantitative en temps réel et
rapportée a la masse de I’échantillon (par exemple : il y a 10® bactéries par mg de plaque et
10° parasites par mg de plagque). Cela permet de pondérer la quantification de chaque espéce
a lI'intérieur de son regne par NGS (par exemple : il y a 10% de Corynebacterium matruchotii
parmi les bactéries et 50% d’Entamoeba gingivalis parmi les eucaryotes. Donc il y a 10° C.
matruchotii et 5x10° Entamoeba gingivalis par mg de plaque). Des séquences ne
correspondent a aucune espéce microbienne identifiée : elles sont conservées et un
identifiant unique leur est attribué.

Portée : une banque de données par échantillon est constituée, reportant (i) I’état de
santé/maladie, (ii) chaque espéce microbienne et son abondance, et (iii) les séquences non-
attribuées a une espéce mais détectées et leur abondance. Elle sera rendue publique avec un
premier article en cours de rédaction, qui permettra a la communauté des chercheur-e-s de
profiter de ces données.
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Tache 3 : Identification d’espéeces d’intérét
Dans le but d’identifier I’'association d’'une espece a I'état de santé, deux traitements
statistiques complémentaires sont conduits. Pour différencier si une espéce témoigne d’une
différence entre un état de santé et un autre, un test ANOVA est effectué. Enfin, un test de
comparaison des moyennes (test T de Student) permet d’identifier entre quels groupes précis
existe une différence significative.

Portée : On conclut par espéce si elles sont discriminantes (positivement ou négativement)
d’un état de santé ou de maladie. Ce résultat permettra de mettre en évidence quels sont les
entités microbiennes les plus pertinentes pour effectuer des tests diagnostiques ciblant une
seule (ou un nombre limité d’espece(s).

Tache 4 : Identification de profils microbiens d’intérét
La parodontite étant une maladie a biofilm, il est attendu que les espéces microbiennes
varient de maniere étroitement liée si elles font partie du méme environnement. Ainsi, les
variations individuelles seront estompées par le poids du groupe. L’analyse discriminante
linéaire a fait ses preuves dans l'identification de profils de biomarqueurs dans d’autres
contextes infectieux, comme nous |'avons fait avec la maladie de Chagas (Poveda et al., 2014;
Santi-Rocca et al., 2017; Santi-Rocca et al., 2019).

Portée : on peut déterminer quels sont les espéces ayant une importance pour la classification
en trois états de santé. Ceci revét une importance particuliére pour mieux comprendre les
résultats d’analyses génétiques du microbiome actuellement effectuées pour les cabinets
dentaires et de proposer des stratégies plus efficaces au niveau diagnostique.

18



Objectif 2 : Définir les interactions élémentaires dans les communautés microbiennes
Le précédent objectif se base sur un modele d’étude impliquant un parfait diagnostic clinique
et une parfaite correspondance entre clinique et microbiologie. Cependant, le diagnostic
clinique se base sur la détection d’'une activité histotoxique et ostéolytique passée, et
éventuellement toujours en cours, en d’autres termes le constat tardif de dommages
irréversibles au niveau tissulaire et osseux. La classification courante en 3 états de santé
oppose la santé aux maladies parodontales (gingivite et parodontite). Cette classification peut
étre complétée en ajoutant des criteres physiopathologiques de I'infection, notamment des
composantes temporelles ou cliniques, par exemple : « parodontite agressive », « parodontite
chronique », « parodontite juvénile » ou « gingivite ulcéro-nécrosante ». Enfin, la nouvelle
classification internationale reprend 4 stades et 3 grades, ce qui constitue une classification
bidimensionnelle, cependant définie uniquement par I’évaluation clinique basée sur des
dommages existants (Tonetti et al., 2018).

Le diagnostic microbiologique, quant a lui, consiste en [lidentification d’organismes
pathogénes présents, et donc a I’évaluation d’un risque instantané/en temps réel. Par ailleurs,
la classification en 3 états de santé est une approximation qui ne révele pas l'intégralité des
parametres analysés et il est probable que, parmi les différents types proposés de parodontite
au niveau microbiologique (Offenbacher et al., 2016), tous ne soient pas différentiables dans
un espace unidimensionnel. L’Objectif 2 consiste donc a remodeler la définition des stades de
la maladie pour qu’ils refletent une réalité microbiologique et donc des options
thérapeutiques.

Tache 1 : Définition des associations absolues entre especes

Dans un premier temps, les espéces en association seront définies indépendamment de I’état
de santé, donc sur la totalité des échantillons sans inférer de groupement. L’analyse en
composantes principales et I'analyse factorielle des correspondances permettront de
d’identifier quelles sont les espéces microbiennes fortement associées et de dégager des
« clusters » d’intérét, selon une logique non supervisée, complétant ainsi les données
pionniéeres jusqu’a présent non révisées (Socransky et al., 1998). En utilisant ces nouvelles
dimensions (composantes principales), les mémes analyses univariées et multivariées que
dans I'Objectif 1 seront lancées et permettront d’apprécier la pertinence des clusters dans la
maladie.

Portée : Ces clusters refleteront des unités spatio-temporelles de communautés microbiennes
et I'absence de classification préalable permettra de s’affranchir du biais introduit par la
conversion d’un état probablement continu ou multi-dimensionnel de la santé vers la maladie
en trois états discrets : santé, gingivite, parodontite.

Tache 2 : Définition des environnements infectieux
Afin de ne pas travailler a partir d’'un modele hypothétique confondant état de santé et
contexte infectieux, nous étudierons, grace a des méthodes statistiques d’apprentissage non-
supervisé, l'existence de plusieurs environnements microbiens dans un espace
multidimensionnel. Le nombre de groupes et la qualité de ces dimensions sont définis par
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cette analyse, en se basant notamment sur un partitionnement en k-moyennes ou par
oligodendrogrammes.

Portée : Une analyse de la distribution des organismes ou des groupes d’organismes définis
dans la Tache 1 de I'Objectif 2 (02T1) reliera cette classification a sa signification clinique. Il
est attendu que celle-ci integre les précédentes classifications et qu’elle les compléte en
unifiant les parametres utilisés pour les définir.

Tache 3: Identification d’interactions spécifiques dans certaines niches

infectieuses
Des espéces microbiennes peuvent présenter des affinités pour certaines autres, permettant
leur recrutement et leur interaction. On sait, par exemple, que Fusobacterium nucleatum sert
d’adaptateur entre un biofilm composé alors de bactéries aérobies et de nouvelles especes
anaérobies qui peuvent alors étre recrutées (Bradshaw et al., 1998). Ces especes sont donc
des « charnieres » entre plusieurs groupes et apparaitront liées a plusieurs environnements,
donc éventuellement non-spécifiques d’un contexte (01T4), alors qu’elles le sont de plusieurs.
Les échantillons de plagque étant constitués de plusieurs micro-environnements indifférenciés,
les analyses ont tendance a mésestimer la spécificité ou au contraire I'aspect ubiquitaire de
certains organismes. Les analyses effectuées en O2T1 seront répétées sur les microbiomes des
différents contextes infectieux définis en 02T2, ce qui permettra d’identifier des interactions
entre especes spécifiques de micro-environnements tout en s’affranchissant de
I’hétérogénéité de I’échantillon et de la variabilité entre échantillons.

Portée : Cette analyse originale permettra de définir sans a priori des interactions spatio-
temporelles plus fines, comme celles observées dans les micro-environnements par
microscopie (Mark Welch et al., 2016).
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Objectif de I'étude complémentaire : Analyser la matiére sombre biologique

Le microbiome parodontal a été presque exclusivement décrit au niveau bactérien, d'ou les
controverses sur la présence d'autres organismes chez les sujets sains ou malades. Presque
tous les efforts pour la recherche expérimentale in vivo et in vitro ont été concentrés sur une
seule espéce, Porphyromonas gingivalis, alors qu'environ 50% de I'information génétique est
d'origine inconnue dans I'environnement parodontal sain ou malade (Deng et al., 2017). Nous
proposons d'étudier cette « matieére sombre biologique » et d'offrir une nouvelle description
du microbiote.
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Plan de financement, financeurs, faisabilité et déroulement

Le projet PERIDYSSEQ a été financé dans son intégralité par I’association « AMIB » (Association
Médicale contre les Infections Buccales), qui promeut la santé dentaire notamment a travers
la recherche scientifique. L'impact et la visibilité des résultats du programme de recherche
présentés ci-dessus seront considérablement amplifiés par le déploiement de I’Objectif
complémentaire sur I'analyse de la matiére sombre.

Financement O1 et 02
Le financement d’O1 et 02 a déja été obtenu dans son intégralité et est géré par la Fundacion
Severo Ochoa, a Madrid.

Tache Poste Quantité Montant
01T1 Collecte 200 éch. 1.500
01712 Séquencage 150 éch. 40.000
01T73-02T1 Analyse 6 mois 12.000
Publication Article 1 art. 2.500
Total 56.000€

Calendrier et jalons

732019 T42019 T12020 T22020 T32020 T4-2020

Objectif 1

Tache 1
Tache 2
Tache 3

Tache 4

T32019 T42019 T12020 T22020 T32020 T4-2020

Objectif 2

Tache 1

Tache 2

Tache 3
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Avancée du projet

Aspects éthiques
Le projet présenté a été approuvé par le Comité d’Ethique de la Recherche de I’Université
Autonome de Madrid le 14 octobre 2019, sous la référence CEI-101-1907. Tous les aspects du
projet ici présenté sont couverts par cette autorisation.

Objectif 1 Tache 1
La totalité des échantillons a été obtenue. lls sont conservés au CBMSO a Madrid.

Les fiches correspondant aux données cliniques des patient-e:s ont toutes été recues et
vérifiées. Elles sont bien anonymisées et conservées sur un serveur sécurisé, en plus de la
copie conservée par le:la praticien-ne. En cas de demande expresse par le:la patient-e, ces
données peuvent étre immédiatement détruites, grace a un systéme de référencement et
d’anonymisation.

Des vidéomicroscopies de la plaque dentaire des patient-e's, référencées et anonymisées de
la méme maniere ont été transmises et stockées sur un serveur sécurisé. Cette démarche était
approuvée par le Comité d’Ethique précédemment cité et ces données sont utilisées pour un
traitement informatique, non-décrit ici.

Objectif 1 Tache 2
Apres différents essais, le séquencage des échantillons a commencé au Parc Scientifique de
Madrid (PCM), a proximité et en collaboration étroite avec le CBMSO. Les résultats sont
conformes a nos attentes et cette phase est en cours.

Objectif 1 Tache 3
Bien que la totalité des échantillons n’ait pas encore été séquencée, une pré-analyse sur
qguelques échantillons (25) a été effectuée, pour vérifier la validité de nos outils. Les résultats
obtenus sont conformes avec les données de la littérature et a permis de confirmer notre
stratégie avant d’engager des dépenses lourdes.

Treponema spp. Tannerella spp. Porphyromonas spp.

25% 8% 30%
I Healthy

7%
B Gingivitis

20%
6%

Periodontitis &
3 20% o
5%
o
4% 15%
) X
3%
10%
o
. % J

15%

10%

2%
1%
0% 0%

Figure 1: Abondance des genres du « complexe rouge » dans la santé (bleu), gingivite
(orange) et parodontite (gris). Abondance relative calculée par rapport a la totalité des
bactéries présentes.

-

Abundance in prokaryotes (% of total)
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Objectif 1 Tache 4, Objectif 2 Tache 1 et Objectif 2 Tache 3
L'analyse discriminante linéaire et |'analyse factorielle des correspondances sont des
méthodologies que nous maitrisons et que nous avons déja employé pour d’autres analyses,
notamment celles publiées (Poveda et al., 2014; Santi-Rocca et al., 2017; Santi-Rocca et al.,
2019).

Objectif 2 Tache 2
L’analyse non-supervisée des données métataxonomiques n’a pas débuté a cause du nombre
trop faible d’échantillons séquencés a ce jour. En revanche, nous avons étudié, a partir de 133
vidéomicroscopies, |’'abondance en morphotypes microbiens dans les échantillons dans deux
buts : (i) tester nos outils avant I'analyse des séquences et (ii) étudier la validité des outils
microscopiques pour I’analyse clinique.

Cluster plot

Dim1 (36.5%

Figure 2 : Distribution non-supervisée des échantillons sur des critéres microscopiques.
L’abondance en bacilles, coques, filaments, spirochétes, vibrions, amibes, trichomonades,
leucocytes, cellules énucléées, ainsi que la mobilité bactérienne ont été prises en compte
pour I'analyse. Il est a noter que 4 groupes d’environnements microbiens ont été définis
(santé, gingivite, parodontite et infection par trichomonades) et ne correspondent pas
exactement au diagnostic clinique de santé (échantillons marqués « S »), gingivite (« G »)
ou parodontite (« P »).

Les résultats présentés dans la Figure 2 seront publiés dans un article scientifique,
probablement avec les données du projet présenté ici. Cette pré-analyse a permis de
confirmer non-seulement la validité des outils mais aussi I'intérét de développer ce concept
pour une application touchant a la santé publique.

Objectif complémentaire : analyse de la matiere sombre.
Une fois les précédents défis statistiques relevés, la difficulté réside dans la capacité a
identifier les séquences provenant de la « matiére sombre biologique ». Pour ce faire, ce
projet a intégré des experts en Biologie Moléculaire (Pr Fresno, Dre Guillén, Dre Gironeés, Dr
Santi-Rocca et Dr Callejas-Hernandez), en particulier spécialistes de I'identification de novo de
séquences génomiques et de I'analyse d’homologies (Clark et al., 2007; Santi-Rocca et al.,
2008; Solis and Guillen, 2008; Weber et al., 2008; Zamorano et al., 2008; Solis et al., 2009;
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Weber et al., 2009; Tovy et al., 2011; Lopez-Rosas et al., 2012; Santi-Rocca et al., 2012; Hon et
al., 2013; Hernandez-Cuevas et al., 2014; Weber et al., 2016; Callejas-Hernandez et al., 20183;
Callejas-Hernandez et al., 2018b; Lopez-Rosas et al., 2018; Callejas-Hernandez et al., 2019;
Wilson et al., 2019). Profitant de ce savoir-faire déja démontré et de la proximité des services
de génomique de I'Institut Pasteur, du CBMSO et de I’'UAM, ainsi que de |’expertise du Parc
Scientifique de Madrid, cet objectif pourra étre mené a terme si un financement le permet.
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Description du projet apres son financement par le prix.

Aller plus en profondeur pour développer des outils originaux de diagnostic non
conventionnel, basés sur des méthodologies sans a priori.

Futur du projet au niveau scientifique

Financement de I'Objectif complémentaire sur la matiere sombre.

Le financement par I’Association Crédit Mutuel Professions de Santé serait un soutien
essentiel pour développer une recherche dirigée en France et effectuée en Europe dans un
domaine universel de la santé. Cette opportunité de financement permettrait d’approfondir
une étude déja en cours, dont les résultats préliminaires sont prometteurs et confirment le
caractere innovant et pionnier de ce projet. Il est a noter que la structure mixte (public, privé
et associatif) et internationale de I'équipe est un frein relatif pour des financements
conventionnels pour lesquels les critéres sont tres restrictifs. Pour cette raison, le financement
des deux premiers objectifs de I’étude a été assuré par une association de dentistes francais-es
convaincue de I'intérét de cette étude.

Une fois le financement obtenu, I’Objectif complémentaire tel gqu’il est décrit sera atteint en
engageant plusieurs mois d’études bio-informatiques et statistiques. Enfin, au moins un article
sera soumis pour une publication dans un journal scientifique international a fort facteur
d’impact, qui est payante et que le Prix permettrait de financer. Au cas ou la publication de
plusieurs articles serait possible, le nom des institutions participant au financement comme
I’Association Crédit Mutuel Professions de Santé seraient mentionnés dans toutes ces
publications.

Perspectives et innovations

L’équipe de chercheur-e-s du CBMSO a Madrid, avec Julien Santi-Rocca, a publié plusieurs
articles originaux mettant en ceuvre l'utilisation de biomarqueurs et de méthodologies
multivariées pour le diagnostic (Poveda et al., 2014; Santi-Rocca et al., 2017; Santi-Rocca et
al., 2019). En fonction des résultats obtenus lors des analyses, un effort particulier sera porté
a la traduction des résultats en stratégies innovantes pour la santé publique. Il est a noter
que, dans le domaine de la parodontite, malgré une recherche active, les solutions
thérapeutiques et diagnostiques n’ont guére évolué depuis un siecle, si ce n’est par le
diagnostic moléculaire des especes dites « périodontopathogenes » définies relativement
récemment (Socransky et al., 1998). Nous proposons donc de fournir des résultats originaux,
notamment grace a I'objectif complémentaire de ce projet, qui permettront certainement
d’innover et de développer de nouveaux produits pour la prise en charge des maladies
parodontales.

Impact attendu des résultats

Impact technique scientifique-social et/ou économique
Les objectifs du projet sont fortement liés a la santé humaine ; ainsi, nous nous attendons a
d'importants impacts scientifiques, sociaux et économiques.

Les professionnels de santé publique ont besoin de résultats scientifiques pour prévenir ou
guérir la parodontite et ainsi éviter le colt de ses conséquences : I'édentulisme et les
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pathologies associées comme le diabéte ou les maladies cardiovasculaires. Nos résultats
peuvent établir de nouveaux liens entre certaines espéces microbiennes et la parodontite.

Le role clef des protozoaires, combinés aux bactéries, renverserait totalement les croyances
actuelles sur I’étiologie de la parodontite. Cette controverse pourrait étre la premiéere étape
d’un changement de paradigme fondamental sur le chemin vers la guérison.

Nous proposons ici une approche métataxonomique compléte avec un nombre conséquent
d'individus, permettant une caractérisation précise de la santé et de la maladie, considérant
plusieurs aspects complémentaires. L'introduction de la gingivite dans la description de la
pathophysiologie de la maladie parodontale est une clé de volite qui permettra a la
communauté scientifigue de déchiffrer les différentes étapes de I'évolution vers la
parodontite. En effet, la plupart des études excluent cette modalité et les analyses refletent
des réalités distinctes sans les états intermédiaires qui permettraient d’expliquer certains
éléments physiopathologiques.

Une autre application transversale directe de ce projet serait de faire un test de diagnostic
multiparamétrique, comme nous l'avons déja proposé dans le contexte de la maladie de
Chagas (Santi-Rocca et al., 2017; Santi-Rocca et al., 2019), ou pour cibler un marqueur
spécifiqgue de la maladie, qui n'a pas encore été découvert en raison des méthodologies
biaisées employées jusqu'a présent.

Diffusion
Nous nous attendons a obtenir des résultats scientifiques pertinents dans ce projet, nous
croyons qu'il a un potentiel de traduction important. Nous prévoyons de publier les résultats
dans des revues a fort indice d’impact dans les domaines de la génomique, de la dentisterie,
de la parasitologie ou de la microbiologie. Nous publierons exclusivement dans des revues en
libre accés pour atteindre un nombre maximal de lecteurs et accroitre la visibilité de nos
résultats, dans I’espoir d’améliorer la santé humaine.

Conclusion

Le projet PERIDYSSEQ se verrait renforcé par le financement de I’Association Crédit Mutuel
Professions de Santé, qui serait utilisé dans son intégralité pour de la production scientifique
et sa publication. Les perspectives en santé publique sont prometteuses, génératrices
d’innovations en termes de traitement et prévention. La formation initiale des chirurgiens-
dentistes pourrait étre totalement remise en cause. En fonction des résultats, I’Association
Crédit Mutuel Professions de Santé se verrait citée dans une ou plusieurs publications de
qualité. L'originalité de ces publications laisse entrevoir un impact fort au sein de la
communauté scientifique et aupres du grand public, et les résultats préliminaires renforcent
la confiance d’atteindre les objectifs fixés.
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