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I L'homme et ses microbiotes

Un individu

1013 Cellules + 1014 Bactéries
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L'homme et ses microbiotes

Microbiote buccal
150-200 especes par individu
> 700 especes différentes identifiées

Click on a label for more information




I BIOFILM BACTERIEN

Définition : Communauté structurée de
cellules bactériennes adhérente a une
surface inerte ou vivante contenues
dans une matrice adhésive et
rotectrice composée de polymeres,

oroduite par les bactéries elles-mémes

Biofilms mixtes dominants dans la nafure
et chez 'homme

65% des maladies infectieuses humaines
sont de nature sessile
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ETAPES DE FORMATION DES BIOFILMS
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Matrice extracellulaire
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Avantages conféres aux bacteries
par |'organisation en biofilm

Adhésion facilitée
par co-agrégation

Signalisation inter-
Interactions especes

métaboliques Régulation de
I’expression de genes

Résistance accrue a
anti-microbiens et
systéme immunitaire
par échanges
génétiques et
matrice

Maladie
parodontale



Maladies parodontales

7 /
Pathologique
Culer et coll. 1903




Association avec
maladies systémiques
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Apport de nouvelles fechnologies
a la compréhension des biofilms

- Nouvelles technologies de séquencage (haut débit)
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Apport des nouvelles fechnologies de s€éguencage
(NGS) a I'identification des bactéries orales

Depuis avant-hier

‘ milieu +/- sélectif

O

Identification

4 a 28 especes
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Depuis hier

% Extraction ADN
‘ NRN
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NS

PCR
spécifiques

Identifications

10 a 80 especes

Aujourd'hui
techniques tres haut
débit
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Identifications de I'ensemble des bactéries
sans @ priori
Toutes les especes

y compris les non cultivables



Hier ... Complexes bactériens

A. naeslundii 2
(A. viscosus)

S. mitis
S. oralis
S. sanguis

Streptococcus sp
S. gordonu

E. corrodens
C. gingivalls
C.sputigena

C.ochracea
C. concisus
4. actino. a

S. intermedius S. constellatus F. nuc. vincentii

C. gracilis

P. intermedia
P. nigrescens
P. micros

P. gingivalis

5 B. forsytus
E. nodatum T. denticola

F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum
F. periodonticum

C.showae

S. noxia
A. actino.b

Socransky et al, 1998
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Aujourd’hui ... Profils métagenomiques

(C) Fusobacterium nucleatum ss. animali I

(P) Fusobacterium sp. (F. nucleatum ss polymorphum)
(P) Prevotella oris
(P) Prevotella melaninogenic

(C or H)Corynebacterium matruchotii

Leptotrichia sp. (L. wadei)

(C) Prevotella sp. (0T317)
(C) Campylobacter gracilis |
(C) Prevotella nigrescens

(C or P)Rothia dentocariosa

(C ) Streptococcus sp. (S. mitis bv 2)
(P) Prevotella sp. (0T292) |
(P) TM7[G-1] sp. OT349 |
(P) TM7[G-5] sp. 0T356
(P) Prevotella oulorum |
Leptotrichia sp. (L. buccalis) & ]
(P) Prevotella oralis ===,
(P) Streptococcus sp. (S. constellatus) f—

Actinomyces sp. '

Streptococcus sp. (S. cristatus) P—

I=|
(P) TM7[G-1] sp. OT346 b

=

—

]

Signature OTUs
Cluster A

Streptococcus gordoni
orvnebacte m.mda ho "
ampylobacter concisus p—
Prevotella maculosa }——
=
=]
=1

(Cor

Fusobacterium sp. (F. naviforme) |
(P) Fusobacterium sp. (F. nucleatum ss polymorphum) |
Solobacterium moorei |
Capnocytophaga sp. (OT335) b
Mycoplasma salivarium =
Tannerella sp. OT808 L—
Streptococcus sp. (S. infantis) B—
Prevotella sp. OT308
(C) Prevotella nigrescens Il .—
Eubacterium[14][G-1] saburreum |,

[ Cluster A
I ClusterB

Parodontites
modérées

Lachnospiraceae[G-4] sp. 0T373
Treponema sp. 5=
(P) Peptostreptococcaceae[13][G-1] sp. OT113 [
Prevotella sp. 0T526 =
(P) Filifactor alocis
(P) Synergistetes[G-3] sp. 0T361 =
(P) Lachnospiraceae[G-8] sp. 0T500 15
(P) Lachnospiraceae[G-8] sp. 0T500 Il =
(P) Chloroflexi[G-1] sp. OT439 ==
(P) Desulfobulbus sp. 0T041
(P) Treponema socranskii =
(P)Treponema sp. (T. medium)
(P) Eubacterium([11][G-6] nodatum =
(P) Treponema maltophilum jmu———
(P) Mopgibacterium ﬂ'ﬁlidum,

|

Cluster B

Signature OTUs

(P) Trep denticola

(P) Tannerella forsyrhiaE

(P) Porphyromonas gingivalis

5 10

Relative Abundance (%)

Hong et al, 2015

25 50 75100

Cluster B
Parodontites
séveres



Maladie parodontale :
Notion de dysbiose

08
S &
000,%
CSI%.‘ ® physical disruption of epithelium < © QO .l
Antibiotic treatment
Pathogen infection pathobionts

Host genetic defects
Bacterial gene modifications

& 400 §2 mm> disease

Pioneer
bacteria

biofilm
formation

colonization,

e.g.
Streptococci O
Actinomyceso

Coaggregation
of early
colonizers

e.g.
C. gingivalis @
V. atypica @
P. acnes @
P. loescheii §

Acquisition of
bridging
bacteria

/ﬁ
g. 4
n

e.
F. nucleatum |

Accumulation
of keystone
pathogens

P. gingivalis §
T. forsythia @
T. denticola &

Further dysbiosis
with
immunostimulatory
pathobionts (O
to cause alveolar
bone loss

Y. Jiao et al. I DENT RES 2014;93:539-546
Copyright © by International & American Associations for Dental Research




Définition d'une signature caractéristique
de la dysbiose parodontale

Analyse d'échantillons d'origine différente : classement en fonction de |'origine

PC3 (10.41%) ~

o

PC2
(19.05%)

/

PC1 (22.83%) /

Meuric et al, 2017




I Définition d'une signature caractéristique
de la dysbiose parodontale

Genres bactériens majoritaires (>95%)

chez les sujets sains

A Kingella Veillonella
Granulicatella
Actinomyces
Fusobacterium o s o
Gemella
Capnocytophaga
Neisseria
Prevotella
Leptotrichia
Rothia

Corynebacterium

\

Porphyromonas

chez les sujets atteints de
parodontite

Eubacterium

Campylobacter

Treponema

Streptococcus
Fusobacterium

Prevotella
Porphyromonas

Tannerella

Meuric et al, 2017



I Définition d'une signature caractéristique
de la dysbiose parodontale

-> calcul d'un ratio de dysbiose =

Abondance des genres « parodontite »

Abondance des genres « sains »

Corrélation avec le critere
clinigue de mesure de
profondeur de poche

parodontale
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Importance des interactions bactériennes
en biofilm

Changes in

EES cc:rlpotmon Morphological
5-\“"\\ changes (SCVs)
RS o ¥

Quorum sensing

m Increased

resistance to host

Spatial distribution » % Immune system

\J or abloﬁs

L ]
Metabolic interaction

Nutritional

Cooperation Competition
4 .

Elias & Banin, 2012



Apport de nouvelles fechnologies
a la compréhension des biofilms

- Performances microscopiques

/,

4




I Etude des interactions bactéeriennes
en biofilm

-> modele de biofilm en chambre a flux comprenant 3 bactéries buccales :

- Streptococcus gordonii
- Porphyromonas gingivalis
- Treponema denticola




I Modele expérimental du biofilm :
Analyse par microscopie confocale

1)Acquisition 74 S
des images

' )

2)Traitement
des images

3) Analyse/
Quantification < |
des images




Inferactions au sein d'un biofilm multi-bactéerien:
Etude par microscopie confocale

Analyse qualitative Analyse quantitative
N - Biomasse
P. gingivalis = eisseur

- Rugosité
- Surface ...




Interactions au sein d’'un biofilm multi-bactérien:
Etude par microscopie confocale

Marquage Syto40 + projection en z

P. gingivalis P. gingivalis P. gingivalis

S. gordonii T. denticola S. gordoni
T. denticola




I Interactions au sein d’ un biofilm multi-bactérien:
Etude du biofilm par microscopie confocale

X

P. gingivalis
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Représentations 3D




Représentations 3D




Coopération au sein d'un biofilm multi-bactérien:
Porphyromonas gingivalis/Treponema denticola

L'incubation avec T. denticola augmente la biomasse de P. gingivalis dans les biofilms

GFP

Transmitted
light

P. gingivalis biomass
um3/pm?

P. gingivalis

0.20+/-0.10

TO
P. gingivalis
T. denticola

. . .

0.83+/-0.45

T
*

\_‘/

T120
P. gingivalis
T. denticola

2.32+/-0.13

T
% %k

T
* ¥

-> Modulation de I'expression de géenes d’adhésion

Porphyromonas
gingivalis

Streptococcus
gordonii

Les 3 especes

Meuric,
Martin et al,
2012



Apport de nouvelles fechnologies
A la compréhension des biofilms

- délisation mathématique




Interactions au sein d’'un biofilm multi-bactérien:
Porphyromonas gingivalis/Streptococcus gordonii

-> Modéle expérimental + modele mathématique
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Substratum

- Modele mathématique de croissance de biofilm en fonction de la
concentration en substrat (nutriment) pour chaque espece bactérienne

L= f(p-mCx)/DS' Cs)

Avec L = épaisseur du biofilm, p, = taux de croissance des bactéries, C, concentration maximale de
biomasse, D, coefficient de diffusion du substrat, C, concentration maximale de substrat



Interactions au sein d’'un biofilm multi-bactérien:
Porohyromonas gingivalis/S. gordonii

-> La quantité de P. gingivalis diminue en présence de S. gordonii

CFU/biofilm

1,1E409
1,3E408
1,7E407
2,1E+06
2,6E+05
3,3E+04
4,1E+03
5,1E+02
6,4E+01
8,0E+00
1,0E400

P. gingivalis S. gordonii

B mono-bactérien M bi-bactérien

Martin ef al, 2017



Simulation de la croissance de biofilms bi-bactériens

1- Modele d’'indépendance
-> pas de substrat commun pour les 2 especes

80 -

i)

[ m]
*

30 R

Mean thikness
-+

-> pas d’adéquation avec les données expérimentales

Martin ef al, 2017




Simulation de la croissance de biofilms bi-bactériens

2- Modele de compétition
-> modele avec compétition de substrat entre les 2
especes

ss[pm)

Mean thikne:
-
Y

-> pas d’adéquation avec les données expérimentales

Martin ef al, 2017




I Simulation de la croissance de biofilms bi-bactériens

3- Modeéle de diffusion d'une substance toxique
produite par S. gordonii

[wm]

Mean thikness

Hours

-> adéquation avec les données expérimentales (épaisseur,
rugosité, et proportion de bactéries)

Martin ef al, 2017



Simulation de la croissance de biofilms bi-bactériens

P. gingivalis seul P. gingivalis +
S. gordonii

PG - Repartition des dommages dans le bicfilm a 1 heures 5G -Repartition des dommages dang | biofiln 2 1 heures

Epaisseur du biofilm [ m]
w 5 w0 o ~
Epaizzeur du biofilm [ m)

0 20 40 (1}
Largeur du biofilm [ m] Largeur du biofilm[ w m]

g0 100 120

Le modele mathématique développé permet :

- L'étude des caractéristiques de I'interaction entre 2 especes dans
un biofilm en croissance

- De prévoir le comportement de 2 especes dans un biofilm

-> peut étre utilisé avec d'autres especes/substrats

Martin ef al, 2017




Simulation de la croissance de biofilms bi-bactériens

P. gingivalis seul P. gingivalis +
S. gordonii

PG - Repartiion des dommages dans le bicfilm a 1 heures 5G -Repartition des dommages dans Ie biofilma 1 heures
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Le modele mathématique développé permet :

- L'étude des caractéristiques de I'interaction entre 2 especes dans
un biofilm en croissance

- De prévoir le comportement de 2 especes dans un biofilm

-> peut étre utilisé avec d'autres especes/substrats

Martin ef al, 2017



I Perspectives thérapeutigues anti-biofilms

Traitements actuels des parodontites :
- Elimination de la plague dentaire (non invasif ou chirurgical)
- Association avec traitement antfi-microbien (antibiotique)

Problemes :

- Résistance accrue des bactéries sessiles
- Mangue de sélectivité

- Accessibilité des traitements

fets secondaires Qd ’ %

N&D = [___]/ ®

N% %@%ﬁgﬁ
DQQ Al G —

,,0%@ Q.

FEMS Microbiol Rev. 2017;41(3):276-301

-> Nécessité de thérapies efficaces et ciblées contre les biofilms




Nouvelles stratégies théerapeutiques anti-biofilms

- fraitement + fraitement

Pourcentage de cellules

m sessiles
détachées

43,7%

Vo

Composition bactérienne

W Sg
mPg
mTd

détachées détachées

— Le traitement amplifie le détachement des cellules bactériennes

(Principalement T. denticola et P. gingivalis)




.

—— J

MERCI POUR VOTRE ATTENTION

Microbiologie

Institut NUMECAN - U1241 INSERM
ll Université de Rennes |

Martine Bonnaure-Mallet,

Christine Baysse, Kanchana Chathoth

N\

)
—

Microscopie- Analyse images

Microscopy Rennes Imaging Center
Rennes

Stéphanie Dutertre, Sébastien Huet

/\\V

¢

Bio-informatique

Institut NUMECAN - U1241 INSERM
Université de Rennes 1

Vincent Meuric, Emile Boyer,
Sandrine Le Gall

Modélisation mathématique
IRMAR- Université de Rennes 1

Fabrice Mahé




A- Détermination des parameétres
du modeéle ;

Biofilms a 1 espéce
P. gingivalis
ou
S. gordonii

B- Simulation de la croissance en
biofilm :

Biofilms a 2 espéces
P. gingivalis + S. gordonii

A\

Epaisseur
Biofilm P

Mathématique

|

Parameétres de dommage
w, v, d

Rugosité

P gingialis

Biofilm .I
Biologique
l

Parametres de croissance

YXSI rSI mS/ CS

J

Y

Hclh Yo

XS

at - 1 + e’,‘“)[w(’-)_()‘(f))

Biofilm
Mathématique

| Hypotheses |

() =m0l

P gingwalis

Epaisseur
P Biofilm .I
e Biologique
Rugosite -
Composition

1 2

3

Compétition Indépendance |

Produit toxique




