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Chapitre 1 Introduction et problématique

1.1 Le microbiote buccal

Le microbiote désigne l’ensemble des micro-organismes vivants qui composent un
environnement. Sa définition est assez large, puisqu’elle englobe, en principe, les bac-
téries, les archées, les virus, les levures et les autres eucaryotes unicellulaires. Il est
souvent confondu avec le terme microbiome, qui représente l’ensemble de l’information
génétique contenue dans les micro-organismes. Au sein du microbiote, les procaryotes,
et plus particulièrement les bactéries, sont majoritairement étudiés. De ce fait, le terme
bactériome serait plus approprié, et à mettre en parallèle de l’archéome, du virome, du
mycobiome, etc.

La sur-représentation des bactéries dans l’étude du microbiote n’est pas un hasard.
Elle tient compte du poids historique que représente la bactériologie dans la santé
humaine : dans la recherche sur les agents infectieux, bien sûr, mais également sur
les micro-organismes résidents. Le site de colonisation que représente le tube digestif
a toujours concentré les efforts de recherche à propos de la communauté bactérienne
qui y est naturellement présente. Celle-ci a longtemps été nommée flore, ou microflore,
intestinale. Elle deviendra progressivement le microbiote intestinal, au fur et à mesure
du délaissement des méthodes d’analyse par culture, pour la biologie moléculaire [1].

La prédominance des bactéries dans l’étude du microbiote découle aussi de la mé-
thodologie employée : sélection d’une portion de génome des micro-organismes, clo-
nage, séquençage, puis identification par comparaison avec des bases de données.
Chez les bactéries — et les archées —, le gène codant pour l’ARNr 16S est un candi-
dat parfait. Il est à la fois universel, car composant essentiel du ribosome, et spécifique
à chaque espèce, grâce aux régions variables présentes dans sa séquence. Quant
aux bases de données recensant les séquences génétiques déjà connues, elles n’ont
cessé de croître au fur et à mesure des publications. Profitant des débuts de l’internet,
le « Ribosomal Database Project » (RDP, https://rdp.cme.msu.edu) a été initié en 1993
[2]. Il comptait déjà les séquences codantes pour la sous-unité du ribosome d’environ
1 400 bactéries et 100 archées, mais aussi de 350 eucaryotes, toutes mises à la dis-
position des chercheurs, sous réserve d’une connexion FTP et de la possession d’une
adresse mail. Celle-ci servait alors de mot de passe. Sa plus récente version (version
11.5, https://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) recense 3 358 809 séquences, correspondant
à 12 681 espèces bactériennes et 531 archées.

Initialement, le champ d’application de ces méthodes de biologie moléculaire, et
notamment l’utilisation du gène de l’ARNr 16S, a été l’écologie environnementale, avec
l’exploration des écosystèmes marins ou du sol [3, 4]. Quel que soit le site de prélè-
vement, les conclusions étaient unanimes : les méthodes traditionnelles, par culture,
avaient sous-estimé la biodiversité des milieux. De fait, que ce soit par manque de nu-
triments, de partenaires ou par antagonisme, l’identification après culture omettait les
micro-organismes n’ayant pas réussi à se développer. C’est ainsi que nombre d’es-
pèces bactériennes, non encore cultivables (ou en passe de l’être [5]), ont été dé-
couvertes. Rapidement, la même méthodologie a été employée avec des échantillons
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Chapitre 1 Introduction et problématique

ser la composition du microbiote sous-gingival ont ainsi été réalisés dès 2010-2011 1.
Plus récemment, la méthodologie d’analyse du microbiote (biologie moléculaire et bio-
informatique) a également été mise en place. Dans ce cadre, l’intégration des outils de
bioinformatique dans notre environnement de travail a permis de créer une plateforme
d’analyse apte à recevoir des échantillons externes. Parmi ces outils, citons : « Quanti-
tative Insights Into Microbial Ecology » (QIIME1 puis QIIME2, https://qiime2.org/), mo-
thur (https://mothur.org/) et Cytoscape (https://cytoscape.org/).

Aujourd’hui, après presque dix ans d’analyse par les nouvelles générations de sé-
quençage (NGS), l’apport de ces outils est indéniable. Les variations de composition
du microbiote buccal au cours de la vie et dans les différents sites de la cavité buccale,
ainsi que sa relation avec l’hôte et son implication dans des maladies, locales (carie
et parodontite) et à distance (liens microbiote buccal et maladies systémiques), sont
autant d’éléments nouveaux. Récemment, nous avons réalisé un état des lieux des
connaissances acquises et de notre expérience personnelle. Le résultat de ce travail
est présenté dans la section suivante.

1.1.1 Le microbiote buccal : bases fondamentales et applications en phy-
siopathologie, EMC Traité de Médecine Buccale 2019

Cette revue de littérature a été publiée le 20 décembre 2019 dans le Traité de Mé-
decine Buccale de l’Encyclopédie Médico Chirurgicale (https://www.em-consulte.com/
article/1340101/).

L’approfondissement des connaissances sur le microbiote, bien que le sujet soit fina-
lement encore jeune, aura probablement un impact sur notre pratique clinique. Comme
le mentionne la conclusion de cette revue de littérature, les progrès couplés de la bio-
informatique et des intelligences artificielles auront une application pratique dans nos
cabinets dentaires, comme elles en ont déjà dans d’autres domaines médicaux [8]. L’in-
cidence des NGS sur notre travail de microbiologiste est déjà évident : devenus éga-
lement bioinformaticiens, nous passons souvent plus de temps devant un écran d’ordi-
nateur que devant une paillasse. Mais, il est nécessaire de rester critique vis-à-vis de
certaines conclusions obtenues par des algorithmes, qui nous fournissent cependant
des hypothèses de travail. Il est alors important de revenir à la culture in vitro et à des
modèles in vivo pour pouvoir les évaluer.

Dans un article paru dans Periodontology 2000 et qui faisait l’introduction du nu-
méro de juin 2000, les auteurs s’enthousiasmaient de voir réemerger la « médecine
parodontale » [9]. Un concept simple, et ancien, reconnaissant l’apport de la maladie
parodontale, ou de la cavité buccale, dans l’état de santé générale de l’individu. Le lien
entre santé parodontale et santé générale était pourtant devenu anecdotique lors du
dernier siècle. Mais, à l’occasion de nouvelles recherches, il est redevenu une théorie

1. Voir à ce sujet l’analyse de ces échantillons dans le travail présenté dans la section 2.1 Increased
transferrin saturation is associated with subgingival microbiota dysbiosis and severe periodontitis in genetic
haemochromatosis, Scientific Reports 2018 en page 34.
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acceptable. Les auteurs relevaient l’importance de cette nouvelle, en faisant référence
aux associations entre parodontite et maladies cardiovasculaires, diabète ou naissance
prématurée qui avaient été publiés peu de temps auparavant [10–12]. Et ces mêmes
auteurs de plaider pour de nouvelles stratégies de diagnostic et de traitement, recon-
naissant le lien entre maladie parodontale et maladies systémiques. Ce constat est
toujours d’actualité, et s’il est un élément qui participe significativement à la compré-
hension de ce concept, c’est bien l’étude du microbiote buccal.
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INTRODUCTION 

 

La cavité buccale est la deuxième communauté bactérienne la plus diversifiée 
du corps humain, abritant plus de 700 espèces de bactéries qui colonisent les surfaces 
dentaires dures des dents et les tissus mous de la muqueuse (1). Ce sont plus de 108 
bactéries qui sont retrouvées dans un millilitre de salive. Ces bactéries de la cavité 
buccale ont initialement été visualisées, il y a maintenant plus de trois siècles, par Van 
Leeuwenhoek qui décrivait alors des « animalcules ». Elles sont bien connues des 
chirurgiens-dentistes dans la plaque dentaire qui recouvre les dents, et sont 
considérées comme responsables des pathologies buccales telles que caries, 
gingivite et parodontite. Cette plaque dentaire est aussi appelée biofilm dentaire ; ce 
dernier comprenant les bactéries et la matrice extracellulaire dans laquelle les 
bactéries sont engluées. Aujourd’hui, le terme le plus approprié pour parler de 
l’ensemble des micro-organismes de la cavité buccale est le « microbiote buccal ». Le 
microbiote buccal comprend l’ensemble des micro-organismes vivants (bactéries, 
virus, archées, protozoaires). Le microbiome est la somme des micro-organismes, de 
leur information génétique et de l’environnement dans lequel ils interagissent. C’est 
donc l’ensemble de la communauté écologique de micro-organismes commensaux, 
symbiotiques et pathogènes, qui partage l’espace corporel (2).  

L’étude des bactéries buccales a commencé par la culture et l’identification 
(méthodes pasteuriennes). Les techniques de biologie moléculaire ont permis de 
gagner en rapidité avec le développement de la Polymerase Chain Reaction (PCR – 
1985) ou encore de l’hybridation de sondes ADN spécifiques pour identifier des 
bactéries déjà connues (3). Puis, le clonage et séquençage de l’ADN ont permis la 
découverte de nouvelles espèces. L’émergence de nouvelles technologies de 
séquençage à très haut débit (NGS) dans les années 2000, et largement utilisées à 
partir de 2010, associée à la bioinformatique, permet aujourd’hui de visualiser 
rapidement et à moindre coût l’ensemble des microbiotes (Figure 1). Ce 
développement d’expertise et de la compréhension des microbiotes humains a été 
réalisé grâce au Human Microbiome Project (HMP) aux USA (4) et au projet MetaHIT 
(Metagenomics of the Human Intestinal Tract) en Europe (MetaHIT Consortium – 
http://www.metahit.eu). Les travaux réalisés avec les NGS utilisent soit le 
pyroséquençage (454, Roche), soit le séquenceur par terminateur réversible (MiSeq, 
Illumina). Ils permettent la lecture de plusieurs millions de séquences en parallèle et 
sans a priori. C’est le gène de l’ARN ribosomal 16S (ARNr 16S) qui est utilisé comme 
un « code barre », chaque espèce bactérienne possédant sa propre variation de 
l’ARNr 16S. Son séquençage sans distinction permet de détecter et classer l’ensemble 
des bactéries sous forme de « variants », y compris des espèces non cultivables (qui 
représentent plus du tiers des bactéries buccales) voire inconnues jusqu’alors ; citons 
par exemple les membres du phylum TM7 qui auraient un rôle dans la maladie 
parodontale (5). Aujourd’hui, ce sont plus de 1 500 taxons (Table 1) qui sont distingués 
dans la base de données de l’HOMD (Human Oral Microbiome Database). 

  





 

ACQUISITION DU MICROBIOTE BUCCAL 

 

L’acquisition du microbiote buccal primaire est encore à ce jour très 
controversée. En effet, certaines études ont montré la présence de bactéries d’origine 
buccale au niveau placentaire, suspectant des bactériémies de bas grade chez la 
femme enceinte. Ces dernières permettraient ainsi la colonisation placentaire, du 
liquide amniotique, puis de la cavité buccale de l’enfant à naître. Ces études ont 
d’abord réalisé une détection via l’ADN bactérien, par PCR spécifiques, puis par NGS 
(6,7). Des observations au microscope réalisées sur des échantillons de placentas par 
une équipe de l’hôpital de St Louis ont ensuite confirmé la présence de bactéries 
intracellulaires dans un tiers des échantillons (8). La présence de ces bactéries 
intracellulaires n’était pas liée à un accouchement prématuré ou à terme. Une étude 
de 2016 a affiné ces résultats en analysant la composition microbienne du placenta et 
du liquide amniotique, à la fois par culture conventionnelle et par NGS, provenant de 
15 femmes enceintes ayant accouché par césarienne (9). Les critères de sélection 
excluaient alors toute pathologie ou évènement ayant pu aboutir à la contamination 
des échantillons, comme, par exemple, la rupture de la membrane amniotique. 
Cependant, de nombreux chercheurs évoquent la possibilité de contamination à 
d’autres points du processus d’analyse des échantillons, comme lors de l’extraction de 
l’ADN. Par ailleurs, des résultats contradictoires ont été publiés en 2018, à nouveau à 
propos d’échantillons de liquide amniotique (10). Tandis que des bactéries étaient 
détectées dans les échantillons présentant des antécédents de rupture de la 
membrane amniotique, aucune trace significative de présence bactérienne n’était 
présente dans les échantillons provenant de cavités amniotiques intactes, ni par 
détection d’ADN, ni par culture. Ainsi, sans complication pendant la grossesse, la 
colonisation microbienne commencerait préférablement après la rupture de la 
membrane amniotique.  

Il est cependant admis qu’il n’y a pas une mais plusieurs sources potentielles 
de microbiotes : maternels (vaginal en cas de naissance par voie basse, cutané en 
cas de césarienne, mais également par le lait maternel (11)) et environnementaux 
(accouchement à l’hôpital, à domicile,…). Autant d’éléments qui se combinent pour 
assurer la colonisation de la cavité buccale de l’enfant. Par la suite, l'environnement 
buccal précoce est fortement façonné par la mère (jusqu’à 85% de microbiote 
commun) (12). Avant l’éruption des dents, seules les bactéries majoritairement 
aérobies et ayant un fort tropisme pour les cellules épithéliales pourront coloniser la 
cavité buccale, notamment les genres Streptococcus (S. salivarius, S. mitis, 
S. epidermidis) puis Fusobacterium (13). Parmi ces colonisateurs précoces, certains 
streptocoques (en particulier S. salivarius) sont favorisés par les premiers sucres 
ingérés (14). Ils facilitent par la suite l’installation des Veillonella et des Lactobacillus ; 
ces derniers pouvant être initialement acquis lors de l’accouchement (14). 

 

 TOPOGRAPHIE  

 

À l’âge de 6 mois, l’arrivée des premières dents change drastiquement la 
morphologie de l’écosystème existant. La création de nouvelles niches – pseudo-
poches puis sillons gingivo-dentaires contenant du fluide gingival (potentiellement du 



sang), surfaces dures dentaires non desquamantes lisses ou sillons occlusaux – 
représente autant de nouvelles surfaces aux caractéristiques physico-chimiques 
nouvelles à coloniser. L’alimentation solide est également introduite à cet âge. 
Théoriquement associée à l’hygiène bucco-dentaire, elles vont profondément 
influencer le microbiote (15). Le microbiote buccal est caractérisé par une variabilité 
élevée et les connaissances actuelles indiquent qu'il atteint vers l’âge de 2 ans une 
stabilité proche de celle observée chez l’adulte (14). Globalement, la diversité et la 
richesse bactérienne augmentent et divergent du microbiote maternel lors du 
développement de la cavité buccale.  

Ainsi, la cavité buccale abrite plusieurs micro-niches où le pH, l'oxygène, la 
température ou le potentiel d’oxydo-réduction peuvent influer sur l’installation et le 
développement des micro-organismes et sur le risque de maladie (16). D’une part, les 
différentes structures que sont la langue, les dents, les muqueuses, le palais et la 
gencive (supra ou sous gingivale) se sont avérés, tant par la culture que par des 
approches moléculaires, abriter des microbiotes distincts (17). D’autre part, les 
facteurs environnementaux peuvent varier au sein d’une même structure, affectant la 
composition du microbiote. Simón-Soro et coll. ont montré en effet que la proportion 
d’un anaérobie obligatoire comme Fusobacterium est plus important dans le sillon 
gingivo-dentaire lingual, alors que les aérobies et anaérobies facultatifs, tel que 
Streptococcus, sont beaucoup plus communs du coté vestibulaire (18). Ces variations 
peuvent être expliquées par une plus grande exposition à l’oxygène du versant 
vestibulaire. Elles sont un exemple, parmi d’autres, des micro-niches présentes dans 
la cavité buccale et de l’influence du site de prélèvement. 

 

LA SALIVE 

 

Bien que la bouche comporte plusieurs micro-niches distinctes, la salive peut 
néanmoins être considérée comme une alternative intéressante à la multiplication des 
sites de prélèvements : elle serait représentative d’une dispersion des bactéries et des 
métabolites provenant d’autres niches buccales et pourrait donner accès à l’ensemble 
du microbiote buccal (19). Les genres les plus communs – et généralement les plus 
abondants – sont Streptococcus, suivi des Prevotella, Haemophilus, Neisseria et des 
Veillonella (20). Ces genres représentent ce qu’on appelle le noyau du microbiote 
(« core microbiome ») salivaire, sa portion la plus prévalente. Plusieurs auteurs ont 
ensuite cherché dans des études à grande échelle, à dresser des profils spécifiques, 
propres à différents groupes d’individus classés selon leur mode de vie, leur état 
bucco-dentaire, etc. Dans le cadre d’une étude de cohorte menée depuis 1961 dans 
la ville d’Hisayama au Japon, l’étude du microbiote salivaire de 2 344 individus (âgés 
de 40 ans et plus) a montré un enrichissement en genre Neisseria dans des conditions 
de parodonte sain (21). Les genres Prevotella et Veillonella augmenteraient, à 
l’inverse, dans les cas de maladies parodontales. Dans une population de 1 500 
adolescents espagnols (âgés de 13 à 15 ans), Willis et coll. ont identifié deux profils 
salivaires distincts (22). De la même manière que dans l’étude japonaise, les auteurs 
ont noté que les genres à l’origine des plus grandes variations étaient les genres 
Neisseria et Prevotella, chacun étant marqueur de l’un des deux profils. Les auteurs 
ne précisent cependant pas l’état bucco-dentaire des participants. Zaura et coll. 
décrivent quant à eux cinq profils distincts à partir des échantillons de 268 néerlandais 
âgés de 18 à 32 ans et indemnes de pathologie orale (23). Dans cette étude, le niveau 



d’analyse taxonomique descend jusqu’à l’espèce. Néanmoins, les espèces 
représentatives de ces cinq profils appartiennent également aux genres 
précédemment cités : Neisseria, Prevotella, Veillonella, mais aussi Streptococcus et 
Haemophilus.  

L’hygiène et les habitudes alimentaires, mais également la qualité de l’eau de 
boisson (eau du robinet) seraient les principaux facteurs influençant ces microbiotes 
salivaires dans l’étude de Willis (22). À l’inverse, Zaura et coll. ne relevaient pas 
d’association entre les habitudes alimentaires des participants et le classement de leur 
microbiote salivaire dans tel ou tel profil (23). L’analyse des paramètres biochimiques 
de leur salive (flux salivaire, pH, enzymes salivaires) présentée dans la publication 
illustrait, à nouveau, l’adaptation des communautés microbiennes à leur 
environnement. Une fois entrée dans un modèle statistique, la composition du 
microbiote permettait aux auteurs de prédire avec une précision correcte le pH et 
l’activité lysosomale salivaires. 

Ces communautés appelées « stomatotypes » font référence aux entérotypes 
qui ont été décrit précédemment au niveau intestinal, mais ne font pas encore 
consensus (24). D’une part, les compositions de ces microbiotes salivaires sont 
souvent discutées par les chercheurs, car ils peuvent être considérés comme étant 
une approximation sommaire des communautés de biofilms issues des différentes 
niches buccales. D’autre part, le regroupement en différents stomatotypes est soumis 
à un algorithme statistique. Les résultats (nombre de stomatotypes, constitution des 
groupes) peuvent donc varier selon l’algorithme utilisé et les paramètres choisis par 
les chercheurs. Dans une étude allemande de 2017, le nombre optimal de 
stomatotypes était lui-même estimé par un algorithme statistique (25). Les groupes 
ainsi définis par leur microbiote séparaient cependant de manière significative les 
individus souffrant ou non de parodontite. 

 

ORGANISATION DE BIOFILM SAIN 

 

 Classiquement, les biofilms buccaux commencent par la mise en place de la 
Pellicule Acquise Exogène (PAE) sur laquelle l’attachement de Streptococcus et 
d’Actinomyces peut avoir lieu ; ils sont ainsi qualifiés de colonisateurs primaires. Ces 
micro-organismes servent de substrat pour permettre ensuite l’adhérence de 
colonisateurs secondaires tels que Fusobacterium nucleatum. Ce dernier présente 
des capacités de liaisons multiples, à la fois avec les colonisateurs précoces et tardifs.  

 Avec les premières analyses des biofilms par séquençage, le Human 
Microbiome Project (HMP) a généré des ressources pour faciliter la caractérisation du 
microbiote humain, et qui sont aujourd’hui presque indispensables. Cet organisme a 
mis à la disposition de la communauté les résultats de séquençage des microbiotes 
prélevés sur différents sites du corps (cavité buccale, fosses nasales, peau, etc.) de 
plus de 300 individus sains. Parmi leurs données, des séquençages d’échantillons de 
biofilms supra et sous-gingival sont disponibles. La majorité des genres bactériens 
présents dans ces deux biofilms est représentée sur la Figure 2 (genres bactériens 
dont la proportion moyenne dépasse 1% du microbiote total). 

 





l'identité des voisins avec lesquels ils interagissent classiquement et du milieu (sillon 
gingivo-dentaire, surface occlusale, etc.) qui influencera ces biofilms dans le maintien 
de la santé ou la progression vers la maladie. 

 Aujourd’hui, le microbiote supra-gingival est le mieux caractérisé à l’échelle 
microscopique (de par son accès facile). Welch et coll. ont proposé une structure bien 
déterminée, non liée au hasard, en forme de « hérisson » (29). Le genre 
Corynebacterium, bactérie filamenteuse semble être un élément essentiel à la 
structure. Les bactéries du genre Corynebacterium se lient à un biofilm existant 
contenant principalement des Streptoccocus et des Actinomyces. En périphérie, des 
structures en épis de maïs (Figure 3) se forment au contact des Corynebacterium 
avec des Porphyromonas et des Streptoccocus eux-mêmes liant des Haemophilus 
et/ou Aggregatibacter. Des Neisseriaceae sont également présents sous forme de 
grappes, en périphérie de la structure du biofilm. Les Streptoccocus vont créer un 
microenvironnement riche en CO2, lactate et acétate contenant également du 
peroxyde mais surtout pauvre en oxygène. Les filaments allongés de Fusobacterium 
et de Leptotrichia peuvent alors proliférer dans cet anneau à basse teneur en oxygène 
et riche en CO2, dans l'immédiate proximité de la périphérie contenant les épis de 
maïs. Finalement, au niveau de cette anneau, les conditions physico-chimiques sont 
favorable aux bactéries capnophiles et les Capnocytophaga vont proliférer 
abondamment. La base de cette structure est dominée par des filaments de 
Corynebacterium et est peuplée par addition de bactéries filamenteuses et de coccis 
(Figure 4). 

 Les travaux menés sur le biofilm sous-gingival n’ont pu l’être que sur des dents 
extraites. Dans une étude de 2010, Zijnge et coll. ont décrit une architecture en quatre 
couches (30). Trois d’entre elles se situant entre la dent et la muqueuse gingivale 
(couches basale, intermédiaire et supérieure), et une couche extérieure. Les auteurs 
identifient différentes espèces dans chaque couche : Actinomyces dans la couche 
basale, Fusobacterium nucleatum et Tannerella dans la couche intermédiaire, 
Cytophaga, Flavobacterium, Bacteroides et Synergistetes dans la couche supérieure, 
Spirochaetes dans la couche extérieure. Les bactéries paropathogènes connus ou 
présumés (Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella 
nigrescens, Prevotella intermedia, Parvimonas micra) sont essentiellement situés 
dans les couches supérieures, colonisateurs d’un biofilm déjà formé. 

Finalement, c’est un nombre modeste de taxons abondants qui constitue la 
nette majorité des bactéries dans ces structures. Ces taxons sont disposés dans un 
cadre spatial organisé, dans lequel chaque micro-organisme occupe une position 
caractéristique permettant aux autres de se développer.  

 









 

Ainsi, certains auteurs considèrent les caries comme des troubles métaboliques 
de la communauté bactérienne (35). Historiquement, Streptococcus mutans est 
considéré comme le principal responsable de la carie dentaire depuis sa découverte 
en 1924. Cependant, l’abondance relative de S. mutans n’est pas toujours associée à 
la présence de caries dentaires. Ainsi, même si sa présence est un facteur défavorable 
pour la santé bucco-dentaire, il n’est plus considéré comme le seul agent responsable 
et de nombreux biofilms oraux cariogènes ont été caractérisés par leur activité 
métabolique et leur composition taxonomique. Dans une revue de littérature de 2018, 
Espinoza et coll. ont montré que des Streptococcus, les Catonella morbi et 
Granulicatela elegans étaient augmentés chez des patients présentant des caries 
dentaires (35). À une plus forte résolution, ce sont 119 espèces de Streptococcus qui 
ont pu être identifiées. Les abondances relatives de S. parasanguinis, S. australis, S. 
salivarius, S. intermedius, S. constellatus et S. vestibularis sont ainsi augmentées en 
présence de caries dentaires. Ces derniers ne représentent qu’à peine 5% des 
Streptococcus. Ainsi, l'apparition des caries ne peut pas être expliquée par la présence 
d’une seule bactérie, mais doit être expliquée comme la perturbation de l’ensemble de 
l’écosystème. 

 

Exemple des maladies parodontales.  

Dans les maladies parodontales, les mécanismes de dysbiose sont multiples et 
le cycle de ces maladies est présenté Figure 8. L’hygiène est un élément essentiel 
permettant de limiter l’accumulation de biofilm comprenant de nombreuses bactéries 
non spécifique qui seront à l’origine de la gingivite (36). À ce jour, la suite 
d’évènements amenant au passage à la parodontite est assez mal comprise. 

Concernant les parodontites de haut grade (classification de Chicago 2018 (37), 
anciennement parodontites agressives), elles sont souvent associées dans les 
publications à une bactérie particulière : Aggregatibacter actinomycetemcomitans, et 
plus particulièrement au clone JP2 (38). Néanmoins, ces résultats sont contestés par 
d’autres équipes qui considèrent que la détection des pathogènes parodontaux ne 
permet pas encore de distinguer les différents grades des parodontites (anciennement, 
chroniques et agressives) (39).  

Les parodontites concernent environ un adulte sur deux dans les pays 
industrialisés (40,41). Plusieurs pathogènes parodontaux ont été cités par le passé 
tels que F. nucleatum, P. intermedia, Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus ou 
encore P. gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia ; les trois derniers 
appartenant au complexe rouge. Ce dernier, décrit en 1998 dans une étude de 
Socransky, s’est révélé être fortement associé aux mesures cliniques de la parodontite 
(3). À une époque où les techniques de détection bactérienne étaient pour la plupart 
a priori (Fig 1), les bactéries du complexe rouge sont longtemps restées les 
pathogènes clés de la parodontite. 

 





une approche plus globale et les nouvelles technologies de séquençage, nous avons 
défini un microbiote de base sain et impliqué dans les parodontites (46). La Figure 9 
montre les résultats obtenus avec les principaux genres bactériens impliqués. Certains 
sont communs (Fusobacterium, Streptococcus) et d’autres sont spécifiques aux 
parodontites (Tannerella). À l’aide d’un ratio de dysbiose sur les abondances relatives 
des genres présents ((% Porphyromonas + % Treponema + % Tannerella) / (% Rothia 
+ % Corynebacterium)), la séparation entre patients sains et patients présentant une 
parodontite a pu être fortement améliorée (46). 

 

 

Figure 9 : (a) Réseau des genres principalement retrouvés chez les patients sains. 
(b) Réseau des genres principalement retrouvés chez les patients atteints de 
parodontite.  

 

Exemple des mucosites péri-implantaires et les péri-implantites.  

Ces pathologies montrent plusieurs similitudes cliniques avec la gingivite pour 
la mucosite péri-implantaire, et avec la parodontite pour la péri-implantite. Les travaux 
antérieurs aux NGS ont montré des germes en commun avec les maladies 
parodontales. Ainsi, le complexe rouge est régulièrement cité comme étant présent en 
plus grande quantité dans les poches péri-implantaires que dans les sillons ou sites 
implantaires sains. Il est probable que les espèces présentes dans les poches 
parodontales puissent coloniser les sites implantaires voisins. Cependant, pour les 
espèces abondantes, il existe bien deux niches écologiques différentes (47). 
Concernant la diversité des microbiotes de la péri-implantite, les auteurs se 
contredisent régulièrement : plus divers pour certains et moins divers pour d’autres 
lorsqu’on le compare à la parodontite (48,49). Plusieurs espèces, y compris des 
espèces précédemment insoupçonnées (telles que Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus warneri ou encore Brevundimonas) ont été 
uniquement retrouvées dans les sites péri-implantaires. Les maladies péri-
implantaires présenteraient des niveaux plus élevés d’Actinomyces, Peptococcus, 
Campylobacter, Streptococcus (non-mutans), Butyrivibrio et Streptococcus mutans 
par rapport aux sites implantaires sains (49). Zheng et coll., incriminent également 
Eubacterium minutum dans la peri-implantite (50). Grâce à l’évolution des 
technologies, les résultats, bien que contradictoires, semblent indiquer que les 
microbiotes parodontaux et péri-implantaires sont différents. 



MICROBIOTE BUCCAL ET MALADIES SYSTÉMIQUES  

 

Si les bactéries sont la principale cause de maladies infectieuses, de nouvelles 
études indiquent quelles sont aussi indirectement responsables de plusieurs autres 
maladies, dont plusieurs maladies systémiques. Explorées depuis plusieurs années, 
les associations entre les bactéries de la cavité buccale et les autres maladies font 
encore débat. A priori, le concept de cavité buccale dysbiotique en tant que source 
d'infection à distance est aujourd’hui admis. Ainsi, les maladies parodontales, avec 
leur charge bactérienne importante associée à une défaillance du système 
immunitaire, sont des facteurs de comorbidité de différentes pathologies d’organes 
comme les pathologies cardio-vasculaires, pulmonaires, rénales. La masse 
bactérienne parodontale, ses métabolites et ses facteurs de virulence, entrainent une 
inflammation ; la chronicité de l’inflammation aboutit à une réponse immunitaire 
laquelle exacerbe la pathologie d’organe et en retour la maladie parodontale. 
Inflammation, réponse immunitaire et dysbiose fonctionnent alors dans un cercle 
vicieux. 

À côté des maladies d’organes, les maladies chroniques inflammatoires, 
métaboliques ou auto-immunes, telles que le diabète, la polyarthrite rhumatoïde (PR) 
et le lupus érythémateux systémique (LES), augmentent la sensibilité aux maladies 
parodontales. Des études chez l'homme et l’animal ont montré que ces maladies 
favorisaient l'inflammation du parodonte et la gravité de la parodontite. L’étude des 
microbiotes buccaux montre que pour les trois maladies systémiques citées, le nombre 
de taxons bactériens associés à la santé diminue et le nombre de taxons associés à 
la maladie augmente. Bien qu’une bactérie buccale spécifique de la maladie 
parodontale n’ait jamais été mise en évidence, le diabète augmente les niveaux de 
Capnocytophaga, Porphyromonas et Pseudomonas (51), tandis que Prevotella et 
Selenomonas sont augmentés dans les cas de PR (52) et Selenomonas, Leptotrichia 
et Prevotella dans le LES (53). Dans un modèle animal, le diabète accroit la 
pathogénicité du microbiote buccal, avec une augmentation de l'inflammation, de 
l'ostéoclastogenèse et de la perte osseuse (54). 

La composition du microbiote, régie par des facteurs locaux, l’est aussi par des 
facteurs systémiques, lesquels peuvent également avoir un effet significatif. L'un des 
mécanismes suggérés est que les maladies inflammatoires systémiques augmentent 
l'inflammation locale. Cela modifie l'expression des médiateurs inflammatoires 
localement, augmente le recrutement de leucocytes dans le parodonte et modifie la 
composition du microbiote buccal, ce qui peut engendrer sa dysbiose.  

 

 Diabètes et modifications du microbiote buccal 

 

Chez l’enfant et chez l’adulte, les diabètes de type 1 et 2 ont des répercussions 
sur le parodonte avec une augmentation de la sévérité de l’atteinte parodontale avec 
la gravité du diabète. L’inflammation du parodonte est identique à celle qui peut être 
observée dans d’autres tissus affectés par le diabète (55). La destruction parodontale 
chez les sujets diabétiques est due à une modification de la réponse de l'hôte et à une 
modification de pathogénicité bactérienne, entraînant une inflammation et des lésions 
plus importantes. Si plusieurs études montrent que certains genres bactériens 
augmentent ou diminuent lors de la parodontite chez le sujet diabétique, une étude 



longitudinale menée chez la souris montre que le développement de l'hyperglycémie 
induit un changement dans la composition bactérienne, augmentant les niveaux de 
Protéobactéries (Enterobacteriaceae) et de Firmicutes (Enterococcus, 
Staphylococcus et Aerococcus) (56). L’installation du diabète a également réduit la 
diversité du microbiote buccal, comme dans d'autres tissus où le diabète réduit la 
diversité bactérienne (57). Le vieillissement chez la souris diabétique réduit la diversité 
bactérienne, laquelle s'accompagne d'une colonisation importante par P. gingivalis 
(58). 

À côté des modifications de la composition du microbiote, l’inflammation 
chronique augmente également la pathogénicité des bactéries avec une augmentation 
de production d’IL-17 et en réponse une aggravation des signes cliniques de la 
parodontite (59). Inversement, un traitement intensif de la parodontite pourrait être 
important pour une gestion efficace du diabète de type 2, montrant ainsi une relation 
bi-directionnelle entre diabètes et parodontite (60). 

 

 Polyarthrite rhumatoïde (PR) et modifications du microbiote buccal 

 

La PR, maladie auto immune caractérisée par une inflammation chronique 
partage des signes cliniques communs avec la maladie parodontale : inflammation 
chronique par poussée, perte osseuse. La prévalence des maladies parodontales est 
élevée chez les patients atteints de PR (61). La maladie parodontale pourrait favoriser 
une PR par surproduction ou sur-activité d’enzymes, les peptidylarginines déiminases. 
Ces enzymes augmentent le taux de citrullination des protéines, au risque de 
déclencher ou aggraver une auto-antigénicité en favorisant une réponse auto-immune 
(anticorps anti-protéines citrullinées, ou ACPA). L’utilisation d’antiseptiques réduit la 
perte osseuse et confirme le rôle du microbiote buccal dans la PR (62). La PR amplifie 
la réponse inflammatoire dans le parodonte, laquelle en retour modifie le microbiote 
buccal. L’expression des cytokines telles que le TNF-ɑ, les IL -1, IL-6 et IL-17 est 
élevée dans le parodonte, tandis que celle des IL-17 et IL-33 est élevée dans la salive 
de sujets atteints de PR (53). Les mécanismes par lesquels les bactéries et/ou 
l’inflammation parodontale peuvent intervenir sont présentés Figure 10. 

  





 Lupus érythémateux systémique (LES) et modifications du microbiote 
buccal 

 

Le LES est une maladie auto-immune caractérisée par une inflammation 
persistante et qui atteint plusieurs organes comme les reins, les poumons, les 
articulations, le cœur et le cerveau. L’étiologie est à la fois génétique et 
environnementale, et est liée à une dysbiose microbienne (53,66). Dans la cavité 
buccale, le LES peut se manifester par des ulcérations, une xérostomie, une hyposialie 
et une parodontite. Dans une méta-analyse, un risque multiplié par 1,76 de maladie 
parodontale chez les sujets atteints de LES a été montré. Ce risque est corrélé à des 
niveaux élevés de cytokines (IL-6, IL-17 et IL-33) dans la salive de patients atteints de 
LES. L’inflammation est corrélée à la composition du biofilm sous gingival. Ces 
observations chez l’homme ne permettent cependant pas de conclure à des liens entre 
composition du microbiote, grades de la maladie parodontale et marqueurs de 
l’inflammation.  

Néanmoins, chez les patients atteints de LES, le microbiote est altéré avec une 
forte augmentation de lactobacilles et de Candida albicans par rapport à des patients 
non atteints. Les bactéries associées à la maladie parodontale telles que Prevotella 
sp., Leptotrichia, S. noxia et Lachnospiraceae sont en nombre élevé chez les patients 
atteints de LES même dans les sites sains (53). De plus, les bactéries associées à un 
parodonte sain comme Capnocytophaga, Rothia, Streptococcus, sont diminuées chez 
les patients atteints de LES et de parodontites. Les marqueurs de l’inflammation sont 
élevés chez ces mêmes patients (63). Le traitement de la maladie parodontale a des 
répercussions sur la thérapeutique conventionnelle de LES avec une réduction de 
l’activité de la maladie (67). Prises ensemble, les données de la littérature mettent en 
évidence le lien entre le microbiote et le LES et suggèrent qu'une réduction de 
l'inflammation favoriserait la formation d'un microbiote buccal moins pathogène. 

Le syndrome de Sjögren primaire est une autre maladie auto-immune qui a de 
nombreux signes cliniques communs avec le LES. Les malades atteints de Sjögren 
ont pourtant un microbiote buccal différent de celui des patients atteints de LES. La 
diversité bactérienne est très faible chez les patients atteints de Sjögren par rapport 
aux patients atteints de LES. Cette caractéristique serait liée à la sécheresse buccale 
chronique chez le patient Sjögren (68).  

 

 Hémochromatose et modifications du microbiote buccal  

 

L’hémochromatose liée au gène HFE est la forme la plus commune de 
surcharge en fer d’origine génétique. À l’origine de symptômes hépatiques, 
cardiaques, articulaires, osseux et buccaux, elle se manifeste biologiquement par une 
élévation anormale de la saturation de la transferrine (TSAT). À partir de 45% de 
saturation, une forme particulière du fer – non lié à la transferrine – apparaît dans le 
plasma. Cette forme toxique est suspectée être à l’origine des symptômes observés 
lors de l’hémochromatose et peut favoriser la croissance et la virulence bactérienne. 
Le traitement, par saignées régulières, vise à rétablir un niveau normal de fer dans 
l’organisme et s’accompagne d’un retour à des valeurs normales de la TSAT. Une 
association significative a été montrée entre patients hémochromatosiques saturés et 
parodontite sévère (69). Chez ces patients, les indices d’α et de β diversité du 



microbiote ne montraient pas de différence significative selon le niveau de TSAT des 
patients. Cependant, l’étude des réseaux d’interactions bactériens associés aux tests 
de corrélation avec les données cliniques et biologiques permet de décrire deux profils 
microbiologiques distincts. Les patients désaturés (TSAT ≤ 45 %) présentaient un 
microbiote avec deux communautés bactériennes qui s’opposent (saine et 
pathogénique), suggérant une compétition en cas de faible biodisponibilité du fer. 
Cette compétition disparaît chez les patients saturés. 

Chez les patients désaturés, la TSAT était corrélée positivement avec 
l’abondance de Porphyromonas et de Treponema, deux genres impliqués dans les 
parodontites. Par ailleurs, la TSAT était négativement corrélée avec Corynebacterium, 
genre associé à un parodonte sain. En l'absence d'apparition de fer libre, une TSAT 
augmentée sélectionne des genres paropathogènes, dont l'affinité pour la transferrine 
est connue. 

Les patients saturés présentaient des indices parodontaux significativement 
plus élevés, confirmant ainsi l’observation de la précédente étude. Par ailleurs, ces 
indices étaient positivement corrélés avec les pathogènes classiquement décrits 
Porphyromonas, Treponema et Tannerella. Ainsi, il semble exister un impact du niveau 
de saturation de la transferrine sur le microbiote parodontal et l’atteinte parodontale 
(70). Le niveau de fer dans l’organisme a donc un rôle qui reste à élucider dans 
l’équilibre des relations entre l’hôte et son microbiote. 

 

 Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) et modifications 
du microbiote buccal  

 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin, maladie de Crohn (CRO) 
et rectocolite hémorragique (RH), se caractérisent par l’inflammation de la paroi d’une 
partie du tube digestif, liée à une hyperactivité du système immunitaire digestif. Parmi 
les étiologies des MICI, le microbiote digestif (depuis la cavité buccale jusqu’au colon) 
semble jouer un rôle important. Dans la salive, les comparaisons de l’abondance des 
taxons montrent un enrichissement en Streptococcaceae (contenant le genre 
Streptococcus) et Enterobacteriaceae chez les patients atteints de RH et 
Veillonellaceae (contenant le genre Veillonella) pour les patients atteints de CRO. Ces 
variations sont accompagnées d’un appauvrissement en Lachnospiraceae et 
Prevotella chez les RH et Neisseriaceae (contenant le genre Neisseria) et 
Haemophilus chez les CRO (71). Des tendances identiques sont retrouvées dans 
l’intestin des patients atteints de MICI. Au sein des microbiotes buccaux prélevés chez 
des patients atteints de MICI, il existe des écotypes spécifiques au CRO et à la RH. 
Ces écotypes ne sont pas spécifiques de la démographie, de la gravité de la maladie 
et pourraient donc être utilisés comme biomarqueur de la maladie, en particulier pour 
le diagnostic et le suivi du traitement (72). Ainsi, les maladies systémiques à 
composante inflammatoire sont fréquemment associées à une augmentation du risque 
de parodontite (73). 

  



CONCLUSION – PERSPECTIVE 

 

Le microbiote buccal est un domaine de recherche passionnant et en pleine 
expansion. Organisé en biofilms et formant un écosystème en symbiose avec l’hôte, il 
est crucial pour la santé. Son déséquilibre peut provoquer des maladies buccales et 
influencer les maladies systémiques. En effet, la perturbation du microbiote buccal 
conduit à une dysbiose et à l’émergence d’agents pathogènes. Identifier les 
microbiotes compatibles avec la santé bucco-dentaire est la première étape de la 
recherche ainsi que les variations capables de mener aux dysbioses responsables des 
différentes pathologies. 

 La recherche sur le microbiote est actuellement à un stade très naissant. De 
nombreuses recherches sont en cours et des données sont ajoutées en permanence. 
Les avancées technologiques, la baisse des coûts de séquençage permettront 
d’obtenir des connaissances à l’échelle de populations entières ce qui est nécessaire 
pour lisser les biais relatifs à la méthode d’échantillonnage, d’analyse et aux variations 
individuelles. 

Ces travaux d’analyse ont montré qu’il existait potentiellement plusieurs 
stomatotypes et en conséquence des dysbioses variables. De nouvelles espèces sont 
décrites tous les jours, dont certaines potentiellement impliquées dans les pathologies 
bucco-dentaires. Il semble aujourd’hui obsolète d’envisager la classification des 
espèces bactériennes de façon binaire : commensale ou pathogène. En effet, le 
comportement des bactéries dépend de la dynamique au sein du microbiote et de leur 
relation à l’hôte. S. mutans et P. gingivalis sont retrouvés chez des patients sains. 
Ainsi, les tests existant sur le marché en cariologie et parodontologie ne sont pas 
encore à même de refléter le niveau de complexité d’un biofilm à plusieurs centaines 
d’espèces en communication permanente avec leur hôte. De la même manière, le 
choix de bactéries qui pourrait influencer le microbiote pour rétablir ou maintenir la 
symbiose avec l’hôte c’est à dire des probiotiques, reste aujourd’hui à bien définir. 

Cependant l’étude de ces microbiotes et de leurs variations est prometteuse 
pour l’avenir. En effet, qu’il s’agisse de pathologies dentaires ou systémiques, les 
microbiotes pourront servir de biomarqueurs et faciliteront les thérapies ciblées et la 
médecine personnalisée pour une meilleure gestion des patients en pratique clinique. 
La miniaturisation des séquenceurs de la taille d’une clé USB (technologie de 
séquençage par nanopores) pourrait les faire rentrer dans les cabinets dentaires dans 
les années à venir. Quant à la masse d’informations qu’ils génèrent, elle nécessite le 
développement d’algorithmes appropriés pour en extraire une information 
cliniquement pertinente. Sur ce point, les derniers progrès en sciences de l’information 
(réseaux neuronaux, apprentissage profond) pourraient encore étendre les possibilités 
offertes par les NGS.   
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Chapitre 1 Introduction et problématique

soient physico-chimiques (pH, température, pression d’oxygène, etc.) ou liés à l’hôte
(inflammation, alimentation, etc.).

Le modèle actuel de la maladie parodontale met ainsi l’accent sur une action de
groupe, une synergie polymicrobienne, plutôt que sur des agents pathogènes indivi-
duels [19]. Le modèle introduit aussi la notion de dysbiose pour le microbiote buc-
cal. Initialement apparu pour le microbiote digestif, le terme de dysbiose désigne un
état de déséquilibre au sein de l’écosystème hôte-microbiote (entre les bactéries qui
composent le microbiote, ou entre le microbiote et son hôte). Dans tous les cas, cette
situation est préjudiciable pour l’hôte. Les auteurs du modèle ne désignent ni la dys-
biose, ni la réponse inflammatoire de l’hôte comme élément déclencheur, mais pointent
le renforcement réciproque entre ces deux composantes, qui induit alors la parodon-
tite. D’après eux, l’apparition d’une communauté pathogène suppose néanmoins que
certaines espèces bien spécifiques (dites « pathogènes clés ») aient perturbé les inter-
actions hôte-microbiote. Plusieurs bactéries restent ainsi considérées comme très favo-
rables au déclenchement de cette dysbiose, tandis que d’autres espèces commencent
à émerger comme de potentiels pathogènes parodontaux [20] ; leur degré d’implication
dans la parodontite devant encore être affiné 2.

La complexité du modèle étiopathogénique de la parodontite découle directement
de l’amélioration des outils d’analyse, car ils permettent d’étudier la communauté bac-
térienne dans son ensemble, et de façon plus précise. Cependant, comment définir la
dysbiose dans le cas de la parodontite? Comme indiqué précédemment, le terme est
utilisé dans différentes entités cliniques et recouvre plusieurs observations microbiolo-
giques [21] : changement de composition, apparition ou abondance d’espèces consi-
dérées comme pathogènes, prédominance d’une espèce bien particulière, ou diminu-
tion d’espèces protectrices, associées à un état sain, etc. Tirant parti des possibilités
offertes par la bioinformatique, nous avons donc mené une analyse à grande échelle
d’échantillons de microbiote sous-gingival, déjà publiés et librement accessibles. Prove-
nant de différentes études et protocoles, ils ont tous en commun d’être des données de
séquençage du gène de l’ARNr 16S. En les regroupant dans le même circuit d’analyse,
nous avons tenté d’identifier une signature de la dysbiose, à la fois liée à la parodon-
tite et indépendante de la méthodologie utilisée dans chaque étude d’origine. L’article
présenté dans la section suivante est le résultat de cette analyse.

1.2.1 Signature of Microbial Dysbiosis in Periodontitis, Applied and En-
vironmental Microbiology 2017

La standardisation des études sur le microbiote est toujours en construction. Elle
est nécessaire, car de nombreux biais sont susceptibles de se produire au long du
protocole d’analyse (prélèvement, conservation, extraction de l’ADN, amplification, sé-
quençage, filtres qualité, etc.). La mise en accès libre des données brutes de séquen-

2. voir à ce propos le travail présenté dans la section 2.2 Periodontal pathogens and clinical parameters
in periodontitis, Molecular Oral Microbiology 2019 page 37
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çage, bien que faisant partie des politiques éditoriales de la plupart des revues scien-
tifiques, n’est pas systématiquement réalisée. Cela est dommageable, car, tandis que
les comparaisons entre études se heurtent aux différences de méthodologie, le regrou-
pement des échantillons peut permettre de surpasser ces différences et donner lieu à
des études à plus large échelle.

Dans notre étude, 647 échantillons de microbiote sous-gingival (422 provenant de
sujets sains, 196 provenant de patients atteints de parodontite, et 29 provenant de
sites sains chez des patients) récupérés, pour la grande majorité, dans différents ar-
ticles 3, ainsi que 779 échantillons de microbiote provenant d’autres sites (plaque supra-
gingivale, salive, carie dentinaire et vagin, pris comme témoins externes) ont été analy-
sés ensemble selon le même procédé bioinformatique. La visualisation de la diversité
inter-échantillon (beta diversité, figure 1 de l’article) permet de constater que, malgré
les différences de protocoles entre chaque étude dont ils sont issus, les échantillons ont
une forte tendance à se regrouper selon le site de prélèvement. Puis, ils se regroupent,
dans une moindre mesure, selon le statut de santé : sain ou atteint de parodontite, pour
les échantillons sous-gingivaux.

La plupart des mesures classiquement utilisées pour caractériser la diversité des
microbiotes provient de champs disciplinaires extérieurs à la biologie : écologie (Jac-
card, Bray-Curtis) [22, 23], théories de l’information (Shannon-Weaver) [24], étude des
populations (Simpson) [25]. D’autres outils ont été développés spécifiquement pour les
bactéries, comme les distances UniFrac qui intègrent dans leurs calculs de diversité
la distance pylogénétique qui sépare les espèces présentes dans chaque échantillon
[26]. Malgré tout, ces indices sont parfois insuffisants pour distinguer les microbiotes
issus de sites sains et ceux issus de sites malades. Bien que 90 % des échantillons
de patients avec parodontite se classaient dans le même cluster, celui-ci comportait
également une forte proportion d’échantillons de sujets sains (cluster 5, figure 2 de
l’article). D’autres outils ont donc été développés pour définir le microbiote, dont l’iden-
tification du core microbiome et l’analyse des réseaux bactériens, qui ont été utilisés
dans ce travail. Le principal écueil dans l’utilisation de ces outils, fréquemment rencon-
trés dans les publications sur le microbiote, est le nombre limité d’échantillons. Dans
ce travail, nous avons donc pu nous affranchir de cette limitation et spécifier des pa-
ramètres plus stricts : par exemple, le seuil de prévalence permettant de constituer le
core microbiome, habituellement à 50 %, et qui a ici été réglé à 95 %.

L’analyse du core microbiome et des réseaux bactériens chez les sujets sains et
malades (figure 4 de l’article) nous a ainsi permis d’identifier des genres bactériens
associés à un état sain ou malade et de proposer des ratios, calculés à partir des
abondances de ces différents genres. En testant ces ratios sur leur capacité à classer
les patients selon leur statut (figure 5 de l’article) et leur corrélation avec la profondeur
de la poche prélevée (figure 6 de l’article), nous avons sélectionné deux calculs, qui
nous ont paru refléter le degré de dysbiose du microbiote sous-gingival :

3. Seuls les échantillons de 24 patients provenaient de notre propre collection.

8
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Eubacterium + Campylobacter + Treponema + Tannerella
Veillonella + Neisseria + Rothia + Corynebacterium + Actinomyces

Et dans sa version simplifiée :

Porphyromonas + Treponema + Tannerella
Rothia + Corynebacterium

Il faut d’ailleurs souligner que les tests de corrélation entre les ratios et la profondeur
du sillon gingivo-dentaire prélevé ont été réalisés avec des échantillons de microbiote
sous-gingival qui n’ont pas servi à construire les core microbiome et nos réseaux bac-
tériens. Ils n’ont donc pas servi à élaborer les ratios mais ont permis de tester leur
pertinence.

Nous proposons donc ces ratios comme outils de mesure de la dysbiose bacté-
rienne sous-gingivale et biomarqueurs potentiels. Dans le cadre des associations entre
maladie parodontale et maladies générales, ils peuvent se révéler utile pour caractéri-
ser le microbiote sous-gingival de sujets avec différents états de santé. Nous les avons
d’ailleurs utilisés pour étudier la dysbiose du microbiote sous-gingival de patients at-
teints de surcharge en fer d’origine génétique 4.

Mon rôle dans ce travail a principalement été de perfectionner les étapes de bioin-
formatique. Dans un premier temps, récupérer, depuis différentes bases de données
(NCBI, GenBank, MG-RAST), de grandes quantité de données brutes de séquençage
(1 426 échantillons de microbiote au total). Ces données étaient issues de chacun
des articles inclus, ainsi que du « Human Microbiome Project » (HMP). Puis, j’ai chargé
l’ensemble de ces échantillons dans l’outil web « Visualization and Analysis of Microbial
Population Structures » (VAMPS, https://vamps.mbl.edu/) pour permettre un traitement
uniforme sur l’ensemble des échantillons : contrôle qualité, assignation taxonomique,
calculs de diversité, etc. J’ai ensuite participé à l’analyse des résultats — notamment
les statistiques de corrélation avec les paramètres cliniques de sévérité de la parodon-
tite —, et à la finalisation de la figure 6 de l’article.

Cet article a été publié dans Applied and Environmental Microbiology le 5 mai 2017.
Il est disponible en accès ouvert dans les archives ouvertes HAL (https://hal.archives-
ouvertes.fr/hal-01560240v1) et sur PubMed Central (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC5494626/).

4. Voir à ce propos le travail présenté dans la section 2.2 Periodontal pathogens and clinical parameters
in periodontitis, Molecular Oral Microbiology 2019 en page 37.
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Signature of Microbial Dysbiosis in
Periodontitis
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ABSTRACT Periodontitis is driven by disproportionate host inflammatory immune re-

sponses induced by an imbalance in the composition of oral bacteria; this instigates mi-

crobial dysbiosis, along with failed resolution of the chronic destructive inflamma-

tion. The objectives of this study were to identify microbial signatures for health and

chronic periodontitis at the genus level and to propose a model of dysbiosis, includ-

ing the calculation of bacterial ratios. Published sequencing data obtained from sev-

eral different studies (196 subgingival samples from patients with chronic periodon-

titis and 422 subgingival samples from healthy subjects) were pooled and subjected

to a new microbiota analysis using the same Visualization and Analysis of Microbial

Population Structures (VAMPS) pipeline, to identify microbiota specific to health and

disease. Microbiota were visualized using CoNet and Cytoscape. Dysbiosis ratios, de-

fined as the percentage of genera associated with disease relative to the percentage

of genera associated with health, were calculated to distinguish disease from health.

Correlations between the proposed dysbiosis ratio and the periodontal pocket depth

were tested with a different set of data obtained from a recent study, to confirm the

relevance of the ratio as a potential indicator of dysbiosis. Beta diversity showed sig-

nificant clustering of periodontitis-associated microbiota, at the genus level, accord-

ing to the clinical status and independent of the methods used. Specific genera

(Veillonella, Neisseria, Rothia, Corynebacterium, and Actinomyces) were highly preva-

lent (�95%) in health, while other genera (Eubacterium, Campylobacter, Treponema,

and Tannerella) were associated with chronic periodontitis. The calculation of dysbio-

sis ratios based on the relative abundance of the genera found in health versus peri-

odontitis was tested. Nonperiodontitis samples were significantly identifiable by low

ratios, compared to chronic periodontitis samples. When applied to a subgingival

sample set with well-defined clinical data, the method showed a strong correlation

between the dysbiosis ratio, as well as a simplified ratio (Porphyromonas, Treponema,

and Tannerella to Rothia and Corynebacterium), and pocket depth. Microbial analysis

of chronic periodontitis can be correlated with the pocket depth through specific

signatures for microbial dysbiosis.

IMPORTANCE Defining microbiota typical of oral health or chronic periodontitis is diffi-

cult. The evaluation of periodontal disease is currently based on probing of the peri-

odontal pocket. However, the status of pockets “on the mend” or sulci at risk of

periodontitis cannot be addressed solely through pocket depth measurements or

current microbiological tests available for practitioners. Thus, a more specific micro-

biological measure of dysbiosis could help in future diagnoses of periodontitis. In

this work, data from different studies were pooled, to improve the accuracy of the

results. However, analysis of multiple species from different studies intensified the

bacterial network and complicated the search for reproducible microbial signatures.

Despite the use of different methods in each study, investigation of the microbiota

at the genus level showed that some genera were prevalent (up to 95% of the sam-
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ples) in health or disease, allowing the calculation of bacterial ratios (i.e., dysbiosis

ratios). The correlation between the proposed ratios and the periodontal pocket

depth was tested, which confirmed the link between dysbiosis ratios and the sever-

ity of the disease. The results of this work are promising, but longitudinal studies

will be required to improve the ratios and to define the microbial signatures of the

disease, which will allow monitoring of periodontal pocket recovery and, conceiv-

ably, determination of the potential risk of periodontitis among healthy patients.

KEYWORDS chronic periodontitis, health, microbiota, dysbiosis ratio

Chronic periodontitis (CP) is a type of chronic inflammation characterized by alveolar

bone loss, with intermittent periods of remission and relapse. CP is currently

considered an infection, mainly due to increases in bacteria in the sulcus, leading to the

formation of a periodontal pocket (for review, see references 1 and 2). The major

pathogen linked to CP is Porphyromonas gingivalis, with bacterial partners such as

Treponema denticola and Tannerella forsythia. These three bacteria have been consid-

ered the major pathogenic “red complex” since 1998 (3). However, recent advances

from metagenomic studies have developed a new model of periodontal disease

pathogenesis. CP does not result from individual pathogens but rather from polymi-

crobial synergy and dysbiosis (4) associated with a dysregulated immune response

inducing inflammation-mediated tissue damage (5). Host genetic components have

also been implicated in CP, with multiple genes contributing cumulatively to the host’s

overall disease risk (or protection) through effects on the host immune response and

the microbiome (6). Since the Human Microbiome Project (HMP) (7), microbiota have

been analyzed based on partial sequencing of the 16S rRNA gene, with different numbers

of healthy and CP samples. However, comparisons between studies are difficult because of

the differences in the methods used (i.e., clinical examination and diagnosis of periodontitis

and oral health, sample collection protocols, DNA extraction protocols, and analysis of

hypervariable regions of the 16S rRNA gene). Because there is growing interest in the

human microbiome, despite the difficulties mentioned earlier, the use of independent

studies to look for “signal in the noise” should proceed as suggested previously (8), through

reanalysis of all data with the same protocol. The difference between periodontal health-

associated and disease-associated microbiota should be larger than the technical variations

of the different studies, which would enable the identification of microbial signatures using

next-generation sequencing (NGS) technologies. The first objective of this study was to

explore the disease-associated changes in the subgingival microbiota at the genus level,

using a unique Visualization and Analysis of Microbial Population Structure (VAMPS)

pipeline (9), for beta diversity (Bray-Curtis dissimilarity) with a large number of samples

(from 6 different studies) and to confirm that the microbiota identified did not cluster

according to the methods used (primer or study type). Subgingival microbiota from

patients with diagnosed chronic periodontitis (196 samples) and from healthy subjects (422

samples), as well as external control samples (from dentine caries, supragingival plaque,

and themidvagina), were included. The second objective was to determine a dysbiosis ratio

of bacteria that could predict health or disease severity from the subgingival samples and

finally to test the ratio with an independent cohort of patients with well-described peri-

odontal pocket measurements.

RESULTS

Microbial community structure analysis. Using a matrix correlation analysis, the

possible clustering of microbiota according to the nature of the primers used, the site

of sampling, or the study investigated was explored. Despite various studies, the

analyzed data clustered into five groups according to the clinical status (healthy or CP)

or the sampling site, as shown by the three-dimensional (3D) principal-coordinate

analysis (PCoA) plots (Fig. 1). Healthy subgingival samples were primarily spread into

two main clusters; control samples were clearly separated into two other clusters,

corresponding to saliva and dentine caries/vagina, while the majority of CP samples
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FIG 1 Different views of 3D PCoA plots illustrating the beta diversity of bacterial populations as a function of sampling site and diagnosis. Light blue,

supragingival samples; dark blue, healthy subgingival samples; green, outgroups (saliva, midvagina, and dentine caries samples); red, CP samples.

Percentages represent percent explained variance.
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were found in a fifth cluster. Two-dimensional (2D) beta-diversity analysis showed the

precise distribution of the samples in the five clusters (Fig. 2). The search for an

association between clusters and primers and/or study type showed that the fourth

cluster was associated with V3V4 16S rRNA primers (correlation r � 0.537; P � 0.001)

and with the study by Kianoush et al. (10), which used those specific primers (correla-

tion r � 0.608; P � 0.001). No other correlations with primers were found. The two

healthy clusters (clusters 1 and 2) were characterized by subgingival and supragingival

samples in similar proportions (Fig. 2, light blue and dark blue sections). Focusing on

healthy subgingival samples, the main difference between the two healthy clusters

(clusters 1 and 2) was in the distribution of samples from the HMP study and from the

other studies in the clusters; 225/323 samples from the HMP study were clustered in

healthy cluster 2, while healthy cluster 1 was richer in samples derived from the other

studies (44/99 samples). Cluster 3 was characterized by saliva, as 91% of the saliva

samples (258/284 samples) were grouped in this cluster (correlation r � 0.892; P �

0.001) (Fig. 2). Cluster 4 was characterized by dentine caries samples (73% [80/110

samples]; correlation r � 0.603; P � 0.001) and midvagina samples (100% [60/60

samples]; correlation r � 0.638; P � 0.001). Finally, cluster 5 contained 90% of the

CP samples (176/196 samples; correlation r � 0.708; P � 0.001).

It is interesting to note that 10% of the CP samples were found in the two healthy

clusters (19/196 samples) and contained similar microbiota (analyzed on the basis of

beta diversity), at the genus level, as dentine caries samples and/or midvagina samples

(1/196 samples). Conversely, 16% of the healthy subgingival samples (69/422 samples)

and 17% of the dentine caries samples (19/110 samples) were found in cluster 5.

Microbiota richness and alpha diversity in subgingival samples. A cluster com-

parison showed that the sampling depth (number of reads sequenced) was greater in

healthy subgingival clusters 1 and 2 than in cluster 5. Nevertheless, no significant

difference between healthy subgingival samples and CP samples of cluster 5 was found

(Fig. 3). The observed richness (S) was lower in the CP samples of cluster 5 than in the

FIG 2 Unrooted tree displaying genus Bray-Curtis beta-diversity clustering of microbiota and pie charts

related to the sample origins within each cluster. The tree was prepared using Figtree 1.4.2 software. The

distribution of microbiota in each cluster is represented by pie charts, with different colors representing

different sampling sites (supragingival [Sup] in light blue, saliva in light green, dentine caries in medium

green, and midvagina in dark green) and diagnosis for subgingival (Sub) samples (healthy in dark blue,

shallow in yellow, and CP in red). Percentages correspond to the number of samples from a specific

sampling site in a given cluster relative to the total number of samples from the same sampling site.
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samples of healthy clusters 1 and 2 and the healthy subgingival samples of cluster 5

(Fig. 3). However, the Shannon-Weaver diversity index values showed that the diversity

of healthy cluster 2 was significantly greater than the diversity of healthy cluster 1 and

that of all samples from cluster 5, which were similar.

Patterns of microbial communities in subgingival samples (genus level). Gen-

era that were present in at least 95% of all healthy subgingival samples or 95% of

the CP samples from cluster 5 are presented in Fig. 4A and B, respectively. Results

showed that healthy subgingival samples were dominated by 8 major genera, i.e.,

Fusobacterium, Actinomyces, Streptococcus, Neisseria, Capnocytophaga, Prevotella,

Corynebacterium, and Rothia, and 6 minor genera, i.e., Leptotrichia, Veillonella,

Porphyromonas, Granulicatella, Kingella, and Gemella. Associations were found be-

tween Fusobacterium and Prevotella, Actinomyces, and Rothia and between Lepto-

trichia and Porphyromonas. Common genera found in CP samples were less abun-

dant, with 4 major genera, Treponema, Porphyromonas, Prevotella, and Fusobacterium,

followed by Streptococcus, Eubacterium, Tannerella, and Campylobacter genera. Only one

association was found, between Eubacterium and Treponema, while Fusobacterium and

Treponema presented a negative correlation.

Calculation of dysbiosis ratios of bacteria. The dysbiosis ratios of the genera found

mainly in CP samples (Eubacteria, Campylobacter, Treponema, and Tannerella) to the

genera found mainly in healthy samples (Veillonella, Neisseria, Rothia, Corynebacterium,

and Actinomyces) were significantly different among the samples according to their

diagnosis. The dysbiosis ratios for healthy subgingival samples (from the HMP, n � 323,

FIG 3 Alpha diversity index values. Comparisons of microbiota sampling depth, observed richness

(number of different taxa per sample), and diversity (Shannon-Weaver index) in subgingival samples of

healthy clusters 1 and 2 (dark blue) and either CP samples (red) or healthy subgingival samples (light

blue) of cluster 5 were performed. *, P � 0.05; **, P � 0.01.
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FIG 4 Patterns of subgingival microbial communities. (A) Patterns of genera present in at least 95% of all healthy

subgingival samples. (B) Patterns of genera present in at least 95% of all CP samples from cluster 5. Edges represent

1 (thin line) or 2 or 3 (thick line) significant correlations between genera (green, positive; red, negative). Node colors

represent the numbers of partners, ranging from 1 (green) to 7 (dark orange). Node sizes represent the abundance

of each taxon.
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ratio of 0.016; from the other studies, n � 99, ratio of 0.021) yielded a median ratio of

0.018; the samples from shallow sites had a ratio of 0.071, and the CP samples had a

ratio of 1.229 (P � 0.001) (Fig. 5A).

Although different clustering was achieved through beta-diversity analysis, no

significant difference in the ratios of clusters 1 and 2 according to the clinical status

(healthy, shallow, or CP) was found. Pooling of samples according to clinical status was

performed, and the resulting ratios were compared to the ratios for cluster 5, as shown

in Fig. 5B.

The dysbiosis ratio found for CP samples from cluster 5 (ratio of 1.510) was

significantly greater than the ratios for the majority of samples from clusters 1 and 2

(healthy subgingival samples, ratio of 0.015; shallow samples, ratio of 0.052; CP samples,

ratio of 0.088) and was also significantly greater than the ratio for healthy subgingival

samples (ratio of 0.184) from cluster 5 (P � 0.001). In clusters 1 and 2, the dysbiosis

ratios for CP samples were similar to the ratios for shallow sites. These two groups were

significantly different from the healthy subgingival samples (P � 0.05) in the same

cluster.

Healthy subgingival samples (n � 69) belonging to cluster 5 exhibited a dysbiosis

ratio (ratio of 0.184) significantly different from that for the other healthy subgingival

samples (ratio of 0.015) and also from that for the majority of the CP samples (cluster

5) (ratio of 1.510). These results confirmed the possible difference of these healthy

subgingival microbiota (P � 0.001) from those of healthy clusters 1 and 2. Their ratio

was not significantly different from the CP sample ratios in clusters 1 and 2, which could

be considered “on the mend.”

Validation of the dysbiosis ratio. A different data set, from Bizzarro et al. (11) and

containing well-described samples (pocket depths of 2 to 8 mm), was used as an

external control to confirm the relevance of the bacterial dysbiosis ratio. The dysbiosis

FIG 5 Subgingival dysbiosis ratios of Eubacterium, Campylobacter, Treponema, and Tannerella to Veillo-

nella, Neisseria, Rothia, Corynebacterium, and Actinomyces. (A) Comparisons between healthy, shallow,

and CP samples from all clusters. (B) Comparisons between clusters 1 and 2 and cluster 5 for healthy,

shallow, and CP samples.
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ratio at the genus level was correlated with the periodontal pocket depth (r � 0.655;

P � 0.001) (Fig. 6A). These results, based on data for 37 patients (147 samples collected

at different times, with different procedures for periodontal treatment), confirmed the

link between dysbiosis and the depth of the periodontal pocket. The simplified ratio of

Porphyromonas, Treponema, and Tannerella to Rothia and Corynebacterium showed a

similar correlation (r � 0.659; P � 0.001) (Fig. 6B).

DISCUSSION

Many studies have been published since the Human Microbiome Project in 2009,

increasing the volume of microbiota data available for the research community. How-

ever, comparisons between studies are challenging, at least at the species level,

because of the use of different methods. This issue is a real limitation to understanding

disease, as is the small number of samples in each study. Additionally, findings are more

complicated for healthy subgingival samples, which usually represent less than one-half

of the samples included in the studies (12, 13). This work is a taxon-based analysis, at

the genus level, of sequence reads from several studies. Studying a large number of

samples minimized individual variations and overcame technical variations by increas-

ing the effective sample size. Such an analysis had already been proposed in a recent

study of the microbiota in obesity (8). Studies with described healthy samples (sulci of

�3 mm) and CP samples (pocket depths of �5 mm) and available raw sequence data

in data banks were chosen. Data from the HMP resources (two different pairs of primers

used) were added to increase the number of healthy subgingival samples with available

microbiota data from 99 samples to 422 samples. The different microbiota clustered

either by sampling site, such as the outgroups used as controls for this study (saliva

samples in cluster 3 and dentine caries and vagina samples, which are both rich in

Lactobacillus, in cluster 4), or by clinical status, such as subgingival samples (healthy

samples in clusters 1 and 2 and CP samples in cluster 5). CP sites either can show

greater microbial diversity and observed richness, compared with healthy subgingival

sites (14, 15), or can present no significant difference in microbial diversity, as reported

for health versus periodontitis (16). Thus, the large number of samples surpasses the

technical variations, at least at the genus level, with the primers used in the different

studies, and the difference between periodontal health and disease is larger than the

technical variations, as described by Kirst et al. (16). No difference between the healthy

subgingival and supragingival samples was found when beta-diversity analysis was

performed at the genus level, as described previously (17). Ninety percent of the CP

samples were found in cluster 5. To define cluster 5 as a “periodontitis cluster” by beta

diversity was appealing. However, cluster 5 also contained healthy subgingival samples,

indicating that further investigations are necessary to understand and to develop

prediction markers for chronic periodontitis.

FIG 6 Correlation between pocket depth (PD) and dysbiosis. Samples from Bizzarro et al. (11) were analyzed by

VAMPS, followed by calculation of the dysbiosis ratios. (A) Ratios of Eubacterium, Campylobacter, Treponema, and

Tannerella to Veillonella, Neisseria, Rothia, Corynebacterium, and Actinomyces. (B) Simplified ratios of Porphyromonas,

Treponema, and Tannerella to Rothia and Corynebacterium.
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A core community (genera present in at least 50% of the samples) is usually

identified in publications and provides a basis for disease diagnosis, prevention, and

therapeutic targets (18, 19). However, the variability of genera expands as the sample

size increases, thus limiting its use for establishing an easy microbiological marker for

dysbiosis. In this work, genera present at higher prevalence in at least 95% of the

samples were used to determine the genera implicated in health or in favor of the

disease. The genera used to calculate the dysbiosis ratio in favor of periodontitis were

Treponema, Campylobacter, Eubacterium, and Tannerella. These genera were identified

at high levels and high prevalence in CP samples, compared to healthy samples. The

genera include well-identified species (Tannerella forsythia, Treponema denticola, C.

rectus, and E. nodatum) that are strongly associated with disease (3, 20–22). It should be

noted that some species, such as the newly cultivated Tannerella clone BU063 (23, 24),

which is thought to be health associated, are also found in active periodontal sites (25);

therefore, this species is still controversial. Despite a significant difference in the

abundance of the Porphyromonas genus (including P. gingivalis, which is strongly

associated with periodontitis) between healthy samples (3.35%) and CP samples (13%),

the genus was excluded in the first dysbiosis ratio because of its similar prevalence

rates. Because the lowest abundance value among genera accounting for the CP

calculations was that for Campylobacter (1.9%), this value was chosen as a cutoff value

to minimize the number of genera used for the health calculations, i.e., Rothia,

Corynebacterium, Actinomyces, Veillonella, and Neisseria. Capnocytophaga and Leptotri-

chia were not included because of their high rates of prevalence in CP samples (more

than 90%; data not shown). Species belonging to the genus Rothia have been repeat-

edly described as being members of oral communities associated with periodontal

health (26–31) or at least as being more predominant in health (28). In the same way,

Corynebacterium appeared to be more associated with healthy subgingival biofilm (32,

33). Moreover, Rothia and Corynebacterium were among the bacteria that showed the

greatest increases after periodontal treatment (34), while a study suggested that

Corynebacterium might be considered a putative periodontal protector (35). Veillonella

and Actinomyces have been negatively correlated with clinical markers in CP (36), and

Neisseria was found in inactive sites (25). The calculated dysbiosis ratios distinguish

clearly healthy subgingival samples from CP samples.

Shallow samples were divided into two groups, which can be easily explained based

on the origin of the samples (healthy subgingival sites in mouths presenting chronic

periodontitis). Two-thirds of the samples had low ratios (clusters 1 and 2) and could be

considered microbiologically healthy. The remaining one-third of the samples (cluster

5) presented high ratios, certainly due to contamination of the sampling sites by

bacteria from surrounding CP sites, and could be considered at risk of periodontitis.

Thus, shallow samples may represent an intermediate stage in disease development, as

proposed by Griffen et al. (14).

Healthy subgingival samples were divided into three groups. Two of the groups

(clusters 1 and 2) presented the same low ratios and described an absence of dysbiosis.

The third group had a higher dysbiosis ratio, similar to those for shallow sites and CP

samples from clusters 1 and 2 but significantly lower than those for CP or shallow

samples from cluster 5. Because healthy patients from the HMP were defined as

patients with pockets depths of �4 mm, some of them could have explained this

high-ratio group; however, healthy patients from other studies (19/99 subjects) were

also included in this group. This result is similar to those of Zhou et al., in which a few

healthy subjects with indicators of disease, such as increases in Treponema, were

detected (37). Therefore, patients who presented with relatively high ratios could be

considered at risk of periodontitis.

Conversely, a few CP samples with deep periodontal pockets (i.e., �5 mm) had low

dysbiosis ratios. An hypothesis of appropriate host responses (such as a stronger

immune response and/or better hygiene) could explain this discrepancy between the

dysbiosis ratios and the diagnoses; these patients might be microbiologically on the

mend, as revealed by both the clustering and the dysbiosis ratios. Another hypothesis
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is a sampling issue between the top and base of the periodontal pocket (to be

discussed later). To study the hypothesis of microbiota on the mend and the calculated

dysbiosis ratios, a recent study presenting follow-up findings after treatment, with

well-defined depths of periodontal pockets, was performed (11). The study was con-

ducted with a different set of primers (for V5V7) and allowed testing of the dysbiosis

ratios at the genus level with a new set of primers that had not been used to determine

the ratios. Consequently, this comparative analysis can be considered a validation

experiment for the ratios. A strong correlation between the dysbiosis ratios and the

pocket depths was observed, thus highlighting the value of calculating the dysbiosis

ratio (using the selected genera of our study) as a microbial signature to evaluate the

microbiota of chronic periodontitis.

A major concern at the beginning of this work was the capacity to identify species

with multiple data sets. However, the V1V2 and V5V7 primers used in three studies

were not suitable for species identification. At the genus level, as reported by Bizzarro

et al. (11), the proposed dysbiosis ratio (even as a simplified dysbiosis ratio) is a good

microbial signature calculated using the online VAMPS software. Indeed, Rothia and

Corynebacterium were the major healthy genera found and, although Porphyromonas

was found in both health and disease, its abundance increased significantly in disease

(from 3.34% to 13%). The result was interesting because it was found to be similar to

the precedent ratio (correlation with pocket depth, r � 0.659; P � 0.001). However, the

simplified ratio needed more adjustment, because 43 of 196 CP samples presented

neither of the two healthy genera and a value of 0.1% was attributed for the calculation

(see Materials and Methods [“Calculation of dysbiosis ratios of bacteria” section]).

Finally, using ratios, some data points still showed discrepancies in predicting the

periodontal status. The variability in microbial composition and spatial distribution

could explain these results. Deep periodontal pockets in CP patients may present

gradients of oxygen tension, pH, and nutrients, as well as host defense factors, from the

base of the pocket to the top (opening). This may explain why some genera (Porphy-

romonas and Treponema) are typically found at the base of the pocket (38, 39).

However, the sampling could induce bias even after careful removal of the supragin-

gival plaque. Healthy genera may be found predominantly at the top (opening) of the

pocket, with the genera more closely associated with CP being located at the base of

the pocket. Indeed, while the architecture of the periodontal pocket has not yet been

clearly studied with the use of NGS analysis, the importance of the biogeography of the

microbiome on the micron scale was clearly shown recently (40).

In conclusion, this study aimed to define ratios of bacteria as microbial signatures,

after the analysis of publicly available raw data from different studies, independent of

the technical methods used to generate the data. These ratios allowed the differenti-

ation of healthy and diseased microbiota in the majority of samples. Standardized

protocols for sampling and complete metadata in public data banks are necessary to

study dysbiosis in oral health and to improve the proposed dysbiosis ratios. The

addition of specific perioprotectors and potential specific pathogens to the dysbiosis

calculations could also be promising. Longitudinal studies are necessary to predict

exact pockets that are microbiologically on the mend or sulci with a risk of periodon-

titis.

MATERIALS AND METHODS

Microbiome data sets for comparison. Read sequences from healthy and CP subgingival samples

from five different studies, i.e., those by Abusleme et al. (12), Kirst et al. (16), Griffen et al. (14) (shallow

site samples also included), Zhou et al. (41), and Camelo-Castillo et al. (13), were retrieved from either the

NCBI Sequence Read Archive (SRA) or the metagenomics (MG)-RAST server (Table 1). Twenty-four

samples from patients with chronic periodontitis who were recruited between June 2010 and September

2011 at the University Hospital (Rennes, France), which were analyzed using V3V4 primers, were added

(E. Boyer, S. Le Gall-David, Y. Deugnier, M. Bonnaure-Mallet, and V. Meuric, unpublished data). Each data

set was manually imported into VAMPS (https://vamps.mbl.edu), while numerous healthy subgingival

samples were added from the HMP (two different subgingival data sets, using V1V3 and V3V5 primers,

available in VAMPS [9]). Three mouth control microbiota data sets from the HMP (saliva and supragin-

gival, both V1V3 and V3V5 regions, available in VAMPS) and dentine caries data from the study by
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Kianoush et al. (10) (V3V4 regions; BioProject accession no. PRJEB5178) were used. One midvagina

microbiome data set from the HMP (V1V3 region, available in VAMPS) was used as an external mouth

control. Finally, the data set from the study by Bizzarro et al. (11), containing well-described sample

pocket depths (from 2 to 8 mm), was used to independently challenge the relevance of the dysbiosis

ratio of bacteria involved in periodontitis.

Ecology diversity and taxonomic identifications. Reads from the different data sets were analyzed

with VAMPS, using default parameters for taxonomic assignment to the genus level through the Global

Alignment for Sequence Taxonomy (GAST) process and using the Ribosomal Database Project (RDP)

classification to produce the best taxonomic assignment for each read. Reads identified as Archaea,

Eukarya, or organelle and unknown reads were excluded from further analysis. The frequency of each

taxonomic assignment in the data set was reported as a percentage (number of reads with the

taxonomic assignment relative to the total number of reads in the data set). Alpha diversity, as the

observed richness, and Shannon-Weaver index values were determined from the raw data sets. Differ-

ences between microbiota structures (beta diversity) were assessed using a 2D PCoA tree based on the

Bray-Curtis distances, through VAMPS. Samples were divided into five clusters (clusters 1 to 5); visual-

izations were performed using Figtree software (version 1.4.2), and 3D PCoA plots were generated using

Emperor software. Relative abundances were studied when the average abundance was above 1% in at

least one sample. Assessments of significant patterns of microbial cooccurrence or mutual exclusion at

the genus level were performed using Cytoscape 3.2.1 (42) and the CoNet plugin (43). Only genera found

in the great majority (at least 95%) of the healthy subgingival samples or the CP samples (from cluster

5) are represented.

Calculation of dysbiosis ratios of bacteria. To measure the dysbiosis, a first ratio, based on the

relative abundance of genera highly prevalent (�95%) in CP samples (Eubacterium, Campylobacter,

Treponema, and Tannerella) versus genera highly prevalent (�95%) in healthy microbiota (Veillonella,

Neisseria, Rothia, Corynebacterium, and Actinomyces), was calculated. The ratios were normalized between

samples using GraphPad Prism 6 software before comparisons. A second simplified ratio of Porphyromo-

nas, Treponema, and Tannerella versus Rothia and Corynebacterium was also tested. When no specific

genus was detected, a value of 0.1% was attributed (because “not detected” does not mean “absence”).

Statistical analysis. Normality tests for data distribution were performed. Data were studied with the

Spearman correlation test for correlations of biological origins, primers used, published sample origins,

and microbiota clusters. Observed richness (number of taxa per sample), Shannon-Weaver index values,

and dysbiosis ratios of the genera found in disease to the genera found in health were analyzed with a

Kruskal-Wallis test (nonparametric analysis of variance). Tests were carried out using GraphPad Prism 6

software and were considered significant with P values of �0.05. The significant patterns of microbial

cooccurrence and mutual exclusion were analyzed as described by Faust et al. (43); a compilation of

statistical analyses (Spearman and Pearson correlations and Bray-Curtis and Kullback-Leibler dissimilarity

measures) was used, with a threshold set at 0.5. The data matrix was randomized by 100 row-wise

permutations. The P values were adjusted with the Benjamini-Hochberg false discovery rate (FDR)

correction for the number of tests, retaining only P values of �0.05. Finally, the ratios of genera and

pocket depths were controlled for normality, followed by the Spearman correlation test.
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TABLE 1 Subgingival microbiota samples used in this study

Authors Accession no.

No. of subgingival microbiota samples

16S rRNA

gene regionsHealth

CP

Shallowa Diagnosis

Follow up after

treatment

Abusleme et al. (12) GenBank SRA SRA051864 10 44 V1V2

Kirst et al. (16) GenBank BioProject PRJNA269205 25 25 V1V3

Griffen et al. (14) GenBank SRA SRP009299 29 29 29 V1V2 and V4

Camelo-Castillo et al. (13) MG-RAST 12161 22 60 V1V3

Zhou et al. (37) GenBank SRA SRA062091 13 18 V1V3

Boyer et al. (unpublished) In progressb 24 V3V4

HMP (7) 119 V1V3

HMP (7) 204 V3V5

Bizzarro et al. (11) GenBank BioProject PRJNA289294 37c 110c V5V7

aSites defined as healthy in patients with periodontitis (14).
bData are available on VAMPS (data set designated Y_Hemoparo).
cData on the CP microbiota from patients with follow-up findings after treatment were used to confirmed the dysbiosis ratio hypothesis (11).
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Chapitre 1 Introduction et problématique

1.3 Fer, bactéries et cavité buccale

Dans le sillon gingival sain, ou la poche parodontale formée dans les sites paro-
dontaux atteints par la parodontite, le microbiote est baigné en permanence dans le
fluide gingival. Cette communauté est influencée par des facteurs environnementaux :
pH, température, oxygène,. . . mais aussi par la présence de fer. Celui-ci est un nutri-
ment indispensable au bon fonctionnement de la plupart des formes de vie. Permet-
tant le transport et l’échange d’électrons grâce à ses deux formes ioniques (Fe2+

Fe3+ + 1 e–), c’est un élément essentiel pour le fonctionnement des enzymes impliquées
dans les réactions d’oxydo-réduction. Qu’il s’agisse des micro-organismes, des plantes
ou des animaux, invertébrés comme vertébrés, le fer assure ainsi un rôle de compo-
sant catalytique dans de nombreuses réactions biochimiques de la vie cellulaire. Parmi
les fonctions qui impliquent des protéines liées au fer chez l’Homme, citons le transport
et le stockage d’oxygène (hémoglobine et myoglobine), la production d’énergie (cyto-
chrome c), la détoxification (cytochrome P450, catalase) ou la synthèse d’hormones et
de neurotransmetteurs. Il est aussi utilisé par les enzymes qui génèrent les dérivés ré-
actifs de l’oxygène et de l’azote (notamment la NADPH oxydase NOX, et l’oxyde nitrique
synthase NOS) dans le cadre de la phagocytose, une fonction majeure de l’immunité
innée. Plus récemment, il s’est révélé être l’acteur principal d’une nouvelle forme de
mort cellulaire non apoptotique, la ferroptose [27].

1.3.1 Un enjeu nutritionnel pour les bactéries et leur hôte

Chez l’adulte, le fer représente 35 à 45 mg par kilogramme de poids corporel [28].
Si les deux tiers se trouvent dans l’hémoglobine des globules rouges circulants et en
cours de maturation, une grande partie est stockée dans le foie (1 000 mg) et les
macrophages (600 mg). Viennent ensuite les muscles et les autres tissus pour les 10 %
à 15 % restants [29]. Ce sont les macrophages qui fournissent la majeure partie du
fer utilisable en dégradant l’hémoglobine des érythrocytes sénescents. Un processus
indispensable puisque l’érythropoïèse nécessite 20 mg par jour, là où seulement 1 à
2 mg de fer est absorbé par l’intestin grâce à l’alimentation [28]. Cet apport alimentaire,
malgré ses fluctuations, doit néanmoins permettre de couvrir les pertes journalières.
Le maintien d’un équilibre dans le métabolisme du fer est donc indispensable pour un
organisme sain.

L’homéostasie du fer dans l’organisme humain est assurée par un système endo-
crinien. Dans celui-ci, l’hepcidine, une hormone principalement synthétisée par le foie
et codée par le gène HAMP, sert à la fois de senseur et de régulateur du taux de fer
systémique (voir la Figure 1.3). Des taux croissants de fer dans le sang, et dans le stock
hépatique, favorisent sa production. L’hepcidine agit alors en bloquant l’export sanguin
de fer par la dégradation de la ferroportine (le transporteur du fer cellulaire), ce qui
a pour effet de réduire l’afflux de fer provenant des réserves et de bloquer l’absorption
ultérieure de fer alimentaire. Lorsque les taux de fer dans le corps diminuent, la produc-
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la micromole (10−6 mole.L−1, soit 55 µg.L−1 pour pouvoir se développer [30]. Les bacté-
ries qui composent le microbiote humain et susceptibles d’infecter leur hôte, rencontrent
donc un obstacle : la concentration du fer présent dans les fluides de l’organisme et li-
brement accessible aux micro-organismes — c’est à dire, non lié à une protéine chape-
ronne — ne concerne qu’une proportion extrêmement faible de la concentration totale
en fer. En effet, elle se situe aux alentours de l’attomole (10−18 mole.L−1, soit 55 ag.L−1)
[31]. Les bactéries doivent donc mettre en place des stratégies d’acquisition du fer lié
aux protéines chaperonnes 5.

1.3.2 Séquestration immunitaire du fer

Sous forme ionique, le fer est hautement réactif. Au sein des tissus biologiques, il
est donc pris en charge par des protéines qui agissent comme des chélateurs. Qu’il
soit intracellulaire ou dans le milieu extra-cellulaire, la grande majorité du fer du corps
humain se trouve ainsi lié à des protéines, qui sont dédiées à son transport (trans-
ferrine), son stockage (ferritine) ou à son utilisation (hémoglobine, myoglobine, etc.).
La fixation du fer par ces protéines est réalisée grâce à des structures spécifiques :
l’hème, un noyau de base pour de nombreuses molécules biologiques, ou les clusters
fer-soufre, formés grâce aux résidus cystéines présents dans la composition en acides
aminés des protéines [32]. Par ailleurs, l’environnement aérobie et le pH neutre du
sérum garantissent l’insolubilité du fer extra-cellulaire et donc sa faible biodisponibilité
pour d’éventuels agents pathogènes [33].

Cet accaparement du fer par l’organisme est ainsi apparu pour plusieurs auteurs
comme une stratégie de l’hôte pour limiter l’infection. En privant de fer d’éventuels
pathogènes, alors que ceux-ci en ont pour la plupart une dépendance absolue pour
leur survie, l’organisme exercerait une immunité nutritionnelle [34, 35]. Dans le sang,
la transferrine, protéine chargée de son transport, lie le fer avec une affinité extrême-
ment élevée [33]. Dans de nombreux fluides corporels (salive, larmes, lait maternel),
la lactoferrine est capable de fixer le fer même en cas de faible pH, ce qui est fré-
quemment le cas des tissus infectés ou inflammés. Elle aurait également une activité
bactéricide directe en agissant sur la perméabilité membranaire après s’être liée aux li-
popolysaccharides des bactéries à Gram négatif [36]. Relarguée par les polynucléaires
neutrophiles, elle est considérée comme faisant partie de l’immunité innée. Sa pré-
sence inhibe par exemple la formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa chez
des patients atteints de mucoviscidose [37]. En modèle animal, l’administration orale
de lactoferrine chez des souris diminue la présence d’endotoxines au niveau intestinal
[38]. Plusieurs autres protéines ayant cette capacité de fixation et de transport du fer
voient leur concentration augmentée en réponse à des cytokines proinflammatoires ou
à une infection : la sidérocaline, l’haptoglobine, l’hémopexine, etc. [32].

L’hypothèse d’une séquestration immunitaire du fer attribue également un rôle à
l’hepcidine dans le cas d’une infection. En effet, il a été observé que sa concentration

5. Voir plus loin la section 1.3.3 Stratégies bactériennes d’acquisition en page 13.
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présentait une hausse considérable au cours d’une infection et d’une inflammation ai-
guë. Elle n’atteint cependant pas les concentrations requises pour exercer une activité
antimicrobienne, celle-ci ayant uniquement pu être démontrée in vitro. Toutefois, cette
augmentation est responsable de l’une des caractéristiques de l’inflammation : une
hypoferrémie, qui se développe quelques heures après l’apparition des stimulis infec-
tieux ou immunitaires [39]. Cette hypoferrémie découle assez logiquement des fortes
concentrations d’hepcidine qui ont pour effet majeur la séquestration du fer dans les
macrophages. Car, bien que privés de leur capacité à exporter le fer, ils continuent
néanmoins à recycler les globules rouges sénescents. Ce mécanisme n’est ainsi pas
sans coût pour l’organisme, puisque s’il se prolonge, il peut donner lieu à une anémie
inflammatoire causée par le manque d’apport de fer dans la moelle osseuse [40].

Pour d’autres auteurs, il est excessif d’attribuer un rôle d’immunité innée à l’hepci-
dine, arguant notamment du fait que, les baisses de concentration plasmatique en fer
occasionnées par la forte production d’hepcidine n’affecteraient pas les mécanismes
microbiens de transport du fer [32]. Au cours de l’infection, le fer voit sa concentration
plasmatique diminuer jusqu’à 1 à 3 µmol.L−1 (soit entre 0,05 et 0,15 mg.L−1). Mais il
reste lié aux protéines chaperonnes, ce qui le rend tout aussi inaccessible qu’à des
concentrations physiologiques. Les chélateurs et transporteurs bactériens du fer étant
adaptés à des conditions très variables de concentration en fer, l’hypoferrémie induite
par l’hepcidine n’aurait ainsi que peu ou pas d’impact sur leur activité. La forte produc-
tion d’hepcidine aurait cependant le rôle important de limiter au maximum la présence
de fer libre, généré dans les tissus endommagés par les destructions cellulaires. D’une
part, parce qu’il est facilement assimilable par les micro-organismes, et d’autre part,
parce qu’il amplifierait les lésions tissulaires. Ce fer libre contribue effectivement, par
la réaction de Fenton, à la production d’espèces réactives de l’oxygène (dont le radical
hydroxyle HO hautement réactif), lesquelles vont générer un stress oxydatif [41].

1.3.3 Stratégies bactériennes d’acquisition

Les tissus biologiques d’un hôte n’offrent donc que peu de fer libre et facilement
accessible pour les micro-organismes. La carence nutritionnelle, liée à cette relative
absence de fer libre, génère un stress pour les organismes bactériens. Au cours de
l’évolution, ce stress est devenu un marqueur pour les bactéries, leur signalant la pré-
sence des tissus de l’hôte. Cette détection leur permet d’adapter leur stratégie d’acqui-
sition du fer, par le biais d’une régulation transcriptionnelle. Celle-ci est principalement
induite par le facteur Fur (Ferric uptake regulator) que l’on retrouve dans la majorité
des bactéries, et qui contribue à la virulence des pathogènes [42, 43]. D’autres bac-
téries, comme Staphylococcus aureus, ont également développé des systèmes de dé-
tection spécifiques des protéines de leur hôte, fonctionnant grâce à la reconnaissance
de l’hème [44, 45]. Ainsi, ces senseurs permettent à la bactérie de s’adapter à son
milieu et déclenchent l’expression des systèmes permettant l’acquisition de fer lié aux
protéines de l’hôte.
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Des mécanismes mis en œuvre pour contourner l’immunité nutritionnelle sont pré-
sents dans la plupart des agents pathogènes. Les protéines impliquées peuvent varier
d’une bactérie à l’autre, mais les stratégies sont communes : entrer en compétition avec
l’hôte grâce à des chélateurs de très haute affinité, ou cibler les protéines porteuses de
fer. Les sidérophores appartiennent à la première catégorie. Ces peptides sont ca-
pables de lier le fer avec des constantes d’association telles qu’ils peuvent concurren-
cer la transferrine et la lactoferrine [33]. Sécrétés par les bactéries, ils sont ensuite
récupérés, une fois chargés en fer, par des récepteurs membranaires spécifiques puis
importés dans le cytoplasme. Les sidérophores sont des éléments essentiels pour le
développement des bactéries qui les produisent. Des souches mutantes, ayant perdu
leur capacité à en produire, montrent systématiquement une virulence amoindrie dans
des modèles animaux d’infection [33, 43].

En plus de concurrencer la transferrine et la lactoferrine, certaines bactéries, comme
les espèces du genre Neisseria par exemple, sont également capables de reconnaître
ces protéines, via des récepteurs spécifiques. Dans cette stratégie, il s’agit véritable-
ment de détourner le fer contenu dans ces protéines. Et dans le cas de Neisseria, la
liaison est spécifique de la transferrine humaine, indiquant une adaptation à un hôte en
particulier [46]. Plus généralement, ce mécanisme d’acquisition implique des molécules
qui vont reconnaître les protéines de l’hôte transportant le fer, puis les altérer de façon
à récupérer le fer qu’elles contiennent. D’autres systèmes ciblent la molécule d’hème.
Il s’agit alors pour les bactéries d’extraire l’hème hors des hémoprotéines (telles que
l’hémoglobine ou l’hémopexine), à nouveau grâce à des récepteurs spécifiques. Ces
derniers peuvent être exprimés en surface ou sécrétés dans le milieu extra-cellulaire,
et sont alors appelés hémophores [47]. Une fois chargés en hème, les hémophores
importent leur acquisition dans le cytoplasme bactérien, et, après l’action d’enzymes,
le fer sera libéré. Comme dans le cas des sidérophores, les mutations affectant les sys-
tèmes d’acquisition par hémophores réduisent la pathogénicité bactérienne dans des
modèles animaux d’infection, signant ainsi leur rôle en tant que facteur de virulence
[33, 43].

1.3.4 Le fer dans la cavité buccale

Plusieurs études ont entrepris de doser la concentration de métaux, dont le fer, dans
la salive. Cela dans le but de découvrir de nouveaux biomarqueurs de maladies buc-
cales [48, 49] ou d’analyser le relargage lié aux appareils orthodontiques métalliques
[50]. Chez le sujet sain, si les valeurs moyennes de concentration salivaire du fer va-
rient grandement selon la méthode de quantification employée (de 0,03 à 1 mg.L−1),
les variations inter-individuelles sont également très importantes [48].

D’autres études ont rapporté des dosages salivaires des protéines porteuses de
fer. La transferrine est présente à hauteur de 1 à 1,5 mg.L−1, toujours chez le sujet sain
[51] ; des valeurs supérieures à 10 mg.L−1 indiquent généralement une contamination
par du sang dans la salive prélevée. La concentration en ferritine est bien plus faible
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que celle de la transferrine : elle a été estimée à environ 5 à 10 µg.L−1 [52]. Enfin,
l’hepcidine fait aussi partie des composants produits par les glandes salivaires [53].
Cependant, les valeurs rapportées dans les études varient grandement là aussi (de 1
à 650 µg.L−1) [52, 53].

Le sillon gingivo-dentaire est, lui, irrigué par le fluide gingival. Ce fluide étant issu
d’un exsudat sérique, il contient plusieurs protéines possédant du fer. La transferrine
et l’albumine sont ainsi des composants majeurs du fluide gingival [54]. Cette dernière
est d’ailleurs la protéine la plus riche en hème au sein du fluide gingival [54, 55]. Au
total, la concentration en fer moyenne est estimée à 1 mg.L−1 dans un fluide gingival
sain, ce qui correspond aux valeurs normales de sa concentration plasmatique, et à la
fourchette haute des estimations de sa concentration salivaire. Le fer dans le fluide gin-
gival peut atteindre 5 mg.L−1 chez les patients atteints de parodontite [56]. Les sources
potentielles de fer sont plus importantes lors d’un état inflammatoire, du fait de la vaso-
dilatation et des saignements gingivaux qui l’accompagnent [57].

1.3.5 Pathogènes parodontaux et fer

Les bactéries du biofilm sous-gingival sont, elles aussi, en compétition, avec l’hôte
et entre elles, pour la liaison du fer et usent des stratégies précédemment décrites pour
son absorption. La surexpression des fonctions liées à l’acquisition et au transport du
fer est l’une des signatures transcriptomiques d’un microbiote pathogénique [58]. Bien
que le modèle actuel de la pathogenèse de la parodontite encourage à réévaluer le
rôle de chaque bactérie dans l’équilibre hôte-microbiote [59], P. gingivalis est toujours
considéré comme un pathogène majeur de la parodontite et il reste donc le mieux
documenté.

La capacité de P. gingivalis à pouvoir se fournir en fer a un impact décisif sur sa
croissance et sa virulence [60]. La bactérie est également auxotrophe pour le noyau
protoporphyrine IX (PPIX), la voie métabolique permettant la biosynthèse de novo de
cette molécule étant incomplète [61]. Les milieux de culture utilisés pour l’étude de
P. gingivalis sont ainsi supplémentés avec de l’hème, de l’hémoglobine ou encore du
sang, ce qui permet d’apporter à la fois du fer et de la PPIX [62]. Chez l’hôte, ces deux
éléments, fer et PPIX, peuvent être obtenus à partir des hémoprotéines : la protopor-
phyrine étant la structure centrale de l’hème, formant un anneau organique qui lie le fer
en son centre.

La principale source de fer, et de PPIX, pour P. gingivalis est donc l’hémoglo-
bine [63]. Lorsque des érythrocytes sont présents dans son milieu, la bactérie utili-
sera d’abord des hémagglutinines pour se maintenir à proximité de ces cellules. Puis,
l’action suivante sera de les lyser pour libérer l’hémoglobine qu’elles contiennent [64].
Ensuite, P. gingivalis possède des protéases qui permettront la dissociation et l’extrac-
tion de la molécule d’hème. Enfin, des mécanismes de transport prennent en charge
l’hème pour l’internaliser. Plusieurs opérons codant pour ce type de transport ont été
identifiés (hmu, hus, lht) [65–67]. Les acteurs majeurs de cette capture de l’hème sont
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les gingipaïnes. Ces protéases, sécrétées ou situées à la surface de la bactérie, sont
un élément majeur de la virulence de P. gingivalis. Véritables couteaux suisses, elles
possèdent des domaines hémagglutinines, mais peuvent également lyser les globules
rouges et se lier à l’hémoglobine [68]. De plus, elles sont capables de se lier avec une
haute affinité à l’hème en vue de l’extraire [69]. Impliquées dans les destructions tissu-
laires de l’hôte, elles peuvent également agir sur la perméabilité vasculaire, induisant
un saignement localisé et retardant la coagulation [70].

Hormis l’hémoglobine des érythrocytes, la transferrine est également une source
importante de fer pour P. gingivalis. Composant majeur du fluide gingival, la transfer-
rine a l’avantage d’être présente en l’absence de saignements gingivaux. Plusieurs
études in vitro ont mis en évidence la croissance de la bactérie avec la transferrine
comme seule source de fer dans le milieu de culture [71–73]. Les travaux menés sur
le mécanisme d’absorption ont montré une liaison rapide et spécifique de la bactérie
à la transferrine humaine [73]. Cette liaison est par ailleurs accrue lorsque le milieu
est déplété en fer, suggérant une adaptation de la bactérie aux différentes sources de
fer disponibles à sa portée. Toutefois, le ou les récepteurs impliqués dans cette liaison
n’ont pas encore été identifiés. En revanche, l’étude de souches mutantes a permis de
mettre en lumière le rôle des gingipaïnes dans la prise en charge de la transferrine,
une fois cette dernière fixée [74, 75]. La transferrine serait donc clivée, libérant ainsi les
atomes de fer qu’elle transporte. Ces derniers sont ensuite capturés et importés dans
le cytoplasme de la bactérie.

Comme indiqué précédemment, dans un contexte pathologique, c’est l’ensemble du
microbiote qui surexprime les mécanismes d’acquisition du fer [58]. Plusieurs d’entre
eux ont pu être identifiés chez des espèces associées, à des degrés divers, avec la
maladie parodontale. T. denticola peut collecter le fer dont il a besoin à partir de la
lactoferrine [76]. Il possède également des hémagglutinines, des hémolysines et la ca-
pacité à oxyder la molécule d’hème, ce qui suggère sa capacité à utiliser l’hémoglobine
de l’hôte [77, 78]. Des récepteurs spécifiques de l’hème ont, de plus, été identifiés sur
sa membrane externe : HbpA et HbpB [79]. T. denticola possède enfin une activité fer
réductase, ce qui lui permettrait de récupérer le fer capturé par des sidérophores sécré-
tés par d’autres bactéries (T. denticola n’ayant pas la capacité d’en produire) [80, 81].
Le métatranscriptome du biofilm présent dans un site gingival malade montre une ré-
gulation à la hausse des gènes impliqués dans l’hémolyse et le transport du fer chez
Tannerella forsythia [82]. Par ailleurs, une étude a récemment montré la présence d’hé-
mophores homologues chez P. gingivalis (HmuY, appartenant à l’opéron hmu) et T. for-
sythia (Tfo) ; ceux-ci présentent néanmoins des différences structurelles et d’efficacité
[83].

Prevotella intermedia exprime une interpaïne, une protéase à cystéine comme les
gingipaïnes de P. gingivalis, qui dégrade l’hémoglobine, relarguant ainsi l’hème [84].
In vitro, la croissance de P. intermedia peut ainsi être stimulée avec de l’hémoglobine
humaine, cette dernière étant liée par un récepteur membranaire spécifique [85]. L’inter-
païne pourrait également récupérer l’hème liée à l’albumine. Par contre, P. intermedia
ne semble pas pouvoir utiliser la transferrine ou la lactoferrine [86]. Campylobacter rec-
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tus, enfin, est également capable d’assimiler le fer de la transferrine pour assurer sa
croissance [87]. Contrairement à P. gingivalis, le mécanisme de capture impliquerait
une réductase, la libération de fer par la transferrine étant favorisée lorsqu’il se trouve
sous sa forme réduite Fe2+.

L’équilibre de l’homéostasie du fer est ténu : une carence, comme une surcharge
en fer sont néfastes pour l’organisme. Les troubles de l’homéostasie du fer font partie
des maladies les plus courantes chez l’Homme [29]. L’anémie résultant de la carence
en fer est un problème de santé mondial. À l’origine d’anomalies du développement
chez l’enfant, elle touche particulièrement les populations défavorisées et les pays en
voie de développement [88]. De l’autre côté du balancier, il apparaît qu’une surcharge
en fer puisse être un élément de susceptibilité vis-à-vis de certaines maladies infec-
tieuses. Plusieurs cas d’infections bactériennes, par ailleurs rarement rencontrées, ont
été observées chez des personnes atteinte d’une maladie de surcharge en fer d’origine
génétique, l’hémochromatose héréditaire [89, 90]. Un cas en particulier a retenu l’atten-
tion médiatique : l’infection d’un chercheur par Yersinia pestis, après avoir été exposé
à une souche de laboratoire pourtant considérée comme avirulente [91]. Atteint d’hé-
mochromatose héréditaire (le diagnostic sera établi après la découverte à l’autopsie de
niveaux anormalement élevés de ferritine plasmatique et de saturation de la transfer-
rine), il semble que la surcharge en fer ait permis à la bactérie de se développer, malgré
sa mutation la rendant déficiente pour un sidérophore qui cible le fer de la transferrine
[92].

1.4 Hémochromatose héréditaire et maladie parodontale

L’hémochromatose est une pathologie caractérisée par une hyperabsorption diges-
tive de fer aboutissant à une surcharge ferrique dans l’organisme. Le terme d’hémo-
chromatose est apparu en 1889, à l’initiative de Friedrich von Recklinghausen [93].
Ce médecin allemand, également connu pour sa description de la neurofibromatose,
imputa à un pigment sanguin la coloration particulière de la cirrhose pigmentaire qui
avait été initialement décrite en 1865 par Armand Trousseau, médecin à l’hôpital Saint-
Antoine [94]. Le versant génétique de la maladie a été mis en évidence par une équipe
rennaise en 1977 [95]. L’hémochromatose perd alors son caractère idiopathique pour
devenir héréditaire. La découverte du gène en cause dans la pathologie, HFE, est bien
plus récente, puisqu’elle date de 1996 [96].

Du point de vue épidémiologique, l’hémochromatose héréditaire est le syndrome de
surcharge ferrique le plus couramment rencontré chez les individus caucasiens [97].
Les mutations majeures du gène HFE, qui est situé sur le chromosome 6, sont C282Y
(p.Cys282Tyr) et H63D (p.His63Asp). La fréquence de la mutation C282Y est variable
chez les européens (6,2 % en moyenne), avec une plus forte prévalence chez les des-
cendants des populations d’Europe du Nord puisqu’elle concerne une personne sur dix
[98, 99]. Les fréquences les plus fortes sont situées en Bretagne et en Irlande, tandis
que les populations non caucasiennes ne la portent que très peu, voire pas du tout.
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La mutation H63D se retrouve, elle, dans toutes les populations, avec une fréquence
plus importante [100]. Parmi les génotypes d’HFE, seule l’homozygotie C282Y est as-
sociée à la maladie, avec toutefois une pénétrance incomplète (la prévalence de la
maladie étant bien inférieure à celle, déduite, de l’homozygotie) [99]. L’hétérozygotie
C282Y/H63D, elle, peut entraîner une forme atténuée de surcharge en fer [101].

La protéine HFE joue un rôle dans ce mécanisme par son interaction avec le récep-
teur à la transferrine TFR2 (voir la Figure 1.3) [102]. HFE participerait à la détection du
coefficient de saturation de la transferrine, ce qui permettrait à l’hépatocyte de réguler
sa production d’hepcidine selon le niveau de fer circulant [103]. Cependant, le méca-
nisme de la régulation de la production d’hepcidine recèle encore probablement des
zones d’ombres.

L’hémochromatose reste d’abord quiescente et demeure au début une simple pré-
disposition génétique. Des perturbations biologiques, liées à un déficit d’hepcidine,
peuvent ensuite apparaître de façon isolée. En premier lieu, une augmentation du coef-
ficient de saturation de la transferrine, c’est-à-dire une augmentation du taux d’occupa-
tion des sites de fixation qui accueillent le fer (deux par protéine). Ses valeurs normales
sont comprises entre 20 % et 45 %. Au-delà, la quantité de fer à prendre en charge
excède la capacité des transferrines circulantes et des formes anormales de fer (non
lié à la transferrine) peuvent apparaître. La ferritine circulante, qui représente norma-
lement une quantité infime du fer circulant, augmente à son tour. Sa concentration est
pathologique au-delà de 300 µg.L−1 chez l’homme et 200 µg.L−1 chez la femme [104].
Des signes cliniques plus marqués, ou des complications viscérales, pouvant mener au
diagnostic apparaissent plutôt vers l’âge de 35 à 40 ans chez les hommes et 45 à 50
ans chez les femmes. Ces symptômes sont liés à une accumulation progressive de fer
depuis la naissance [100].

Lorsque la maladie s’exprime pleinement, on peut observer des atteintes hépa-
tique (hépatomégalie et cirrhose), cutanée (hyperpigmentation grisâtre, brune qui cor-
respond à l’évolution de l’accumulation de fer dans la peau), ostéoarticulaire (arthropa-
thie, déminéralisation osseuse), endocrinienne (diabète, hypogonadisme), cardiaque
(cardiomyopathie et insuffisance cardiaque). Le tableau « historique » de la maladie
(diabète, cirrhose et pigmentation cutanée) est cependant de moins en moins rencon-
tré, grâce au diagnostic précoce. Le traitement a pour but de diminuer la charge ferrique
de l’organisme en effectuant des saignées, ou phlébotomies, répétées. Leur fréquence
est déterminée par le taux de ferritine sérique et varie d’une par semaine à une tous
les 3 mois [99].

Historiquement impliqué dans la recherche sur les bases génétiques et la physio-
pathologie de l’hémochromatose héréditaire [95, 105, 106], le CHU de Rennes est le
Centre de Référence national des surcharges en Fer rares d’origine génétique (CR-
Fer, https://centre-reference-fer-rennes.org/). Site coordonnateur, il est en lien avec dix
autres Centres de Compétences répartis sur le territoire national. La Bretagne étant
particulièrement touchée en terme de prévalence de la maladie, le CRFer accueille
également un grand nombre de patients pour leur suivi et leur traitement au sein du
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service des Maladies du foie.

La présence, au sein de notre hôpital, de spécialistes de cette maladie, et d’une
cohorte importante de patients, nous a amené à entamer une collaboration entre les
services des Maladies du foie et de Parodontologie. En effet, au vu i) du facteur fa-
vorable que représente le fer pour le développement des pathogènes parodontaux, ii)
de l’âge d’expression des signes cliniques de la parodontite et de l’hémochromatose,
iii) des notions d’atteintes inflammatoires ostéoarticulaires, et iv) de la susceptibilité de
ces patients à certains micro-organismes, il a paru pertinent d’évaluer leur statut paro-
dontal. Un projet d’étude clinique a donc été déposé en 2009 pour réaliser un examen
dentaire et parodontal chez des patients atteints d’hémochromatose liée à une homo-
zygotie C282Y sur le gène HFE. Ces patients, suivis au CRFer, ont été vus au moment
de leur diagnostic, ou au cours de leur prise en charge thérapeutique. De cette façon,
nous disposons également du bilan sanguin, réalisé le jour même, et relatif au statut
fer du patient : concentrations plasmatiques de fer, de transferrine, de ferritine et coeffi-
cient de saturation de la transferrine. Ces valeurs ont ensuite été analysées en regard
des paramètres cliniques et parodontaux. L’étude clinique transversale qui résulte de
ce travail est présentée dans la section suivante.

1.4.1 Periodontal status and serum biomarkers levels in HFE hemochro-
matosis patients. A case-series study, Journal of Clinical Periodon-
tology 2017

Dans cette étude, 84 patients homozygotes pour la mutation C282Y du gène HFE
ont été examinés au moment de leur séjour dans le service des Maladies du foie du
CHU de Rennes. Pour quatorze d’entre eux, le diagnostic d’hémochromatose hérédi-
taire était récent (moins d’un an et demi) et la thérapeutique initiale débutait. Les 73
autres sujets suivaient leur traitement par saignées régulières. L’objectif thérapeutique
est d’atteindre puis de maintenir un taux de ferritine plasmatique ≤ 50 µg.L−1. Les pa-
tients nouvellement diagnostiqués présentent souvent des taux extrêmement élevés de
ferritine (parfois supérieurs à 1 000 µg.L−1).

La première révélation de l’examen parodontal était la prévalence de la parodon-
tite, qui concernait 100 % de cette population. En se basant sur la classification des
maladies parodontales développée par le Center for Disease Control and Prevention et
l’American Academy of Periodontology et publiée en 2012 [107], un peu plus de la moi-
tié des patients (54,8 %) présentait une parodontite sévère, et seulement un présentait
une parodontite légère. Ces différents degrés d’atteinte parodontale ne s’accompa-
gnaient pas de variation significative dans le sexe ratio, le tabagisme, la fréquence de
visite chez le dentiste traitant ou l’ancienneté du diagnostic de l’hémochromatose.

En comparant les marqueurs sériques du statut fer des patients, il est apparu que
le coefficient de saturation de la transferrine était significativement augmenté chez les
personnes avec une parodontite sévère par rapport à ceux présentant une parodontite
légère ou modérée (55, 1 % ± 18 % contre 47, 2 % ± 17, 9 %, p = 0, 029, tableau 2
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de l’article). Il est à noter que ce coefficient de saturation ne fait pas partie des cri-
tères du traitement par saignées, malgré l’association démontrée entre saturation de
la transferrine et la concentration de fer non lié à la transferrine [108]. Or, des valeurs
pathologiques de la saturation de la transferrine peuvent persister en dépit du retour
à la normalité du taux de ferritine ; de plus, le rôle attribué au fer non lié à la transfer-
rine dans les dommages tissulaires semble être prépondérant dans l’hémochromatose
[104].

Par régression logistique, il s’est enfin avéré que le risque était significatif pour les
patients de présenter une parodontite sévère en cas de saturation anormale de la trans-
ferrine (> 45 %) : odds-ratio = 5,49 – IC 95 % [1,85-16,28] p = 0, 002 ; et ce, en prenant
en compte les variables confondantes que sont l’âge, le sexe, le tabagisme, l’indice de
plaque dentaire, la fréquence de visite chez le dentiste et l’ancienneté du diagnostic
de l’hémochromatose. Nous avons conclu que les personnes souffrant d’hémochroma-
tose héréditaire étaient une population à risque pour la parodontite, et que la sévérité de
cette dernière était associée à la surcharge en fer. Cette étude est la première à faire
un lien entre les deux pathologies, mais il est à noter que des manifestations orales
liées à l’hémochromatose ont déjà fait l’objet d’un rapport de cas publié en 1972 [109].
La principale information de l’article était une forme rare de pigmentation bleue-grise
de la muqueuse gingivale, se rapprochant de la pigmentation cutanée typiquement liée
à l’hémochromatose. De façon intéressante, les auteurs rapportaient également une
parodontite sévère, résistante au traitement, et de nombreuses dents mobiles chez la
patiente.

Mon rôle dans ce travail a été de gérer les données cliniques, et de mettre en œuvre
leur analyse statistique dans un logiciel open-source fonctionnant en ligne de com-
mande (RStudio). J’ai ainsi réalisé : la mise en forme et l’import des données, l’analyse
par variable, puis l’analyse de l’association entre paramètres cliniques parodontaux et
fer. Celle-ci a été menée avec des statistiques univariées, et enfin avec des modèles
de régression linéaire et logistique.

Cet article a été publié dans le Journal of Clinical Periodontology le 6 juin 2017. Il est
disponible en accès ouvert dans les archives HAL (https://hal.archives-ouvertes.fr/hal-
01614700).
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Abstract

Aim: To investigate the association between periodontal status and serum biomarkers 

in patients with HFE haemochromatosis.

Material and Methods: This clinical case series included 84 HFE- C282Y homozygous 

patients. Periodontal evaluation was performed using clinical attachment level, prob-

ing depth, gingival bleeding index, visible plaque index and gingival index. Serum mark-

ers of iron metabolism were collected from medical records. The relationship between 

serum biomarkers of iron burden and the severity of periodontitis was investigated.

Results: The study population consisted of 47 men and 37 women, routinely treated 

in the Unit of Hepatology, University Hospital, Rennes. All patients presented with 

periodontitis (mild: n = 1, moderate: n = 37 and severe: n = 46). There was a positive 

association between transferrin saturation >45% and the severity of periodontitis (ad-

justed odds ratio = 5.49, p = .002).

Conclusion: Severe periodontitis is associated with the severity of iron burden in pa-

tients with HFE- related hereditary haemochromatosis. Dental examination should be 

included in the initial assessment of all these patients.

K E Y W O R D S

haemochromatosis, iron burden, periodontitis, transferrin saturation

1  | INTRODUCTION

In France, 45% of adults over 40 years of age have at least one tooth 

with localized periodontitis (Bourgeois, Bouchard, & Mattout, 2007). 

Severe forms of periodontitis (i.e. with periodontal pockets ≥5 mm) af-
fect 11.2% of adults worldwide (Kassebaum et al., 2014). Periodontitis 

is associated with risk factors, including age, gender (Harris & Glassell, 

2011; Silva- Boghossian, Luiz, & Colombo, 2011), tobacco smoking 

(Bagaitkar et al., 2011; Kumar & Faizuddin, 2011) and obesity (Linden, 

Patterson, Evans, & Kee, 2007; Morita et al., 2011). Recent studies 

indicate that bacteria involved in periodontitis could be associated 

with systemic diseases, including diabetes (Ide, Hoshuyama, Wilson, 

Takahashi, & Higashi, 2011), rheumatoid arthritis (Hayashi, Gudino, 

Gibson, & Genco, 2010; Sezer et al., 2013) and atherosclerotic car-

diovascular disease. Diabetes and arthritis are classical features in pa-

tients with haemochromatosis (Powell, Seckington, & Deugnier, 2016).

HFE- related hereditary haemochromatosis (HFE- HH), the most 

common form of genetic iron overload in Caucasians, is mainly due to 

homozygosity for a major mutation, p.Cys282Tyr (C282Y), on the HFE 

gene which is involved in the production of a key regulator of plasma 

iron, hepcidin. The allelic frequency of the C282Y mutation is 6.2% in 

the general European population, but it can reach 12% in Brittany or 

United Kingdom (Jouanolle et al., 1998; Powell et al., 2016). C282Y 

homozygosity is responsible for a hepcidin- deficient state leading to †These authors participated equally in the study.
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an increase in serum transferrin saturation, which potentially results in 

increased body iron stores (EASL guidelines 2011). The classical treat-

ment of HFE-HH patients is venesection to remove iron excess.

Iron lies at the centre of a battle for nutritional resource be-

tween higher organisms and their microbial pathogens. The iron 

status of human hosts affects the pathogenicity of numerous infec-

tions (Drakesmith & Prentice, 2012). It has been reported that non- 

transferrin- bound iron, an abnormal biochemical form of iron that 

occurs when transferrin saturation exceeds 45%, could modulate bac-

terial growth and virulence (Jolivet- Gougeon et al., 2008). Most cases 

of HFE- HH are diagnosed during adulthood, between 40 and 50 years 

of age. Iron burden might represent a favourable background for the 

development of periodontitis. First, iron is both an essential growth 

factor and a regulator of the virulence of Porphyromonas gingivalis and 

Prevotella intermedia, two common periodontal pathogens (Byrne, 

Potempa, Olczak, & Smalley, 2013). Second, as hepcidin is known for 

its antimicrobial activity (Ganz, 2013), low hepcidin production could 

be a favourable factor for the development of periodontal disease. 

Finally, bone loss is a frequent complication of HFE- HH (Guggenbuhl 

et al., 2005), which is likely to aggravate alveolar bone damage in 

periodontitis.

The main goal of this study was to investigate the association 

between periodontal status and serum biomarker levels in HFE- HH 

patients and to seek a putative relationship between markers of iron 

burden and the severity of periodontitis in these patients.

2  | PATIENTS AND METHODS

2.1 | Participants

A case- series study was carried out after approval by the local ethi-

cal committee (CPP Ouest V -  10/02- 744). All participants were re-

cruited, either during phlebotomy therapy or at diagnosis, in the unit 

of hepatology, University hospital, Rennes, between June 2011 and 

June 2012. They gave an informed written consent and were in-

structed on the prevention and treatment of periodontitis, as well as 

on oral hygiene procedures.

Inclusion criteria were homozygosity for the HFE C282Y mutation, 

age between 35 and 65 years and the presence of at least 10 natu-

ral teeth. Non- inclusion criteria were pregnancy, presence of another 

systemic disease (e.g. diabetes), periodontal therapy within the last 

12 months and treatment with either systemic antibiotics or drugs known 

to cause gingival hyperplasia (i.e. hydantoins, ciclosporin, diltiazem, di-

hydropyridine) within the last 3 months. In the absence of data on peri-

odontitis in HFE- HH patients, the number of patients to be included was 

based on the precision (±10%) of the estimation of prevalence of peri-

odontitis (50%) in the French population (Bourgeois et al., 2007).

2.2 | Interview and collection of clinical and 
laboratory data

Clinical data recorded at the time of dental examination included body 

mass index (BMI), smoking status (non- smoker and current or former 

smoker), teeth- brushing habits (once, twice or more per day) and den-

tal visits per year (<1 or ≥1). Serum ferritin, iron, and transferrin levels 
and transferrin saturation were collected from medical charts using 

routine procedures at the time of both diagnosis of haemochromato-

sis and dental examinations. The time elapsed between the diagnosis 

of haemochromatosis and dental examination was also registered.

2.3 | Evaluation of periodontal status

Full- mouth periodontal examination was performed by one examiner 

(VM), using a sterile U.S Williams PDT sensor probe at a pressure of 

20 g (ZILA- PRO- DENTEC) positioned parallel to the long axis of the 

tooth. The following parameters were evaluated: probing depth (PD) as 

the distance (mm) between the gingival margin and the bottom of peri-

odontal pocket; clinical attachment level (CAL) as the distance (mm) 

between the cemento- enamel junction and the bottom of periodon-

tal pocket. Each of the following sites was recorded mesio- , mid-  and 

disto- buccal, and mesio- , mid-  and disto- lingual from all present teeth 

except for third molars. Gingival condition was diagnosed using the 

gingival bleeding index (GBI), gingival index (GI) (Loe, 1967; Schatzle 

et al., 2003) and visible plaque index (VPI) (McClanahan, Bartizek, & 

Biesbrock, 2001; Silness & Loe, 1964).

2.4 | Definition of periodontal case

To evaluate the presence and severity of periodontitis, case defini-

tions developed by the Center for Disease Control and Prevention 

and the American Academy of Periodontology (CDC/AAP) were used: 

mild periodontitis was defined as “≥2 interproximal sites with CAL 
≥3 mm, and ≥2 interproximal sites with PD ≥4 mm (not on same tooth) 
or one site with PD ≥5 mm; moderate periodontitis as ≥2 interproxi-
mal sites with CAL ≥4 mm (not on same tooth), or ≥2 interproximal 
sites with PD ≥5 mm (not on same tooth); severe periodontitis as ≥2 
interproximal sites with CAL ≥6 mm (not on same tooth) and ≥1 in-

terproximal site with PD ≥ 5 mm” (Eke, Page, Wei, Thornton- Evans, 
& Genco, 2012).

Clinical relevance

Scientific rationale for the study: HFE- related hereditary 

haemochromatosis (HFE- HH) is the most common form of 

genetic iron overload in Caucasians. As iron is an essential 

growth factor and a regulator of the virulence of 

Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia, two com-

mon periodontal pathogens, increased severity of periodon-

titis was hypothesized in HFE- HH patients.

Principal findings: HFE- HH patients presented severe form of 

periodontitis associated with high transferrin saturation.

Practical Implications: Dental examination should be included 

in the initial assessment of all HFE- HH patients.
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2.5 | Statistical analysis

Data management and statistical analysis were performed using R (ver-

sion 3.3.1). Results of descriptive analysis are presented as frequencies 

and mean ± standard deviation (SD). Distribution of continuous vari-

ables was assessed using the Shapiro–Wilk test. To analyse the asso-

ciation between the severity of periodontitis and the level of serum 

biomarkers, Student’s t-  and Mann–Whitney tests were used as appro-

priate. The chi- squared test was used for the analysis of categorical vari-

ables. p < .05 was considered as significant. The association between 

the severity of periodontitis (mild or moderate versus severe periodon-

titis) and transferrin saturation greater than 45% was assessed using 

logistic regression analysis adjusted for confounding variables (age, gen-

der, smoking habit, plaque index, dental visit and time elapsed between 

the diagnosis of haemochromatosis and dental examination). Results are 

presented as odds ratio (OR) and 95% confidence intervals (CI).

3  | RESULTS

3.1 | Characteristic of HFE- HH patients

The review of charts from the 244 C282Y homozygous patients regu-

larly phlebotomized in the unit of hepatology resulted in the identifi-

cation of 87 patients fulfilling inclusion criteria (Figure 1). From these, 

aged from 35 to 64 years (mean age 50.7 ± 8.4 years), 54% were 

males.

At the time of the diagnosis of haemochromatosis, one- third of 

the participants presented with chronic asthenia, 29.8% with osteo- 

arthropathy, 5.8% with clinical and biochemical liver disease and 2.4% 

with cardiopathy. Two males had hypogonadism. Mean serum ferritin 

(SF) levels were 815 ± 728 μg/L (range: 86–4,021, normal range: 20–

150 μg/L in pre- menopausal women and 20–400 μg/L in postmeno-

pausal women and men), transferrin saturation was greater than 60% 

(normal range: 20–40) in 75% of patients and mean hepatic iron con-

centration assessed by MRI was 195 ± 79 μmol/g dry liver (upper limit 

of normal = 36). All patients had normal C- reactive protein levels (i.e. 

<5 mg/L). Twenty- six patients had liver biopsy. Two presented significant 

fibrosis (bridging fibrosis or cirrhosis). Liver biopsy was not performed in 

the other patients because of serum ferritin levels <1,000 μg/L, which 

indicates the absence of cirrhosis (Guyader et al., 1999).

During the initial treatment of iron excess by weekly phlebot-

omy, the amount of removed iron ranged from 0.5 to 24 g (mean 

4.6 ± 3.9 g).

At the time of dental examination, 82.2% of patients were already 

treated by regular phlebotomies and 17.8% had not been previously 

phlebotomized. Serum ferritin was 174.5 ± 418.1 μg/L, serum iron 

26.7 ± 9.1 μmol/L, serum transferrin 2.1 ± 0.3 g/L and transferrin 

saturation 51.5 ± 18.3%. All patients had normal serum C- reactive 

F IGURE  1 Flow chart of participant 

recruitment
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protein. The mean time that had elapsed between the diagnosis 

of haemochromatosis and dental examination was calculated as 

10.1 ± 7.65 years.

3.2 | Prevalence and severity of periodontitis

All patients underwent complete periodontal examination. Based on 

the CDC/AAP case definition, all presented periodontitis, and 44% and 

54.8% had moderate and severe periodontitis, respectively (Table 1). 

Characteristics of patients did not differ according to the severity 

of periodontitis. Proportions of sites per mouth with CAL ≥ 3 mm, 
CAL ≥ 5 mm and PD ≥ 4 mm were 50.1 ± 17.4, 10.3 ± 11.8 and 
11.9 ± 9.7 percentage, respectively. Individuals with severe periodon-

titis showed the worst values of PD, CAL, as well as for bleeding on 

probing and GI, with statistically significant differences (p < .001) when 

compared to those with mild- to- moderate periodontitis. There was no 

difference between both groups with respect to visible plaque. Men and 

women with HFE- HH were equally affected in terms of both frequency 

and severity of periodontitis. All patients reported brushing their teeth 

at least once daily and 80% reported visiting the dentist at least once a 

year. Sixty- four percentage were current or former smokers.

3.3 | Periodontitis severity and serum iron 
biomarkers at the time of dental examination

As indicated in Table 2, transferrin saturation was significantly higher in 

the group with severe periodontitis when compared to the group with 

mild or moderate periodontitis (55.1% versus 47.2% -  p = .029). Subjects 

with transferrin saturation ≥45% had a fourfold higher risk (OR = 4.27 
-  95%, CI = 1.68–11.37, p = .003) of severe periodontitis than those with 

transferrin saturation <45%. After adjustment for confounding variables, 

this risk remained elevated (OR = 5.49 -  95%, CI = 1.85–16.28, p = .002).

4  | DISCUSSION

HFE- HH is a hepcidin- deficient disease resulting in parenchymal iron 

overload. It is associated with complications commonly found in pa-

tients with periodontitis (i.e. diabetes and bone loss). The relationship 

between iron metabolism and periodontitis was previously investi-

gated, and no significant serum iron and serum hepcidin modification 

was found (Carvalho et al., 2016) in patients with periodontitis com-

pared to healthy subjects. To the best of our knowledge, the present 

Periodontal Clinical 

Parameters

Total N = 84, 

100%

Type of Periodontitis

p-values

Mild (n = 1) to moderate 

(n = 37) 45.2%

Severe(n = 46) 

54.8%

Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD

CAL

Mean (mm) 2.82 ± 0.68 2.45 ± 0.32 3.13 ± 0.74 .0001

CAL ≥ 3 mm (%) 50.1 ± 17.4 40.2 ± 14.6 58.2 ± 15.2 .0001

CAL ≥ 5 mm (%) 10.3 ± 11.8 3.7 ± 2.8 15.8 ± 13.6 .0001

PD

Mean (mm) 2.29 ± 0.35 2.06 ± 0.21 2.49 ± 0.34 .0001

PD ≥ 4 mm (%) 11.9 ± 9.7 5.6 ± 3.4 17.1 ± 10.1 .0001

PD ≥ 6 mm (%) 0.9 ± 1.7 0.1 ± 0.3 1.6 ± 2.1 .0001

GBI 0.40 ± 0.30 0.29 ± 0.20 0.48 ± 0.30 .001

PI 0.18 ± 0.20 0.16 ± 0.20 0.20 ± 0.25 .879

GI 0.40 ± 0.30 0.30 ± 0.21 0.47 ± 0.29 .005

Body mass index 

(kg/m2)

25.46 ± 3.61 25.64 ± 3.24 25.35 ± 3.88 .798

Time elapsed from 

HFE- HH diagnosis

10.4 ± 7.6 11 ± 6.7 9.9 ± 8.4 .277

Gender

Male 47 (55.9) 23 (48.9) 24 (51.1) .443

Female 37 (44.1) 15 (40.5) 22 (59.5)

Smoking habits

Non- smoker 30 (35.7) 12 (31.6) 18 (39.1) .472

Current or former 54 (64.3) 26 (68.4) 28 (60.9)

Frequency of dentist visits

< 1/years 17 (20.2) 7 (18.4) 10 (21.7) .752

≥1/year 67 (79.8) 31 (85.6) 36 (78.3)

TABLE  1 Distribution of periodontal 

clinical parameters and general 

characteristics of the population in 

accordance with the severity of 

periodontitis (N = 84). Significative results 

in bold
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study is the first to explore the periodontal status of patients with 

haemochromatosis.

Serum ferritin level is considered a reliable indicator of body iron 

stores. However, it can overestimate iron burden in chronic inflamma-

tory conditions such as periodontitis or chronic liver disease. A rela-

tionship between serum CRP and ferritin levels has been reported in 

periodontitis (Chakraborty, Tewari, Sharma, & Narula, 2014), but, in 

the present series, it is unlikely that inflammation could explain, even 

partly, the rise in serum ferritin levels as serum CRP levels were normal 

in all patients and initial serum ferritin levels were markedly elevated 

and well correlated with the amount of iron removed. Then, we can 

assume that serum ferritin levels were truly representative of iron ex-

cess and validated the iron- overloaded status of the patients studied.

It is noteworthy that all patients had increased body iron stores at 

the time of the diagnosis of haemochromatosis and all had periodon-

titis at the time of dental examination, which was performed after iron 

removal in 74 of 87 patients.

To investigate whether indicators of body iron stores were associ-

ated with the severity of periodontal disease, the population was divided 

into two groups (mild and moderate compared to severe periodontitis). 

General characteristics of both groups were similar with respect to gen-

eral and iron- related features except for transferrin saturation at the 

time of dental examination, which was significantly increased in the 

group with severe periodontitis. The risk of severe periodontitis was 

5.49 times greater when transferrin saturation exceeded 45%, even 

after adjustment for age, gender, smoking habits, plaque index and time 

elapsed between the diagnosis of haemochromatosis and dental exam-

ination. The threshold of 45% was chosen because it corresponds to the 

threshold above which non- transferrin- bound iron, a highly toxic form 

of iron, occurs (Brissot, Ropert, Le Lan, & Loreal, 2012).

Periopathogens live within periodontal pockets in a complex, mixed 

and interacting microbial community bathed in the gingival crevicular 

fluid, an anaerobic and inflammatory environment. Iron concentration 

is increased in the crevicular fluid of periodontal diseased sites (Wang, 

Greenwell, & Bissada, 1990). Iron regulates 10%–20% of bacterial 

genes and is necessary for bacterial growth. It also favours the virulence 

of numerous bacteria, some of which are periopathogens (Khan, Fisher, 

& Khakoo, 2007). As soon as transferrin saturation exceeds 45%, non- 

transferrin- bound iron is increased in patients with haemochromato-

sis (Loreal et al., 2000). This highly reactive form of iron may be more 

bioavailable for bacteria. Moreover, the relative hepcidin- deficient 

state characterizing HFE- HH may enhance bacterial virulence and/or 

proliferation because hepcidin has a physiological antimicrobial effect. 

These data are in line with a direct role of iron in chronic periodontal 

infection (Byrne et al., 2013; Lewis, 2010; Xie & Zheng, 2012).

Finally, bone loss is a common feature in human HFE- HH, with a 

frequency ranging from 25.3% to 34.2% (Guggenbuhl et al., 2005). It 

results from both increased bone resorption due to elevated osteo-

clast activity and decreased osteoid thickness due to diminished os-

teoblast activity (Conte et al., 1989). In Hfe−/− male mice, a phenotype 

of osteoporosis develops associating low bone mass and altered bone 

microarchitecture with a relationship between bone iron load and the 

increase in the number of osteoclasts (Guggenbuhl et al., 2011). This 

supports our findings that all of HFE- HH patients had periodontitis—of 

whom 54.8% presented a severe form of the disease with an average 

of 15% of sites having CAL ≥ 5 mm.
The present study has three main limitations. First, it is a case 

series with no control group available, which precludes assessment 

of whether the prevalence of periodontitis is really increased in 

HFE- HH as suggested by the finding that all HFE- HH patients had 

periodontitis compared to 50% in the general French population 

(Bourgeois et al., 2007). Second, only one dental odontologist was 

implicated and it may be conceivable that he tended to overesti-

mate periodontal damage. However, this senior associate professor 

in the periodontal department is well trained in routine examination 

of patients with periodontitis (ICC > 0.9) and used a widely accepted 

definition of periodontitis (Eke et al., 2012). This should not have in-

fluenced the main result indicating that severity of periodontitis was 

independently associated with increased transferrin saturation. Third, 

although significant, adjusted Odd ratios lacked precision as indicated 

by wide confidence intervals. In addition, some possible confounders, 

for example socio- economic status, were not taken into account.

In conclusion, the present study suggests that the severity of peri-

odontitis is increased in HFE- HH patients and demonstrated an asso-

ciation between the severity of periodontitis and the degree of iron 

burden, especially elevated transferrin saturation. Dental examination 

should be part of the initial management of these patients.
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TABLE  2 Serum biomarkers levels (mean ± SD) in the 84 HFE-HH patients in accordance with the severity of periodontitis. Significative 

results in bold

Measure of periodontitis

Serum biomarkers

Iron (μmol/L) Transferrin (g/L) Transferrin saturation (%) Ferritin (μg/L)

Mild/Moderate 25 ± 9 2.2 ± 0.3 47.2 ± 17.9 136.2 ± 227.6

Severe 27.8 ± 9.2 2.1 ± 0.3 55.1 ± 18 205 ± 524.4

p -value .234 .101 .029 .916

Statistical test t test t test Mann–Whitney test Mann–Whitney test
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Chapitre 1 Introduction et problématique

1.5 Problématique et objectifs

La conclusion de l’article précédent — association entre l’hémochromatose héré-
ditaire et la maladie parodontale — a été prise comme point de départ pour le travail
de cette thèse, qui a pour objectif de comprendre comment la surcharge en fer affecte
l’équilibre hôte-microbiote. En se référant à la littérature existante sur le sujet, et qui a
été introduite plus haut, plusieurs pistes peuvent être envisagées. D’une part, en cas
de surcharge, il semble que les micro-organismes puissent profiter de la plus grande
disponibilité du fer. D’autre part, ces mêmes micro-organismes sont susceptibles de
tirer partie des dérèglements immunitaires de l’hôte liés à une homéostasie déficiente
[32]. En outre, la surcharge en fer a également un impact sur le phénotype osseux,
comme en témoigne l’ostéoporose fréquemment rencontrée chez les patients atteints
d’hémochromatose et probablement liée à un défaut du métabolisme osseux [110, 111].

Pour répondre à la problématique, le travail a été divisé en deux volets qui sont
développés dans les chapitres qui suivent. Un volet humain, qui a consisté à explo-
rer le microbiote sous-gingival de patients atteints d’hémochromatose héréditaire, pour
évaluer l’état de dysbiose de leur microbiote, et son association avec le statut fer des
patients. Puis, un volet animal, dans lequel nous avons utilisé deux modèles expérimen-
taux murins. Le premier est un modèle reproduisant l’hémochromatose chez la souris,
que nous avons cherché à caractériser au niveau buccal, du point de vue osseux et
microbiologique. Le second est un modèle de parodontite induite, où nous avons éva-
lué l’impact buccal de différentes souches bactériennes de P. gingivalis. Pour finir, ces
deux modèles ont été croisés pour étudier la mécanistique de l’association. Ce point
sera abordé dans le chapitre Perspectives en page 49, car les échantillons issus de
cette expérimentation sont toujours en cours d’analyse.
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La recherche chez l’Homme avait deux objectifs. Le premier était de déterminer si
la surcharge en fer, liée à l’hémochromatose héréditaire, pouvait influencer le micro-
biote. Pour cela, des échantillons de microbiote sous-gingival ont été collectés lors de
l’examen clinique des patients atteints d’hémochromatose héréditaire présentés précé-
demment 1. Ces échantillons ont été traités par biologie moléculaire, puis par séquen-
çage du gène de l’ARNr 16S bactérien. Une étude par bioinformatique a ensuite été
réalisée pour évaluer la biodiversité des échantillons, et l’association entre le statut fer
des patients et la composition de leur microbiote. Le résultat de ce travail est présenté
dans la section suivante.

Le second objectif était d’étudier la dysbiose bactérienne du microbiote sous-gingival
de ces mêmes patients, et notamment le ratio de dysbiose mentionné précédemment 2.
Ce ratio ayant été développé à partir de sujets très majoritairement sans pathologie
systémique 3, nous souhaitions tester sa validité chez les patients atteints d’hémochro-
matose héréditaire. Étant donné que nous disposions du statut parodontal précis de ces
patients, nous avons pu évaluer précisément, par des modèles de régression linéaire
multiple, l’association entre le ratio de dysbiose et la sévérité de leur parodontite. Le
résultat de ce travail est présenté dans la section 2.2 du présent chapitre, en page 37.

2.1 Increased transferrin saturation is associated with sub-
gingival microbiota dysbiosis and severe periodontitis in
genetic haemochromatosis, Scientific Reports 2018

Comme indiqué précédemment, les patients présentés dans l’étude clinique parue
dans le Journal of Clinical Periodontology ont fait, pour la plupart, l’objet d’un prélè-
vement de microbiote sous-gingival. Celui-ci a été collecté dans les deux sites paro-
dontaux les plus atteints par la maladie parodontale, c’est à dire présentant les valeurs
les plus fortes lors du sondage parodontal. Après extraction de l’ADN bactérien, les
régions V3-V4 du gène de l’ARNr 16S ont été amplifiées puis séquencées par Illumina
MiSeq®. L’analyse bioinformatique des fichiers issus du séquençage a été réalisée jus-
qu’au niveau taxonomique des genres bactériens avec l’outil web VAMPS, complétée
par QIIME (version 1.9.1) pour une analyse au niveau taxonomique des espèces. Les
bases de données de référence qui ont été utilisées sont : RDP (version 11), et la
« Human Oral Microbiome Database » (HOMD version 14.51, http://homd.org/).

Une fois exclus les patients n’ayant pas fait l’objet d’un prélèvement, ceux dont il
manquait certaines données démographiques ou relatives au statut fer et ceux dont

1. Voir la section 1.4.1 Periodontal status and serum biomarkers levels in HFE hemochromatosis pa-
tients. A case-series study, Journal of Clinical Periodontology 2017 en page 19.

2. Voir la section 1.2.1 Signature of Microbial Dysbiosis in Periodontitis, Applied and Environmental
Microbiology 2017 en page 7.

3. Parmi les 196 échantillons de patients ayant une parodontite, 24 correspondaient à nos propres
échantillons issus de patients présentant une hémochromatose.
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les échantillon n’étaient pas exploitables, le groupe d’étude était constitué de 66 pa-
tients. Après un rappel des paramètres cliniques de la maladie parodontale chez nos
patients, une analyse de l’alpha diversité (richesse et variété d’espèces au sein de
chaque échantillon) et de la beta diversité (variations entre les différents échantillons) a
été menée. Enfin, une analyse des réseaux de co-occurrences bactériens — qui com-
pilent plusieurs tests de corrélation et d’association entre les abondances des genres
bactériens — a été réalisée sur le core microbiote. Tout cela, en lien avec les don-
nées fer disponibles, et notamment avec le coefficient de saturation de la transferrine,
puisque celui-ci apparaissait comme étant un facteur de risque pour une parodontite
sévère dans l’étude précédente. Les patients ont donc été séparés en deux groupes :
saturation de la transferrine normale (≤ 45 %, « normal TSAT », 21 patients), et satu-
ration de la transferrine élevée (> 45 %, « high TSAT », 45 patients).

Bien qu’il s’agissait d’une sous-population, les patients présentaient les mêmes ca-
ractéristiques que celles présentées dans l’étude dont ils étaient issus. Ils étaient tous
atteints de parodontite, et celle-ci était significativement plus sévère (d’après la classi-
fication de 2012 [1]) pour les patients qui présentaient une saturation de la transferrine
pathologique, malgré leur prise en charge par saignées régulières. Les paramètres cli-
niques détaillés dans le tableau 1 de l’article montrent une augmentation significative
de la perte d’attache (« clinical attachment loss, CAL »), et une tendance à des poches
parodontales plus profondes (« pocket probing depth, PPD »).

Les mesures classiques de la diversité du microbiote que sont l’alpha et la beta
diversité — présentées respectivement dans les figures 1 et 2 de l’article — ne pré-
sentaient pas de différence selon la saturation de la transferrine. D’après ces mesures,
la composition du microbiote était assez semblable entre ces deux groupes. Cela était
confirmé par un test d’abondance différentiel, présenté en figure 3 de l’article. L’algo-
rithme d’analyse discriminante linéaire utilisé (« Linear discriminant analysis with Effect
Size, LEfSe [2]) ne relevait que peu de taxons avec une abondance significativement
différente entre les deux groupes, et ceux-ci ne comptaient que pour une faible pro-
portion du microbiote total. Ce constat était cependant cohérent avec nos précédents
travaux sur le microbiote sous-gingival qui avaient abouti au ratio de dysbiose : les me-
sures classiquement utilisées distinguent déjà de façon imparfaite les microbiotes de
sujets sain et malade ; leur résolution est donc insuffisante pour distinguer des micro-
biotes provenant de sujets malades à différentes sévérités.

Finalement, les réseaux de co-occurrence bactériens (présentés dans la figure 4
de l’article) permettaient d’observer deux profils de microbiote différents selon la sur-
charge en fer circulant. Bien que l’on y retrouvait les mêmes genres bactériens, ceux-ci
s’associaient de façon extrêmement différente entre les deux groupes. Ces variations
structurelles et l’intégration de la saturation de la transferrine dans les réseaux nous
ont permis de formuler l’hypothèse suivante : l’augmentation progressive de la satu-
ration de la transferrine pourrait profiter aux espèces susceptibles de pouvoir l’utiliser
comme source de fer (dont les espèces pathogènes appartenant aux genres Porphy-
romonas et Treponema). Cette sélection d’espèces potentiellement pathogènes pour
le parodonte serait un facteur favorisant la dysbiose. Au-delà de 45 % de saturation,
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toute augmentation supplémentaire ne constituerait cependant plus un avantage sélec-
tif pour ces bactéries, compte tenu de l’apparition de fer non lié à la transferrine 4, qui
pourrait être acquis sans facteur de virulence particulier. Cet évènement viendrait alors
pérenniser une situation de déséquilibre hôte-microbiote et pourrait également contri-
buer aux dommages tissulaires, du fait de la toxicité de ces formes particulières de fer
[4].

Cet article a été publié dans Scientific Reports le 19 octobre 2018. Il est disponible
en accès ouvert sur le site de l’éditeur (https://www.nature.com/articles/s41598-018-
33813-0) et dans les archives HAL (https://hal.archives-ouvertes.fr/hal-01903064).

4. Sa concentration est évaluée à 1 à 3 µmol.L−1 dans les dosages plasmatiques [3]
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Increased transferrin saturation 
is associated with subgingival 
microbiota dysbiosis and 
severe periodontitis in genetic 
haemochromatosis
Emile Boyer  1,2, Sandrine Le Gall-David1, Bénédicte Martin1, Shao Bing Fong1, 
Olivier Loréal1, Yves Deugnier3,4, Martine Bonnaure-Mallet1,2 & Vincent Meuric  1,2

Genetic haemochromatosis (GH) is responsible for iron overload. Increased transferrin saturation (TSAT) 
has been associated with severe periodontitis, which is a chronic inflammatory disease affecting tissues 
surrounding the teeth and is related to dysbiosis of the subgingival microbiota. Because iron is essential 

for bacterial pathogens, alterations in iron homeostasis can drive dysbiosis. To unravel the relationships 
between serum iron biomarkers and the subgingival microbiota, we analysed samples from 66 GH 
patients. The co-occurrence analysis of the microbiota showed very different patterns according to 
TSAT. Healthy and periopathogenic bacterial clusters were found to compete in patients with normal 
TSAT (≤45%). However, significant correlations were found between TSAT and the proportions of 
Porphyromonas and Treponema, which are two genera that contain well-known periopathogenic 
species. In patients with high TSAT, the bacterial clusters exhibited no mutual exclusion. Increased iron 
bioavailability worsened periodontitis and promoted periopathogenic bacteria, such as Treponema. 

The radical changes in host-bacteria relationships and bacterial co-occurrence patterns according to 

the TSAT level also suggested a shift in the bacterial iron supply from transferrin to NTBI when TSAT 
exceeded 45%. Taken together, these results indicate that iron bioavailability in biological fluids is part 
of the equilibrium between the host and its microbiota.

Periodontitis is a chronic inflammatory disease that affects tissues surrounding the teeth. It is strongly asso-
ciated with the major pathogenic “red complex”, including Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia and 
Treponema denticola1 and thus is considered an infection. Recent advances in the pathogenesis of periodontal 
disease have suggested that polymicrobial synergy and microbiota dysbiosis together with a dysregulated immune 
response can induce inflammation-mediated damage in periodontal tissues2–4. Interestingly, currently periodon-
titis is associated with a growing number of systemic diseases, including cardiovascular diseases, adverse preg-
nancy outcomes, diabetes5–7 and hereditary haemochromatosis8.

Genetic haemochromatosis (GH), which is related to the HFE gene p.Cys282Tyr mutation, is the most com-
mon form of inherited iron overload disease in European population descendants9,10. In plasma, iron is associated 
with transferrin to increase its bioavailability for cells. Transferrin saturation (TSAT) is the ratio between the total 
number of iron-binding sites on patient plasma transferrin and the number of binding sites occupied by iron. 
Normally, TSAT ranges between 20% and 45%. Systemic iron metabolism is controlled by hepcidin, whose expres-
sion level is adapted to TSAT to regulate the plasma iron levels. Due to an alteration in the HFE-linked trans-
duction signalling pathway, GH is characterized by a hepcidin-deficiency state. The resulting iron egress from 
macrophages and enterocytes leads to an increased TSAT level. When TSAT exceeds 45%, non-transferrin-bound 
iron (NTBI), which is an abnormal biochemical form of iron, occurs in the plasma. NTBI consists mostly of iron 
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associated with citrate or ADP and is involved in oxidative stress through reactive oxygen species generation11–13. 
NTBI especially targets the liver and heart, which explains why the classical form of GH is responsible for hepatic 
cirrhosis and diabetes14. However, currently most GH patients are asymptomatic or present with chronic fatigue, 
abnormal serum transaminase levels, rheumatism and osteoporosis15,16 in the absence of cirrhosis and diabetes. 
To avoid iron toxicity, cells synthesize ferritin to store excess iron. Consequently, the plasma ferritin levels reflect 
the tissue iron stores. Standard treatment is based on phlebotomy therapy to first clear out and then avoid recon-
stitution of iron excess. The primary international guidelines advise that the serum ferritin levels should be lower 
than 50 µg/L as the gold standard for both initial treatment and maintenance therapy17–20.

In a previous study, we investigated the periodontal statuses of GH patients. Unexpectedly, we found that all 
of the patients had periodontitis. Furthermore, we observed a significant link between the periodontitis severity 
and increased TSAT; patients with a TSAT level greater than 45% had a five times greater risk of severe perio-
dontitis8. Iron overload may strongly impact bacterial behaviour21. Indeed, iron is an essential growth factor and 
can act as a virulence factor for P. gingivalis, which is considered one of the major keystone pathogens driving 
dysbiosis in periodontitis2,22. In addition, excess iron in the sera has been reported to decrease serum antibacterial 
activity in GH patients23. Furthermore, alteration of the gut microbiota has been reported in Hfe−/− mice, with 
the gut microbiota of the Hfe−/− mice significantly distinct from that of the wild-type mice. The authors suggested 
that genetic modification of iron metabolism could influence the composition of potentially probiotic bacterial 
species24.

Therefore, we hypothesized that the alteration of iron metabolism induced by the HFE C282Y gene mutation 
could modify and drive the subgingival microbiota towards dysbiosis, which could participate in the periodontitis 
severity. The aim of this study was to investigate a putative association between the subgingival microbiota and 
serum iron biomarkers in GH patients from our previous study.

Results
At the time of the dental examination, 21 patients had normal TSAT (≤45%) and 45 patients had high TSAT 
(>45%). Among the 45 patients with high TSAT, 19 had serum ferritin levels ≤50 µg/L and 26 had serum ferritin 
levels >50 µg/L. As shown in Table 1, 33.3% of the patients with normal TSAT presented severe periodontitis 
versus 68.9% of those with high TSAT (χ2, = .p 0 006). A significant increase in all clinical attachment loss (CAL) 
measures was observed in the patients with high TSAT. Although not significant, we observed a trend towards 
increased pocket probing depth (PPD) measures in patients with high TSAT. Moreover, no significant differences 
in demographic data were found between the patients with normal and high TSAT (Supplementary Table S1).

In the high TSAT patients, no difference in the periodontitis severity was observed according to the serum 
ferritin levels: 68.4% versus 69.2% presented severe periodontitis (χ2, = .p 0 954). Moreover, no significant differ-
ence was found in the PPD or CAL measures according to the serum ferritin levels (see Supplementary Table S2). 
Therefore, the rest of the study centred on the groups with normal and high TSAT levels.

Alpha and beta diversity analyses showed no clustering according to TSAT. We explored the 
community structures of the subgingival microbiotas between the TSAT groups using alpha and beta diversity 
metrics. The rarefaction curves shown in Fig. 1A reached approximately 60 genus level taxa with 15,000 sampled 
sequences with no differences between the TSAT groups. No difference was found in the species richness (Sobs) 
or Shannon-Weaver diversity index according to the TSAT level (Fig. 1B,C). The beta diversity analysis did not 
show any patient clustering according to the TSAT level using the Bray-Curtis (PERMANOVA, = .p 0 141) 
(Fig. 2A,B) and weighted UniFrac metrics (PERMANOVA, = .p 0 153) (Fig. 2C,D).

Differences in the relative abundances of specific taxa according to the TSAT level. We used 
the linear discriminant analysis with effect size (LEfSe) algorithm to investigate the impact of the TSAT level on 

Measures of periodontitis

Transferrin saturation

p-value
Normal (≤45%) 
(n = 21)

High (>45%) 
(n = 45)

Degree of periodontitis (severe) 7 (33.3) 31 (68.9) 0.006a

CAL measures

   Proportion of sites/mouth CAL ≥3 mm (%) 42.03 (3.66) 55.41 (2.39) <0.001b

   Proportion of sites/mouth CAL ≥5 mm (%) 8.36 (2.28) 13.01 (2.05) 0.016b

   Mean CAL (mm) 2.63 (0.13) 2.99 (0.11) 0.006b

PPD measures

   Proportion of sites/mouth PPD ≥4 mm (%) 10.19 (1.40) 14.90 (1.69) 0.184b

   Proportion of sites/mouth PPD ≥6 mm (%) 0.92 (0.32) 1.15 (0.30) 0.676b

   Mean PPD (mm) 2.22 (0.06) 2.40 (0.06) 0.152b

Table 1. Periodontitis measures of patients in accordance with their TSAT levels. CAL, clinical attachment 
loss; PPD, pocket probing depth. The degree of periodontitis is presented as numbers (percentages). The CAL 
and PPD measures are presented as percentages (standard errors (SE)) or means (SE). Bold p-values indicate 
significant aχ2 or bMann-Whitney tests.
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the subgingival bacterial composition. In patients with normal TSAT, Streptococcus constellatus, Campylobacter 
lari, Atopobium vaginae, Treponema zuelzarae and Porphyromonas somerae were found with significantly elevated 
proportions in the subgingival microbiota (Fig. 3). S. constellatus had the strongest linear discriminant analysis 
(LDA) score.

In patients with high TSAT, the Desulfobulbus genus and all taxonomic levels to which it belonged showed 
increased relative levels and the strongest LDA scores; the unclassified Desulfobulbus sp. were also increased. 
Family Peptostreptococcaceae [XI] and the species Prevotella marshii, Treponema medium, Neisseria bacilliformis, 
Streptococcus mutans and Treponema lecithinolyticum were also increased in patients with high TSAT. The average 
relative abundances of taxa with LDA scores <|3| were low (<0.24% of the microbiota).

Co-occurrence network analysis identified distinct bacterial patterns according to the TSAT 
level. Co-occurrence tests were performed to investigate interactions among the subgingival core microbiota 
at the genus level and their relationships with the TSAT and serum ferritin levels. Two co-occurrence network 
analyses between normal and high TSAT patients were constructed with genera that had prevalence rates of 50% 
and 70% in the samples. Similar co-occurrence patterns were found within the high and normal TSAT networks 
with prevalence rates between 50% and 70%. The co-occurrence patterns with a bacterial prevalence rate of 70% 
are presented in Fig. 4. Thirty-four genera were shared by both patterns. Three genera were found specifically in 
the pattern from patients with normal TSAT (Bhargavaea, Escherichia-Shigella and Pseudoalteromonas). In the 
samples from patients with normal TSAT, the major genera were Fusobacterium ( = .relative abundance 24 17%), 
Prevotella (12.20%), Sphingomonas (6.89%), Porphyromonas (6.26%) and Streptococcus (6.13%). In the samples 
from the high TSAT patients, Fusobacterium (25.40%), Prevotella (12.06%), Porphyromonas (7.32%), Treponema 
(6.85%), Tannerella (6.31%) and Streptococcus (6.15%) were predominant.

In the normal TSAT group (Fig. 4A), the network showed two distinct bacterial clusters. In each cluster, gen-
era were positively and strongly associated with each other (green edges). A clear mutual exclusion was observed 
between the two clusters (red edges). Classic and putative periopathogens, including Porphyromonas, Treponema, 
Tannerella and Filifactor, were located in cluster 1, whereas frequently health-associated genera, such as Rothia 
and Corynebacterium, were located in cluster 2. Moreover, Porphyromonas and Treponema presented a positive 

Figure 1. Alpha diversity analysis of subgingival microbiota samples. (A) Rarefaction curves. The data are 
presented as the mean ± standard deviation. (B) Richness index Sobs. The data are presented as the 
mean ± standard error. (C) Shannon-Weaver evenness index. The data are presented as the mean ± standard 
error. The results are presented according to the study groups: normal transferrin saturation (TSAT) (≤45%; 
=n 21) and high TSAT (>45%; =n 45). Alpha diversity metrics were calculated after subsampling to obtain 

equal numbers of sequences per library. Mann-Whitney and Student’s t test returned no significant differences 
in alpha diversity measures between the normal and high TSAT samples ( > .p 0 05).
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correlation with TSAT as a continuous variable with three significant similarity measures. The serum ferritin 
levels were positively linked with Corynebacterium.

The high TSAT network (Fig. 4B) had less numerous co-occurrences and very few mutual exclusions (64 edges 
versus 144 in the normal TSAT group). Genera still gathered in clusters, but no opposition was found. Cluster 
1 contained genera usually described in periodontitis, including Porphyromonas, Treponema, Tannerella and 
Filifactor. The TSAT level was positively associated with Catonella and Mogibacterium but with a lower strength, 
since only the Bray-Curtis dissimilarity returned significant co-occurrences. Similarity measures returned no 
association between the serum ferritin levels and the subgingival core microbiota, which explained why ferritin 
did not appear in the high TSAT network.

Correlation matrices identified different relationships between the subgingival microbiota 
and clinical parameters. Associations between bacteria and bioclinical data for both GH and periodon-
titis were evaluated using Spearman’s correlation matrices. Plots were computed with genera identified in the 
co-occurrence patterns, TSAT and serum ferritin, and extent/severity measures of periodontitis (Figs 5 and 6).

In patients with normal TSAT, the inter-bacterial correlations showed two clusters (green squares in Fig. 5A). 
As shown in the co-occurrence bacterial network (Fig. 4A), we observed positive correlations within each cluster 
and negative correlations between the two clusters.

For the serum iron biomarkers, correlations at the genus level were confirmed between Porphyromonas 
(6.26%) and Treponema (3.86%) with the TSAT level ( = .r 0 52 and = .r 0 54, respectively; < .p 0 05). At the spe-
cies level, Porphyromonas endodontalis (2.53%), Treponema sp. (1.87%) and T. forsythia (3.20%) were correlated 
with the TSAT level ( = .r 0 48, = .r 0 50 and = .r 0 44, respectively; < .p 0 05), as shown in Fig. 5B–D. No signif-
icant association was found between the serum ferritin levels and bacteria. For the periodontitis measures, at the 
genus level Aggregatibacter (0.58%), Campylobacter (3.17%), Capnocytophaga (2.39%) and Cardiobacterium 
(0.51%) presented significant negative correlations with the PPD measures. Capnocytophaga and Cardiobacterium 
also presented significant negative correlations with the CAL measures (Fig. 5A).

In patients with high TSAT, very few negative correlations were found between the bacterial clusters (green 
squares in Fig. 6A), as observed in the co-occurrence bacterial network (Fig. 4B).

Figure 2. Beta diversity analysis illustrating the community structure of the subgingival microbiota. (A,B) 
Different views of the 3D PCoA plots calculated with Bray-Curtis metrics. (C,D) Different views of the 3D 
PCoA plots calculated with weighted UniFrac metrics. Green, TSAT ≤ 45%; red, TSAT > 45%.
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With respect to serum iron biomarkers, at the genus level, the TSAT level was positively associated with 
Kingella (0.52%) and negatively associated with Tannerella (6.31%) and Treponema (6.85%) ( = .r 0 46, = − .r 0 51 
and = − .r 0 32, respectively; < .p 0 01) (Fig. 6A). At the species level, Campylobacter sp. (0.93%), Prevotella sp. 
(2.48%) and T. forsythia (5.52%) were significantly associated with the TSAT level ( = .r 0 33, = .r 0 31 and 
= − .r 0 46, respectively; < .p 0 05). The serum ferritin levels were significantly correlated with Aggregatibacter 

(0.94%), Campylobacter (4.56%), Capnocytophaga (1.35%), Kingella (0.52%), Leptotrichia (1.49%) and 
Streptococcus (6.15%) ( = .r 0 31, = .r 0 39, = .r 0 41, = .r 0 31, = .r 0 34 and = .r 0 41, respectively; < .p 0 05) 
(Fig. 6A). At the species level, Campylobacter sp. (0.93%), Leptotrichia sp. (0.61%), Prevotella denticola (0.99%), 
Prevotella intermedia (0.97%), Prevotella melaninogenica (0.55%), Streptococcus anginosus (0.68%) and 
Streptococcus gordonii (0.91%) were associated with ferritin ( = .r 0 31 to = .r 0 37, < .p 0 05). Periodontitis meas-
ures were positively associated at the genus level with Eubacterium (1.58%) and Desulfobulbus (1.56%) and nega-
tively associated with Campylobacter (4.56%), Capnocytophaga (1.35%), Gemella (0.62%), Kingella (0.52%) and 
Neisseria (2.04%) (Fig. 6A). These genera were low-abundant taxa except for Campylobacter. The highly abundant 
(7.32%) and prevalent (detected in 97.8% of patients with high TSAT) Porphyromonas genus was significantly 
correlated with all periodontitis measures. The two highest coefficients were obtained for the proportion of sites 
with CAL ≥ 5 mm ( = .r 0 51, < .p 0 001) and the proportion of sites with PPD ≥ 4 mm ( = .r 0 44, = .p 0 002). 
Significant correlations were also found between the proportion of sites with PPD ≥ 4 mm and Treponema and 
Tannerella ( = .r 0 33 and = .r 0 36, respectively; < .p 0 05). At the species level, P. gingivalis (3.08%), P. endodon-
talis 3.30%) and Treponema sp. (3.61%) were significantly correlated with the mean PPD ( = .r 0 43, = .r 0 35 and 
= .r 0 40, respectively; < .p 0 05) (Fig. 6B–D) and the proportion of sites with PPD ≥ 4 mm ( = .r 0 50, = .r 0 31 

and = .r 0 41, respectively; < .p 0 05) (Fig. 6E–G).

Discussion
Periodontitis is associated with an inflammatory process related to modifications of the subgingival biofilm4. In 
normal subjects, inflammation leads to iron sequestration within macrophages, which deprives bacteria of iron25. 
In GH patients with abnormally high TSAT, iron bioavailability is increased in biological fluids, including those 
of the oral cavity, resulting in an increased risk of severe periodontitis8. Additionally, evidence of the presence 
of iron deposits in oral tissues of haemochromatosis patients can be found in the literature26–30. Currently, most 
patients with haemochromatosis are pauci-symptomatic, and the skin and mucosal pigmentation related to iron 
deposits has become exceptional. However, the presence of asymptomatic iron deposits in oral tissues cannot be 
excluded.

In the present study, 66 GH patients were sampled to analyse their subgingival microbiotas. As expected, an 
increased risk of severe periodontitis was observed in patients with a TSAT level >45% together with a significant 
increase in CAL measures and higher but not significant PPD measures (Table 1). In contrast, no differences in 
the periodontal status were observed in relation to the serum ferritin level, which could be explained by the phys-
iological role of both markers. Indeed, TSAT provides an insight into iron bioavailability in the plasma, whereas 

Figure 3. Analysis of taxa relative abundances according to the TSAT level. Taxa showing significant 
differences in the LEfSe analysis. The percentages are the average relative abundances of the corresponding taxa 
in the related TSAT group.
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serum ferritin quantifies the total body iron stores. Notably, increased TSAT is associated with the occurrence of 
NTBI, which is considered a main factor of both iron accumulation and iron-related organ damage in GH11–13. 
Therefore, TSAT was considered the only relevant iron-related biomarker in the present study.

First, the alpha and beta diversity analyses did not show any significant differences between patients with nor-
mal and high TSAT regardless of the metric used. This result could be explained by the fact that the samples had 
similar origins; the sampling site and host disease status were the same for all samples (subgingival and periodon-
titis/GH, respectively). As noted in a previous meta-analysis, beta diversity allows clustering of samples from dif-
ferent sampling sites and to a lesser extent from opposite conditions (i.e., healthy versus periodontitis)31. Despite 
sharing a high degree of similarity at the community level, significant differences were detected when relative 
abundance comparisons were conducted between the normal and high TSAT groups using the LEfSe algorithm. 
S. constellatus, which was more abundant in patients with normal TSAT, has been isolated from a wide range of 
sites and infections and is considered a commensal component of the oral microbiota32, although it is part of the 
orange complex according to the Socransky classification1. In patients with high TSAT, the increased taxa with 
major LDA scores were Desulfobulbus and Desulfobulbus sp. Although not known as a periopathogen, this genus 

Figure 4. Bacterial co-occurrence patterns with serum iron biomarkers according to the TSAT level. (A) Co-
occurrence patterns of genera present in at least 70% of patients with normal TSAT ( =n 21); a total of 37 
bacterial nodes, TSAT, ferritin and 144 edges are represented. (B) Co-occurrence patterns of genera present in 
at least 70% of patients with high TSAT ( =n 45); a total of 34 bacterial nodes, TSAT and 64 edges are 
represented. The edges represent 1 (thin line) or 2 or 3 (thick line) significant co-occurrence tests between nodes 
(green, positive; red, negative). The bacterial node colours represent the number of partners ranging from 1 
(light green) to 11 (red); the serum iron biomarkers are shown in blue. The bacterial node sizes represent the 
mean relative abundance of each taxon.
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deserves more attention; for instance, Camelo-Castillo et al. showed an association between Desulfobulbus and 
the periodontitis severity33,34. The increased taxa also included T. lecithinolyticum, which was associated with 
periodontitis35,36 and was detected in endodontic lesions37. Because the periodontal status is led by TSAT8, the 
results from the LEfSe analysis can also reflect the periodontal disease severity. Consequently, we investigated the 
structures of the microbial communities and their relationships with serum iron biomarkers according to the host 
iron bioavailability status.

Co-occurrence network comparisons between patients with normal and high TSAT were initially real-
ized at bacterial prevalence rates of 50% (corresponding to the minimal fraction required to compute the core 
microbiome in the QIIME pipeline) and 70%. In both the normal and high TSAT patients, very similar patterns 
were found regardless of the prevalence cut-offs used. The number of genera was reduced in the 70% bacterial 
prevalence patterns, but this discrepancy concerned only low abundance genera, and the 70% cut-off was cho-
sen for network representation. Most of the represented genera, including the main potential periopathogens, 
were present in the patterns of both the normal and high TSAT patients. This observation remained consist-
ent with the findings of the core microbiota analyses, since all samples originated from patients with similar 
conditions and from similar sampling sites (i.e., subgingival samples from periodontitis patients). However, the 
inter-relationships between the different bacterial clusters and the serum iron biomarkers differed according to 

Figure 5. Correlations between microbiota and clinical parameters in patients with normal TSAT (≤45%).  
(A) Correlation matrix among genera found in the co-occurrence network of patients with normal TSAT, 
serum iron biomarkers and periodontitis measures computed with Spearman’s test. Genera from the co-
occurrence network that had an average relative abundance ≥0.5% were used to generate the correlation matrix. 
Green squares indicate clusters identified in the co-occurrence network. Black squares indicate significant 
Spearman’s correlations between genera and clinical parameters ( < .p 0 05). The average relative abundances of 
genera are presented in the bar chart on the left side of the matrix. Spearman’s coefficient values are depicted 
using the colour gradient scale. (B–D) Scatterplots of significant correlations between species level taxa and 
TSAT. Blue lines plot the linear regression slopes.
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the TSAT level (Fig. 4). Therefore, the co-occurrence network analysis indicated a shift in bacterial dynamics 
when the TSAT exceeded 45%, suggesting a change in host-microbiota dynamics when the iron bioavailability 
was increased.

In patients with normal TSAT, two bacterial clusters were found to compete. Cluster 1 included Porphyromonas 
and Treponema, which are well known to contain periopathogenic species1, whereas cluster 2 included genera 
implicated in periodontal health, such as Rothia and Corynebacterium38,39. Moreover, all association measures 

Figure 6. Correlations between microbiota and clinical parameters in patients with high TSAT (>45%). (A) 
Correlation matrix among genera found in the co-occurrence network of patients with high TSAT, serum iron 
biomarkers and periodontitis measures computed with Spearman’s test. Genera from the co-occurrence 
network that had an average relative abundance ≥0.5% were used to generate the correlation matrix. Green 
squares indicate clusters identified in the co-occurrence network. Black squares indicate significant Spearman’s 
correlations between genera and clinical parameters ( < .p 0 05). The average relative abundances of genera are 
presented in the bar chart on the left side of the matrix. Spearman’s coefficient values are depicted using the 
colour gradient scale. (B–G) Scatterplots of significant correlations between species level taxa and periodontitis 
measures. Blue lines plot the linear regression slopes.
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revealed significant although moderate positive relationships between the relative proportions of Porphyromonas 
and Treponema and the TSAT level in both the co-occurrence network and the correlation matrix (Figs 4A and 
5A). In addition, the relative abundances of P. endodontalis and T. forsythia, which are two species also described 
as periopathogenic40, as well as Treponema sp. were the only species associated with the TSAT level.

In patients with high TSAT, the co-occurrence pattern was characterized by a lack of mutual exclusion 
between clusters and presented less numerous relationships than that of the normal TSAT patients. Neither the 
TSAT nor the serum ferritin level showed correlations with any genera, since only the Bray-Curtis dissimilarity 
returned significant results. This finding may raise questions concerning the significance of the correlations found 
in the matrix between the serum iron biomarkers and several genera. The correlation matrix showed that the 
clusters seemed to have an opposite impact on periodontal disease. Genera that contained major and putative 
periopathogens species, such as Porphyromonas, Tannerella, Treponema, Prevotella, Eubacterium, Desulfobulbus 
and Filifactor1,33,41, constituted cluster 1 and were positively associated with periodontitis measurements. This 
result is in accordance with previous studies on the subgingival microbiota in periodontitis patients31,42,43 and 
suggests the presence of a disease-associated dysbiotic microbiota in patients with high TSAT. Conversely, taxa 
from cluster 2 were negatively associated with the periodontitis measures.

Transferrin is a major player in iron homeostasis44. Below 45% saturation, transferrin allows adequate iron 
delivery to cells. However, bacteria can also access this primary source of bioavailable iron in the host. Indeed, 
Goulet et al. detected the presence of transferrin fragments in subgingival samples from patients with periodon-
titis, suggesting bacterial or host-related degradation45. In addition, an increase in the transferrin concentration 
in the gingival crevicular fluid was observed in patients with periodontitis46. The significant correlations between 
Porphyromonas, Treponema, and TSAT in patients with TSAT ≤ 45% support previous studies showing the abil-
ity of Porphyromonas and Treponema species to acquire iron from transferrin45,47–52. Moreover, iron provided by 
Porphyromonas through transferrin degradation by gingipains49 could supply the biofilm and other periopatho-
gens with iron. Similar nutritional cooperation has been observed between Treponema species and P. gingivalis53. 
These associations between Porphyromonas, Treponema and TSAT could explain the occurrence of periodontitis 
in all of these patients.

Increased TSAT > 45% can lead to the formation of abnormal forms of iron in the plasma, such as NTBI, 
which is considered the key factor of iron toxicity and organ damage in GH11. NTBI is a highly bioavailable 
form of iron, and its uptake by bacteria can benefit the entire microbial community, as suggested by a bacte-
rial co-occurrence network with no mutual exclusion. These data could explain the severity of the periodontitis 
observed in these patients.

As a whole, this study supports the association between the iron burden, especially elevated transferrin satu-
ration, and the periodontitis severity8. Elevation of circulating transferrin-bound iron could facilitate dysbiosis 
through favouring keystone pathogens, such as Porphyromonas and Treponema54. Once TSAT is high and NTBI 
occurs, iron acquisition is no longer a challenge. The whole dysbiotic microbiota of these patients is in favour 
of severe periodontitis, and correlations between periodontal measures and classical periopathogens have been 
found.

The limitations of this study include its relatively small sample size, although clinical GH related to C282Y 
homozygosity remains a rare disease55. In addition, this study is a case series with no control group available to 
compare the microbiota of non-GH iron-overloaded patients with normal and high TSAT. Whether the TSAT 
increase itself or the presence of NTBI in the gingival crevicular fluid plays a role in the occurrence of dysbiosis 
should be explored. In the gingival sulcus or pocket formed by periodontitis, bacteria are constantly bathed in 
the gingival crevicular fluid formed by the serum exudate or blood during inflammatory periods. Therefore, iron 
overload related to GH and variations in TSAT are probably locally reflected in the ecological niche inhabited by 
the subgingival microbiota.

Moreover, NTBI and labile plasma iron – its highly reactive component – contribute to the production of 
reactive oxygen species through the Fenton reaction12,56. This reaction may take place in the liver, pancreas, bones 
and heart and participates in the lesions observed in GH57. As indicated earlier, mucosal pigmentation in the oral 
cavity similar to that observed on the skin has also been reported in GH patients, suggesting a local impact of the 
disease26. Cellular NTBI-related toxicity in oral tissues cannot be excluded and may participate in an inflamma-
tory state beneficial to periopathogens3 and to a dysbiotic community. Regardless of whether it acts directly by 
providing iron to bacteria, indirectly via its pro-inflammatory effect or through both mechanisms, future studies 
should include measurement of NTBI in the serum and gingival crevicular fluid.

In addition, we cannot rule out the impact of a lower iron content in macrophages from GH patients due 
to hepcidin deficiency. Ferroportin (the cellular iron exporter protein regulated by hepcidin) is overexpressed 
on macrophage membranes and thus favours an iron-poor phenotype58. This macrophage phenotype may alter 
its innate immunity function and contribute to microbiota dysbiosis. However, the concomitant inflammatory 
process localized in periodontal tissues could modify this picture. Finally, hepcidin is reported to have direct 
though small antibacterial activity59, and we cannot exclude that a low hepcidin level may directly modulate the 
oral microbiota.

In this study, we explored associations between the subgingival microbiota, periodontal status and serum 
iron biomarkers in GH patients with periodontitis. We showed changes in the periodontal status and microbial 
dynamics according to iron bioavailability as reflected by TSAT. Our data demonstrate that increased TSAT is 
associated with oral dysbiosis characterized by elevated proportions of periopathogens, which may participate in 
periodontitis severity. This result and the finding of significant correlations between periopathogenic bacteria and 
the TSAT level in patients with normal TSAT may suggest a shift in the bacterial iron supply from transferrin to 
NTBI when NTBI occurs. Taken together, these results indicate that iron bioavailability more than the total body 
iron stores is part of the equilibrium between the host and its microbiota.
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Methods
Participants. The participants corresponded to a sub-cohort of the 84 GH patients previously studied by 
Meuric et al.8. The demographic data (age, gender ratio, body mass index, smoking habits and frequency of dental 
visits) of this sub-cohort can be found in Supplementary Table S1. This case series study was approved by the local 
ethics committee (CPP Ouest V - 10/02-744). The informed consent for study participation has been obtained 
from all patients and all research was performed in accordance with relevant guidelines and regulations. These 
subjects were recruited in the Hepatology Department of the University Hospital of Rennes based on C282Y 
homozygosity and benefited from a full-mouth periodontal examination, including PPD, CAL, gingival bleeding 
index, gingival index, plaque score and evaluation of periodontitis severity according to the case definitions from 
the Centers for Disease Control and Prevention and the American Association of Periodontology60. The exclusion 
criteria were pregnancy, presence of another systemic disease, periodontal therapy within the last 12 months and 
treatment with either systemic antibiotics or drugs known to cause gingival hyperplasia within the last 3 months. 
Two biomarkers of iron metabolism (the serum ferritin and TSAT levels) were collected at the time of the dental 
examination together with the clinical data. The 66 patients for whom frozen gingival fluid was available were the 
sample participants of the present study.

Sample Collection. For each subject, sterile endodontic paper points (Henry Schein, France) were inserted 
into the deepest periodontal pocket for 30 seconds after supra-gingival plaque removal. The material was trans-
ferred to a sterile tube with 100 µL of sterile distilled water and kept at 4 °C overnight before DNA extraction.

DNA extraction and sequencing. DNA extraction from the supernatants was performed using the 
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, France) according to the manufacturer’s recommendations. The DNA was kept 
frozen at −80 °C prior to amplification. The V3–V4 regions of the 16S rRNA gene were amplified with the prim-
ers 338F (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′)61 and 802R (5′-TACNVGGGTATCTAATCC-3′)62 using 25 
amplification cycles with an annealing temperature of 45 °C. The PCR products were sequenced with the Illumina 
MiSeq at the Get-PlaGe facility (Toulouse, France)31.

Microbiological analysis. Taxonomy at the genus level was assigned using the “Visualization and Analysis 
of Microbial Population Structures” (VAMPS) analysis pipeline web tool63. Default parameters were used for 
assignment at the genus level with the “Ribosomal Database Project” (RDP release 11) classification64. Through 
the VAMPS process, the best taxonomic hit was assigned for each read. Reads identified as Archaea, Eukarya, 
Organelle and unknown were excluded from the analysis. Alpha rarefaction and diversity were evaluated using 
the Observed Species metric (Sobs) and the Shannon-Weaver index65. Beta diversity was calculated using 
Bray-Curtis66 and UniFrac distances67. Genera were removed if their relative abundances did not reach 1% in at 
least one sample or if their mean relative abundances did not reach 0.5% in at least one group (normal or high 
TSAT) to avoid significant statistical changes with no biological relevance. Genera that had significant differ-
ences in presence/relative abundance between healthy and periodontitis subjects in previous studies33,68–70 were 
marked as genera of interest for a species-level taxonomic assignment. This assignment was made using the 
“Quantitative Insights Into Microbial Ecology” (QIIME version 1.9.1) package software71 with a curated database 
constructed with the “Human Oral Microbiome Database” (HOMD version 14.51)72 and full-length 16S rRNA 
gene sequences of all species belonging to the genera of interest present in the RDP.

Statistics. The data were analysed using R (version 3.3.3)73 with the RStudio software74. Statistical tests were 
chosen following Shapiro-Wilk normality test results for the data distribution and were considered significant for 
< .p 0 05. Demographic data, periodontal cases and the extent and severity measures of periodontitis were com-

pared using the χ2 and Mann-Whitney tests. The observed richness was analysed using the Mann-Whitney test, 
and the Shannon-Weaver index was analysed using Student’s t test. The 3D principal coordinates analysis (PCoA) 
plots were generated using Emperor (version 0.9.51)75. The PERMANOVA test was performed to compare beta 
diversity metrics. LDA was computed using the LEfSe algorithm in Galaxy (http://huttenhower.sph.harvard.edu/
galaxy/) with the default parameters76. Assessments of significant patterns of microbial co-occurrence or mutual 
exclusion at the genus level of the core microbiota (prevalence ≥ 50%) were performed using Cytoscape (version 
3.2.1)77 with the CoNet plugin78. Only genera found in at least 70% of the normal TSAT or in 70% of the high 
TSAT samples were represented. Four similarity measures were calculated: the Bray Curtis and Kullback-Leibler 
non-parametric dissimilarity indices and the Pearson and Spearman rank correlations. The threshold for the 
similarity measures was set at 0.5, and only edges with merged p-values < 0.05 (Benjamini-Hochberg correction) 
were kept. Genera from the co-occurrence networks that had an average relative abundance ≥0.5% were used to 
generate correlation matrices (calculated using Spearman’s test and plotted using the ‘corrplot’ package for R79) 
between the genera relative abundance and bioclinical parameters with both excess iron and periodontitis treated 
as continuous variables. Additional correlations between species level taxa and clinical data were also computed 
with Spearman’s test.

Ethics approval and consent to participate. A case-series study was conducted after approval by the 
local ethics committee (CPP Ouest V - 10/02-744). All participants were recruited either during phlebotomy 
therapy or at diagnosis in the unit of Hepatology, University Hospital, Rennes, between June 2011 and June 2012. 
The patients gave informed written consent for the dental examination and subgingival sampling. They were 
instructed on the prevention and treatment of periodontitis as well as on oral hygiene procedures. All research 
methods were performed in accordance with the relevant guidelines and regulations.
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Availability of Data and Materials
The sequence data were submitted to the NCBI Sequence Read Archive (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/
study/) under BioProject accession number PRJNA416501. Due to the low sequence counts, the Hemoparo37 
and Hemoparo43 samples were withdrawn from the study. The metadata and datasets (OTU tables) supporting 
the conclusions of this article are included within the article as additional files (see Supplementary Tables S3 and 
S4, respectively).

References
 1. Socransky, S. S., Haffajee, A. D., Cugini, M. A., Smith, C. & Kent, R. L. Microbial complexes in subgingival plaque. Journal of Clinical 

Periodontology 25, 134–144 (1998).
 2. Hajishengallis, G., Darveau, R. P. & Curtis, M. A. The keystone-pathogen hypothesis. Nature Reviews. Microbiology 10, 717–725, 

https://doi.org/10.1038/nrmicro2873 (2012).
 3. Hajishengallis, G. Periodontitis: from microbial immune subversion to systemic inflammation. Nature Reviews. Immunology 15, 

30–44, https://doi.org/10.1038/nri3785 (2015).
 4. Kilian, M. et al. The oral microbiome - an update for oral healthcare professionals. British Dental Journal 221, 657–666, https://doi.

org/10.1038/sj.bdj.2016.865 (2016).
 5.  Linden, G. J., Herzberg, M. C. & working group 4 of the joint EFP/AAP workshop. Periodontitis and systemic diseases: a record of 

discussions of working group 4 of the Joint EFP/AAP Workshop on Periodontitis and Systemic Diseases. Journal of Periodontology 
84, S20–23, https://doi.org/10.1902/jop.2013.1340020 (2013).

 6. Monsarrat, P. et al. Clinical research activity in periodontal medicine: a systematic mapping of trial registers. Journal of Clinical 
Periodontology 43, 390–400, https://doi.org/10.1111/jcpe.12534 (2016).

 7. Williams, R. C. & Offenbacher, S. Periodontal medicine: the emergence of a new branch of periodontology. Periodontology 2000 23, 
9–12 (2000).

 8.  Meuric, V. et al. Periodontal status and serum biomarker levels in HFE hemochromatosis patients. A case series study. Journal of 
Clinical Periodontology, https://doi.org/10.1111/jcpe.12760 (2017).

 9. Merryweather-Clarke, A. T., Pointon, J. J., Shearman, J. D. & Robson, K. J. Global prevalence of putative haemochromatosis 
mutations. Journal of Medical Genetics 34, 275–278 (1997).

 10. Powell, L. W., Seckington, R. C. & Deugnier, Y. Haemochromatosis. Lancet (London, England) 388, 706–716, https://doi.org/10.1016/
S0140-6736(15)01315-X (2016).

 11. Brissot, P., Ropert, M., Le Lan, C. & Loréal, O. Non-transferrin bound iron: a key role in iron overload and iron toxicity. Biochimica 
Et Biophysica Acta 1820, 403–410, https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2011.07.014 (2012).

 12. Crichton, R. Iron Deficiency, Iron Overload and Therapy. In Iron Metabolism, 376–417, 4 edn, https://doi.org/10.1002/9781118925645.
ch11 (John Wiley & Sons, Ltd, Chichester, UK, 2016).

 13. Loréal, O. et al. Determination of non-transferrin-bound iron in genetic hemochromatosis using a new HPLC-based method. 
Journal of Hepatology 32, 727–733 (2000).

 14. O’Neil, J. & Powell, L. Clinical aspects of hemochromatosis. Seminars in Liver Disease 25, 381–391, https://doi.org/10.1055/s-2005-923310 
(2005).

 15. Guggenbuhl, P. et al. Bone mineral density in men with genetic hemochromatosis and HFE gene mutation. Osteoporosis 
international: a journal established as result of cooperation between the European Foundation for Osteoporosis and the National 
Osteoporosis Foundation of the USA 16, 1809–1814, https://doi.org/10.1007/s00198-005-1934-0 (2005).

 16. Guggenbuhl, P., Brissot, P. & Loréal, O. Miscellaneous non-inflammatory musculoskeletal conditions. Haemochromatosis: the bone 
and the joint. Best Practice & Research. Clinical Rheumatology 25, 649–664, https://doi.org/10.1016/j.berh.2011.10.014 (2011).

 17. Bacon, B. R. et al. Diagnosis and management of hemochromatosis: 2011 practice guideline by the American Association for the 
Study of Liver Diseases. Hepatology (Baltimore, Md.) 54, 328–343, https://doi.org/10.1002/hep.24330 (2011).

 18. Bismuth, M. & Peynaud-Debayle, E. Haute Autorité de Santé (HAS) - Prise en charge de l’hémochromatose liée au gène HFE 
(hémochromatose de type 1), https://www.has-sante.fr/portail/jcms/c_432802/fr/prise-en-charge-de-l-hemochromatose-liee-au-
gene-hfe-hemochromatose-de-type-1 (2005).

 19. European Association For The Study Of The Liver. EASL clinical practice guidelines for HFE hemochromatosis. Journal of 
Hepatology 53, 3–22, https://doi.org/10.1016/j.jhep.2010.03.001 (2010).

 20. Swinkels, D. W. & Jorna, A. T. M. & Raymakers, R. a. P. Synopsis of the Dutch multidisciplinary guideline for the diagnosis and 
treatment of hereditary haemochromatosis. The Netherlands Journal of Medicine 65, 452–455 (2007).

 21. Schaible, U. E. & Kaufmann, S. H. E. Iron and microbial infection. Nature Reviews Microbiology 2, 946–953, http://www.nature.com.
gate1.inist.fr/nrmicro/journal/v2/n12/full/nrmicro1046.html, https://doi.org/10.1038/nrmicro1046 (2004).

 22. Byrne, D. P., Potempa, J., Olczak, T. & Smalley, J. W. Evidence of mutualism between two periodontal pathogens: co-operative haem 
acquisition by the HmuY haemophore of Porphyromonas gingivalis and the cysteine protease interpain A (InpA) of Prevotella 
intermedia. Molecular Oral Microbiology 28, 219–229, https://doi.org/10.1111/omi.12018 (2013).

 23. Jolivet-Gougeon, A. et al. Serum transferrin saturation increase is associated with decrease of antibacterial activity of serum in 
patients with HFE-related genetic hemochromatosis. The American Journal of Gastroenterology 103, 2502–2508, https://doi.
org/10.1111/j.1572-0241.2008.02036.x (2008).

 24. Buhnik-Rosenblau, K., Moshe-Belizowski, S., Danin-Poleg, Y. & Meyron-Holtz, E. G. Genetic modification of iron metabolism in 
mice affects the gut microbiota. Biometals: An International Journal on the Role of Metal Ions in Biology, Biochemistry, and Medicine 
25, 883–892, https://doi.org/10.1007/s10534-012-9555-5 (2012).

 25. Ratledge, C. & Dover, L. G. Iron metabolism in pathogenic bacteria. Annual Review of Microbiology 54, 881–941, https://doi.
org/10.1146/annurev.micro.54.1.881 (2000).

 26. Frantzis, T. G., Sheridan, P. J., Reeve, C. M. & Young, L. L. Oral manifestations of hemochromatosis. Report of a case. Oral Surgery, 
Oral Medicine, and Oral Pathology 33, 186–190 (1972).

 27. McCarthy, P. L. & Shklar, G. Diseases of the oral mucosa: diagnosis, management, therapy. (McGraw-Hill, New York, 1964).
 28. Finch, S. C. & Finch, C. A. Idiopathic hemochromatosis, an iron storage disease: A. Iron metabolism in hemochromatosis. Medicine 

34, 381–430 (1955).
 29. Conn, H. J., Darrow, M. & Emmel, V. Staining procedures used by the biological stain commission. 2 edn., (Williams & Wilkins 

Company, Baltimore, 1960).
 30. Gorlin, R. & Goldman, H. Thoma’s Oral Pathology. 6 edn., 2 (The C.V. Mosby Company, St. Louis, 1970).
 31.  Meuric, V. et al. Signature of Microbial Dysbiosis in Periodontitis. Applied and Environmental Microbiology 83, https://doi.

org/10.1128/AEM.00462-17 (2017).
 32. Whiley, R. A., Beighton, D., Winstanley, T. G., Fraser, H. Y. & Hardie, J. M. Streptococcus intermedius, Streptococcus constellatus, 

and Streptococcus anginosus (the Streptococcus milleri group): association with different body sites and clinical infections. Journal 
of Clinical Microbiology 30, 243–244 (1992).

 33. Camelo-Castillo, A. et al. Relationship between periodontitis-associated subgingival microbiota and clinical inflammation by 16s 
pyrosequencing. Journal of Clinical Periodontology 42, 1074–1082, https://doi.org/10.1111/jcpe.12470 (2015).



www.nature.com/scientificreports/

1 2SCIENTIFIC REPORTS |  (2018) 8:15532  | DOI:10.1038/s41598-018-33813-0

 34.  Camelo-Castillo, A. J. et al. Subgingival microbiota in health compared to periodontitis and the influence of smoking. Frontiers in 
Microbiology 6, https://doi.org/10.3389/fmicb.2015.00119 (2015).

 35. Moter, A. et al. Molecular epidemiology of oral treponemes in patients with periodontitis and in periodontitis-resistant subjects. 
Journal of Clinical Microbiology 44, 3078–3085, https://doi.org/10.1128/JCM.00322-06 (2006).

 36. Wyss, C. et al. Treponema lecithinolyticum sp. nov., a small saccharolytic spirochaete with phospholipase A and C activities associated with 
periodontal diseases. International Journal of Systematic Bacteriology 49(Pt 4), 1329–1339, https://doi.org/10.1099/00207713-49-4-1329 
(1999).

 37. Siqueira, J. F. & Rôças, I. N. PCR-based identification of Treponema maltophilum, T amylovorum, T medium, and T lecithinolyticum 
in primary root canal infections. Archives of Oral Biology 48, 495–502 (2003).

 38. Ling, Z. et al. Pyrosequencing analysis of the human microbiota of healthy Chinese undergraduates. BMC genomics 14, 390, https://
doi.org/10.1186/1471-2164-14-390 (2013).

 39. Moutsopoulos, N. M. et al. Subgingival microbial communities in Leukocyte Adhesion Deficiency and their relationship with local 
immunopathology. PLoS pathogens 11, e1004698, https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1004698 (2015).

 40. Lourenço, T. G. B. et al. Microbial signature profiles of periodontally healthy and diseased patients. Journal of Clinical Periodontology 
41, 1027–1036, https://doi.org/10.1111/jcpe.12302 (2014).

 41. Pérez-Chaparro, P. J. et al. Newly identified pathogens associated with periodontitis: a systematic review. Journal of Dental Research 
93, 846–858, https://doi.org/10.1177/0022034514542468 (2014).

 42. Bizzarro, S. et al. Microbial profiles at baseline and not the use of antibiotics determine the clinical outcome of the treatment of 
chronic periodontitis. Scientific Reports 6, 20205, https://doi.org/10.1038/srep20205 (2016).

 43. Byrne, S. J. et al. Progression of chronic periodontitis can be predicted by the levels of Porphyromonas gingivalis and Treponema 
denticola in subgingival plaque. Oral Microbiology and Immunology 24, 469–477, https://doi.org/10.1111/j.1399-302X.2009.00544.x 
(2009).

 44. Brissot, P. et al. Haemochromatosis. Nature Reviews. Disease Primers 4, 18016, https://doi.org/10.1038/nrdp.2018.16 (2018).
 45. Goulet, V., Britigan, B., Nakayama, K. & Grenier, D. Cleavage of human transferrin by Porphyromonas gingivalis gingipains 

promotes growth and formation of hydroxyl radicals. Infection and Immunity 72, 4351–4356, https://doi.org/10.1128/IAI.72.8.4351-
4356.2004 (2004).

 46. Adonogianaki, E., Mooney, J. & Kinane, D. F. The ability of gingival crevicular fluid acute phase proteins to distinguish healthy, 
gingivitis and periodontitis sites. Journal of Clinical Periodontology 19, 98–102 (1992).

 47. Bramanti, T. E. & Holt, S. C. Roles of porphyrins and host iron transport proteins in regulation of growth of Porphyromonas 
gingivalis W50. Journal of Bacteriology 173, 7330–7339 (1991).

 48. Brochu, V., Grenier, D., Nakayama, K. & Mayrand, D. Acquisition of iron from human transferrin by Porphyromonas gingivalis: a 
role for Arg- and Lys-gingipain activities. Oral Microbiology and Immunology 16, 79–87 (2001).

 49. Grenier, D., Goulet, V. & Mayrand, D. The capacity of Porphyromonas gingivalis to multiply under iron-limiting conditions 
correlates with its pathogenicity in an animal model. Journal of Dental Research 80, 1678–1682, https://doi.org/10.1177/002203450
10800071501 (2001).

 50. Inoshita, E., Iwakura, K., Amano, A., Tamagawa, H. & Shizukuishi, S. Effect of transferrin on the growth of Porphyromonas 
gingivalis. Journal of Dental Research 70, 1258–1261, https://doi.org/10.1177/00220345910700090501 (1991).

 51. Alderete, J. F., Peterson, K. M. & Baseman, J. B. Affinities of Treponema pallidum for human lactoferrin and transferrin. 
Genitourinary Medicine 64, 359–363 (1988).

 52. Wong, G. H., Steiner, B. & Graves, S. Effect of four serum components on survival of Treponema pallidum and its attachment to 
rabbit cells in vitro. Genitourinary Medicine 62, 1–3 (1986).

 53. Tan, K. H. et al. Porphyromonas gingivalis and Treponema denticola exhibit metabolic symbioses. PLoS pathogens 10, e1003955, 
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1003955 (2014).

 54. Kurniyati, K. et al. A novel glycan modifies the flagellar filament proteins of the oral bacterium Treponema denticola. Molecular 
Microbiology 103, 67–85, https://doi.org/10.1111/mmi.13544 (2017).

 55. Seckington, R. & Powell, L. HFE-Associated Hereditary Hemochromatosis. (University of Washington, Seattle, Seattle (WA), 2015).
 56.  Boshuizen, M. et al. Therapeutic use of transferrin to modulate anemia and conditions of iron toxicity. Blood Reviews, https://doi.

org/10.1016/j.blre.2017.07.005 (2017).
 57. Brissot, P. Optimizing the diagnosis and the treatment of iron overload diseases. Expert Review of Gastroenterology & Hepatology 10, 

359–370, https://doi.org/10.1586/17474124.2016.1119043 (2016).
 58. Wang, L. et al. Attenuated inflammatory responses in hemochromatosis reveal a role for iron in the regulation of macrophage 

cytokine translation. Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950) 181, 2723–2731 (2008).
 59. Ganz, T. Systemic iron homeostasis. Physiological Reviews 93, 1721–1741, https://doi.org/10.1152/physrev.00008.2013 (2013).
 60. Eke, P. I., Page, R. C., Wei, L., Thornton-Evans, G. & Genco, R. J. Update of the case definitions for population-based surveillance of 

periodontitis. Journal of Periodontology 83, 1449–1454, https://doi.org/10.1902/jop.2012.110664 (2012).
 61. Huse, S. M. et al. Exploring Microbial Diversity and Taxonomy Using SSU rRNA Hypervariable Tag Sequencing. PLoS Genet 4, 

e1000255, https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1000255 (2008).
 62. Claesson, M. J. et al. Comparative Analysis of Pyrosequencing and a Phylogenetic Microarray for Exploring Microbial Community 

Structures in the Human Distal Intestine. PLoS One 4, e6669, https://doi.org/10.1371/journal.pone.0006669 (2009).
 63. Huse, S. M. et al. VAMPS: a website for visualization and analysis of microbial population structures. BMC Bioinformatics 15, 41, 

https://doi.org/10.1186/1471-2105-15-41 (2014).
 64. Cole, J. R. et al. Ribosomal Database Project: data and tools for high throughput rRNA analysis. Nucleic Acids Research 42, 

D633–642, https://doi.org/10.1093/nar/gkt1244 (2014).
 65. Shannon, C. E. & Weaver, W. The mathematical theory of communication. (Urbana, Etats-Unis d’Amérique, 1963).
 66. Bray, J. R. & Curtis, J. T. An ordination of the upland forest communities of southern Wisconsin. Ecological monographs 27, 325–349 

(1957).
 67. Lozupone, C. & Knight, R. UniFrac: a new phylogenetic method for comparing microbial communities. Applied and environmental 

microbiology 71, 8228–8235, http://aem.asm.org/content/71/12/8228.short (2005).
 68. Abusleme, L. et al. The subgingival microbiome in health and periodontitis and its relationship with community biomass and 

inflammation. The ISME journal 7, 1016–1025, https://doi.org/10.1038/ismej.2012.174 (2013).
 69. Galimanas, V. et al. Bacterial community composition of chronic periodontitis and novel oral sampling sites for detecting disease 

indicators. Microbiome 2, 32, https://doi.org/10.1186/2049-2618-2-32 (2014).
 70. Griffen, A. L. et al. Distinct and complex bacterial profiles in human periodontitis and health revealed by 16s pyrosequencing. The 

ISME journal 6, 1176–1185, https://doi.org/10.1038/ismej.2011.191 (2012).
 71. Caporaso, J. G. et al. QIIME allows analysis of high-throughput community sequencing data. Nature methods 7, 335–336, http://

www.nature.com/nmeth/journal/v7/n5/full/nmeth.f.303.html (2010).
 72. Chen, T. et al. The Human Oral Microbiome Database: a web accessible resource for investigating oral microbe taxonomic and 

genomic information. Database 2010, baq013, http://database.oxfordjournals.org/content/2010/baq013, https://doi.org/10.1093/
database/baq013 (2010).

 73. R. Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 
https://www.R-project.org/ (2015).



www.nature.com/scientificreports/

13SCIENTIFIC REPORTS |  (2018) 8:15532  | DOI:10.1038/s41598-018-33813-0

 74. RStudio Team. RStudio: integrated development for R. RStudio, Inc., Boston, MA, http://www.rstudio.com (2016).
 75. Vázquez-Baeza, Y., Pirrung, M., Gonzalez, A. & Knight, R. EMPeror: a tool for visualizing high-throughput microbial community 

data. GigaScience 2, 16, https://doi.org/10.1186/2047-217X-2-16 (2013).
 76. Segata, N. et al. Metagenomic biomarker discovery and explanation. Genome Biology 12, R60, https://doi.org/10.1186/gb-2011-12-

6-r60 (2011).
 77. Shannon, P. et al. Cytoscape: a software environment for integrated models of biomolecular interaction networks. Genome Research 

13, 2498–2504, https://doi.org/10.1101/gr.1239303 (2003).
 78. Faust, K. & Raes, J. CoNet app: inference of biological association networks using Cytoscape. F1000Research 5, 1519, https://doi.

org/10.12688/f1000research.9050.2 (2016).
 79. Wei, T. & Simko, V. corrplot: Visualization of a Correlation Matrix, https://cran.r-project.org/web/packages/corrplot/index.html 

(2016).

Acknowledgements
The authors are indebted to the medical and nursing staff of the Liver Unit for participating in the recruitment 
and follow-up of patients. We thank the GeT-PlaGe facility and the NED team for sequencing the samples. We 
also thank Adina Pascu for her contribution to this work and the “Direction de la Recherche et de l’Innovation” 
at the University hospital of Rennes for their support. This study was funded by the “Comité de la Recherche 
Clinique” of the University Hospital of Rennes (2009-A00998-49) and by the University of Rennes 1.

Author Contributions
The project was conceived by E.B., V.M., S.L.G.D., Y.D. and M.B.M. The clinical material was collected by V.M. 
and M.B.M. All laboratory work was conducted by E.B., V.M. and S.L.G.D. The bioinformatics analysis was 
conducted by E.B., V.M. and S.L.G.D. E.B., B.M., S.L.G.D., S.B.F., O.L., Y.D., M.B.M. and V.M. interpreted the data 
and wrote the manuscript. All authors read and approved the final manuscript.

Additional Information
Supplementary information accompanies this paper at https://doi.org/10.1038/s41598-018-33813-0.

Competing Interests: The authors declare no competing interests.

Publisher’s note: Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and 
institutional affiliations.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International 
License, which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or 

format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Cre-
ative Commons license, and indicate if changes were made. The images or other third party material in this 
article are included in the article’s Creative Commons license, unless indicated otherwise in a credit line to the 
material. If material is not included in the article’s Creative Commons license and your intended use is not per-
mitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the 
copyright holder. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
 
© The Author(s) 2018



Chapitre 2 Recherche chez l’Homme

2.2 Periodontal pathogens and clinical parameters in perio-
dontitis, Molecular Oral Microbiology 2019

La conclusion de l’article précédent était que le fer présent dans l’organisme, et en
particulier le fer circulant, biodisponible, participe à l’équilibre hôte-microbiote. L’aug-
mentation du niveau de fer, et l’apparition d’une surcharge sont susceptibles de per-
turber cet équilibre et favoriseraient une dysbiose du microbiote sous-gingival. Les ré-
seaux de co-occurrence montraient une corrélation entre la saturation de la transferrine
et les genres Porphyromonas et Treponema, qui contiennent des espèces pathogènes
majeures pour le parodonte. Il était donc naturel de penser que le microbiote sous-
gingival de ces patients présentait une dysbiose se rapprochant de la signature bacté-
rienne présentée dans l’article publié dans Applied and Environmental Microbiology 5.
Cependant, nous pouvions aussi suspecter que la pathologie systémique des patients
avait induite un autre modèle de dysbiose. Pour tester cette hypothèse, nous avons
appliqué à ces échantillons le ratio de dysbiose développé dans cet article.

Le ratio de dysbiose (Porphyromonas+Treponema+Tannerella
Rothia+Corynebacterium dans sa version simplifiée) a

été conçu par comparaison entre des échantillons provenant de sites parodontaux sains
ou malades. Un autre intérêt de son étude avec nos propres échantillons est de pouvoir
évaluer son association avec des indices cliniques de la maladie parodontale, et donc
avec sa sévérité. Grâce aux échantillons provenant d’une étude publiée par Bizzarro et
coll., et qui n’avaient pas été utilisés pour concevoir le ratio de dysbiose, nous avions
pu faire une première validation de ce dernier [5]. En effet, nous avions à disposition,
dans les métadonnées, la profondeur de sondage des sites prélevées par Bizzarro
et coll., et celle-ci présentait une corrélation significative avec le ratio. L’utilisation de
nos propres échantillons nous a cependant permis d’aller plus loin : en disposant du
statut parodontal complet de chaque patient, nous avons pu tester la capacité du ratio
de dysbiose à être un biomarqueur de la maladie parodontale, à l’échelle de la cavité
buccale.

Au fur et à mesure des publications sur le microbiote sous-gingival dans la pa-
rodontite, plusieurs espèces et genre bactériens ont fait l’objet d’une attention nou-
velle. Détectés en plus grande abondance dans les sites malades, ils ont été identifiés
comme potentiellement associés avec la maladie. Par opposition aux pathogènes clas-
siquement décrits 6, une revue systématique de 2014 a répertorié ces nouveaux pa-
thogènes parodontaux potentiels selon leur nombre d’apparition dans la littérature [7].
Notre étude était donc l’occasion de pouvoir évaluer le degré d’implication de chacun
dans la maladie parodontale. Pour cela, nous avons mesuré la force de l’association
statistique entre la sévérité de la parodontite, et la présence de ces espèces bien spéci-
fiques. Là encore, le fait de disposer de nombreuses métadonnées associées à chaque
patient (âge, sexe, statut tabagique, etc.) est un avantage conséquent, car il a permis

5. Voir l’article présenté dans la section 1.2.1 Signature of Microbial Dysbiosis in Periodontitis, Applied
and Environmental Microbiology 2017 en page 7.

6. Les complexes bactériens publiés par Socransky et coll. [6].
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de réaliser des modèles statistiques de régression linéaire multiple. Ces derniers, en
incluant ces variables confondantes, ont renforcé la pertinence des associations entre
bactéries et maladie parodontale.

Le premier objectif de l’étude était de rechercher des taxons spécifiquement liés à
la maladie parodontale, qu’ils soient classiquement décrits ou nouvellement identifiés.
Dans cette population, atteinte par une parodontite majoritairement sévère, environ les
deux tiers (64,4 %) des genres et espèces recherchées ont été détectés (tableau 2
de l’article). Malgré une bonne profondeur de séquençage, il n’est pas exclu que des
taxons non détectés aient pu être présents, mais en quantité trop faible pour appa-
raître dans les résultats. La majorité des taxons décrits par Socransky et coll. (19/22)
était présent dans les échantillons. Parmi ceux répertoriés par Pérez-Chaparro et coll.,
leur taux de détection croît avec le nombre de citation dont ils font l’objet dans la litté-
rature (de 2 à 5 articles). Il faut noter que trois espèces n’étaient pas identifiables par
notre méthodologie bioinformatique. Bien que cela représente une faible proportion des
taxons recherchés, cela illustre les limites que peut rencontrer l’analyse du microbiote
au niveau espèces, par le biais du 16S.

Deux critères, reflétant à la fois la sévérité et l’étendue globales de la maladie
parodontale, ont été utilisés pour réaliser les tests de corrélation qui constituaient le
deuxième objectif de l’étude. Il s’agissait de la profondeur moyenne des sondages pa-
rodontaux, et de la proportion de sites parodontaux présentant une profondeur de son-
dage ≥ 4 mm, calculées pour chaque patient. Il est ressorti de ces tests que seul un
des taxons nouvellement identifiés était significativement corrélé avec la parodontite :
Desulfobulbus. À l’inverse, plusieurs des taxons classiquement décrits présentaient des
corrélations significatives.

Néanmoins, que ce soit par des corrélations ou confrontés à des variables confon-
dantes dans des modèles statistiques, le ratio de dysbiose présentait les associa-
tions les plus fortes et les plus significatives avec la parodontite. Plusieurs hypothèses
peuvent expliquer ce constat. L’abondance calculée au niveau du genre bactérien agrège
les différentes espèces qu’il contient, qu’elles soient pathogènes ou non. L’analyse perd
en spécificité mais devient alors plus robuste. Elle s’affranchit, en outre, de la préva-
lence des espèces bactériennes, qui atteint rarement les 100 %, même pour un pa-
thogène majeur comme P. gingivalis. Enfin, le ratio prend en compte l’abondance de
plusieurs genres, et se rapproche ainsi du modèle de synergie polymicrobienne qui
prévaut aujourd’hui. Il faut également remarquer qu’il présente rarement une valeur
nulle, ce qui simplifie sa normalisation lors d’une transformation logarithmique, avant
intégration dans un modèle statistique.

Les modèles de régression linéaire multiple présentés dans les tableaux 4 et S1
de l’article montrent que, à niveau de fer égal, le ratio de dysbiose expliquait de fa-
çon significative la maladie parodontale des patients. Nous avons donc conclu que, i)
la dysbiose du microbiote sous-gingivale de ces patients rejoignait la signature précé-
demment décrite, et ii) que le ratio de dysbiose apparaissait comme un biomarqueur de
la santé parodontale.
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Cet article a été publié dans Molecular Oral Microbiology le 29 novembre 2019.
Il est disponible au format prépublication dans les archives HAL (https://hal.archives-
ouvertes.fr/hal-02394270).
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La recherche menée chez l’animal a eu pour objectif de poursuivre la validation
des résultats observés chez l’Homme, et d’élucider les mécanismes d’une association
entre hémochromatose et parodontite. Elle s’est appuyée sur deux modèles murins. Le
premier était une souris knock-out, délétée pour le gène Hfe (Hfe(−/−)). Ce génotype, qui
peut être produit par différentes manipulations génétiques, permet de reproduire chez
l’animal le phénotype lié à l’hémochromatose héréditaire [1]. Les réserves corporelles
de la souris sont augmentées du fait d’une forte diminution de l’hepcidine, et les signes
cliniques précédemment décrits chez l’Homme, font leur apparition : augmentation de
la saturation de la transferrine, accumulation de dépôts de fer dans le foie et dans la
rate. Les souris Hfe(−/−) font toujours l’objet d’expérimentation, à la fois pour poursuivre
l’étude du métabolisme du fer, ainsi que pour élucider les symptômes qui composent
le long tableau clinique de l’hémochromatose. Dans cette optique, nous avons procédé
à la caractérisation du phénotype oral de ce modèle, et les résultats de cette analyse
sont présentés dans la section suivante.

Le second modèle était une induction de la parodontite chez la souris, au moyen
d’une inoculation de bactéries pathogènes dans la cavité orale. Ce modèle, décrit de-
puis 1994, est généralement mis en œuvre par l’administration de P. gingivalis, bien que
quelques publications mentionnent l’utilisation de T. denticola ou de T. forsythia [2–4].
L’objectif final étant de croiser les deux modèles, il nous fallait au préalable tester ce
protocole de parodontite induite, qui n’avait jusque là pas encore été utilisé dans le la-
boratoire. Les résultats de cette expérimentation de parodontite induite par différentes
souches de P. gingivalis, sont présentés dans la section 3.2 de ce chapitre, en page 45.

3.1 Alteration and loss of mandibular alveolar bone in Hfe

knocked-out mice. A pilot study. Soumis dans Journal of

Clinical Periodontology

Le modèle murin Hfe(−/−) a été l’une des preuves que la perte de fonction liée
à HFE est à l’origine de l’hémochromatose héréditaire [5]. La meilleure compréhen-
sion de la maladie et sa prise en charge ont grandement diminué les symptômes
dont souffrent les patients. Aujourd’hui, peu d’entre eux présentent une cirrhose ou
un diabète lié à la surcharge en fer, et la pigmentation cutanée qui est à l’origine
même du terme d’hémochromatose, est devenue exceptionnelle. Cependant, les pa-
tients peuvent encore présenter une fatigue chronique, ainsi que des atteintes ostéo-
articulaires : rhumatismes et ostéoporose [6]. L’intérêt du modèle Hfe(−/−) est donc tou-
jours d’actualité, et les équipes de Rennes l’utilisent notamment pour comprendre la
pathophysiologie de l’atteinte osseuse observée chez les patients [7].

Dans le cadre d’une expérimentation animale préliminaire, nous avons pu avoir ac-
cès à des échantillons provenant de la cavité buccale de souris Hfe(−/−) et sauvages,
âgées de six mois, et qui n’avaient reçu aucun traitement particulier. L’objectif du travail
était double. Premièrement, évaluer le niveau d’os alvéolaire entourant les dents, afin
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de détecter une éventuelle parodontite, et analyser la micro-architecture trabéculaire de
la mandibule, afin de détecter d’éventuels signes d’une atteinte de type ostéoporose.
Pour cela, une analyse morphométrique a été réalisée avec des logiciels dédiés, après
acquisition des échantillons de mandibule par micro-tomographie. Deuxièmement, ca-
ractériser le microbiote oral de ces animaux en mettant à profit notre connaissance de
la méthodologie précédemment employée avec des échantillons humains. Le micro-
biote digestif a également été prélevé afin d’approfondir des résultats présentés dans
une étude de 2012 et obtenus par culture bactérienne d’échantillons de fèces [8].

Cet article a été soumis une première fois en juillet 2019 au Journal of Clinical Per-
iodontology 1. Nous avons reçu la réponse des relecteurs fin août 2019, accompagnée
d’une proposition de re-soumission après révisions. Si les relecteurs s’accordent sur
l’importance et la pertinence de l’expérimentation, ils pointent néanmoins plusieurs élé-
ments qui prêtent à corrections 2. L’une des limites de notre analyse est le nombre d’ani-
maux disponibles dans le cadre de cette expérimentation préliminaire. Les relecteurs le
soulignent à propos de l’étude du microbiote oral des animaux. Alors que la séparation
entre le microbiote digestif de souris sauvages et Hfe(−/−) apparaît nettement dans la
figure 3a et 3c du manuscrit soumis, le zoom sur les échantillons oraux — présenté
en figure 3b — peut inciter à disposer de plus d’échantillons pour pouvoir se pronon-
cer définitivement. Néanmoins, les analyses de richesse, de diversité et d’abondance
différentielle dans le microbiote oral ne rapportent pas de différence significative selon
le génotype. Ce qui n’est pas forcément contradictoire avec les observations réalisées
chez l’Homme. Les tests menés sur les mêmes données (alpha et beta diversité, ainsi
que les abondances bactériennes) n’ont rapporté que peu de différences. Et bien que
tous les patients aient été atteints d’hémochromatose, ils étaient malgré tout groupés
selon la présence, ou non, d’une surcharge en fer.

La perte osseuse parodontale, bien que modérée, est en revanche indéniable. Sans
exclure un impact de la surcharge en fer sur les bactéries du microbiote oral, il était donc
intéressant d’élargir le champ d’investigation et de considérer la mandibule dans son
entier. Et ce d’autant plus que nous disposions des fichiers complets issus de la capture
par micro-tomographie, ce qui nous permettait un accès à l’ensemble de l’os recons-
titué. En s’appuyant sur des méthodologies publiées et avec les logiciels appropriés,
nous avons ainsi pu mettre en évidence une altération de la micro-architecture trabé-
culaire chez la souris Hfe(−/−). Ces modifications sont similaires à celles observées sur
leur tibia et leur fémur, qui sont des modèles d’étude plus classiques de l’ostéoporose.
Cela permet donc de suspecter un phénotype ostéoporotique au niveau mandibulaire.
En se projetant chez l’Homme, cela pourrait avoir un intérêt pour le dépistage : environ
un tiers des patients atteints d’hémochromatose héréditaire souffrirait d’ostéoporose
[9], et plusieurs études ont validé l’usage d’un orthopantomogramme pour sa détection
[10]. De plus, cela suggère un déséquilibre dans l’homéostasie osseuse qui, dans les
autres os analysés, se traduit par une augmentation des ostéoclastes ou une diminution
de la fonction et du recrutement des ostéoblastes [7, 11].

1. Voir cette version du manuscrit dans l’annexe E, page 70.
2. Voir les commentaires de l’éditeur et des relecteurs en annexe F, page 101.
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De façon globale, ces résultats viennent donc conforter la susceptibilité à la paro-
dontite observée chez l’Homme, un élément relevé par les relecteurs. Une autre limite
de notre analyse est son caractère principalement descriptif. En effet, les relecteurs,
ainsi que l’éditeur, jugent nécessaire d’explorer des mécanismes mettant en jeu la ré-
ponse de l’hôte : équilibre RANKL/OPG, dosages immunologiques, analyses histolo-
giques, etc. Bien qu’intéressantes, ces pistes ne peuvent malheureusement pas être
mises en œuvre sur les individus présentés dans le manuscrit. Comme indiqué pré-
cédemment, ces derniers provenaient d’une expérimentation animale préliminaire, et
les échantillons oraux qui en proviennent ont déjà tous été exploités. C’est pourquoi il
était indispensable de réaliser une expérimentation à plus large échelle, en croisant les
modèles de l’hémochromatose et de la parodontite induite. Malgré les délais imposés
par la phase de reproduction de la colonie de souris Hfe(−/−), cette expérimentation a
pu être réalisée. Cependant, les échantillons qui en sont issus sont encore en cours
d’analyse 3.

Il a ainsi été décidé de proposer à nouveau à l’éditeur le manuscrit en un format plus
court. Celui-ci, bien que n’explorant pas les mécanismes potentiels, vient tout de même
étayer les observations chez l’Homme. Ce nouveau manuscrit, présenté ci-après, se
concentre donc sur les résultats obtenus au niveau osseux. Il a été soumis le 14 no-
vembre 2019 4.

3. La description de l’expérimentation et des échantillons collectés est abordée dans le chapitre Pers-
pectives en page 49

4. Voir l’accusé de réception en annexe G, page 104
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Abstract (200 words)

Aim: The Hfe(–/–) mouse is the murine model of the HFE-related haemochromatosis, which is 

the most common inherited iron overload disease in northern European descents and was 

previously found associated with periodontitis. The aim of this study was to characterize the 

periodontal status and mandibular bone microarchitecture of Hfe(–/–) mice.

Materials and methods: C57BL/6 mice knocked-out for the Hfe gene were analysed at 6 

months-old regarding iron phenotype, alveolar bone loss and microarchitecture by 

morphometric analysis from micro-computed tomography, and compared with wild-type 

littermates.

Results: Alike in humans, the Hfe(–/–) mice demonstrated an iron overload phenotype. Similar 

to human observations, the Hfe(–/–) mice also exhibited alveolar bone loss. Alterations of the 

alveolar bone microarchitecture with reduced bone volume and increased trabecular separation 

was also found, suggesting an unbalanced bone homeostasis and osteoporosis phenotype.

Conclusions: The Hfe(–/–) mice showed bone microarchitectural impairments and susceptibility 

to periodontal damage. These findings support the risk for periodontitis in haemochromatosis 

patients, and stress their need for special care. Further studies are also mandatory to explore the 

underlying mechanisms.

Keywords

Alveolar Bone Loss; Haemochromatosis; Iron Overload; Mice

Clinical Relevance (100 words)

Scientific rationale for study: Haemochromatosis patients with iron burden have shown an 

increased risk of severe periodontitis, specifically in the patients with high transferrin saturation 

rates.

Principal findings: Alterations in the alveolar bone of Hfe(–/–) mice have been observed, with 

periodontal bone loss. Reduced alveolar bone and trabecular impairment were also found, 

suggesting an unbalanced bone homeostasis and osteoporosis phenotype.

Practical implications: These results support both the periodontal vulnerability observed in 

haemochromatosis patients, and their need for dental examination.
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1. Introduction

Haemochromatosis is the most common inherited iron overload disease (Powell, Seckington, 

& Deugnier, 2016). The mutations leading to the clinical syndrome involved the HFE gene, 

which participates in the production of hepcidin, a regulatory protein engaged in the iron 

homeostasis. The substitution p.Cys282Tyr (C282Y) is the major HFE mutation that leads to a 

hepcidin-deficient state, which is responsible for excessive expression of ferroportin at the cell 

surfaces and the subsequent iron egress in the bloodstream. Iron deposition in the tissues, and 

especially the occurrence of highly reactive forms of iron, are considered to drive the cell and 

tissue damages leading to the symptoms (Brissot, Ropert, Le Lan, & Loréal, 2012).

Nowadays, most of the patients with hereditary haemochromatosis caused by the HFE gene 

(HH-HFE) are asymptomatic or present with chronic fatigue and musculoskeletal conditions. 

Recently, HH-HFE patients have also shown an increased risk of periodontitis in a case-series 

study (Meuric et al., 2017). The iron burden appeared to be the driver for this increased risk, as 

severe periodontitis was predominant in the patients with high transferrin saturation rates. 

Nonetheless, a bacterial interplay has also been mentioned because increased transferrin 

saturation was found associated with a dysbiosis of the subgingival microbiota, which is a 

leading cause of periodontitis (Boyer et al., 2018).

Animal models of hereditary haemochromatosis have been widely used to better understand 

the metabolism of iron, as well as the various iron overload related lesions and the pathogenesis 

of the disease. The Hfe(–/–) mouse is the murine model of the HH-HFE disease (Fleming, Feng, 

& Britton, 2011). Alike humans, the Hfe(–/–) mice demonstrate elevated transferrin saturation, 

increased iron concentration in blood and liver, as well as hepatic dysfunction and cardiac 

damage (Sukumaran et al., 2017). 

However, the periodontal status of Hfe(–/–) mice has not been characterized yet, and detection 

of alveolar bone loss in these mice would support the human findings. The aim of this study 

was therefore to assess the mandibular and teeth-surrounding alveolar bone of 6 months-old 

Hfe(–/–) mice compared to wild-type animals, in order to complete the description of the Hfe(–/–

) animal model phenotype.

2. Materials and Methods

2.1. Animal model

The study was approved by the ethical committee of Rennes for animal experimentation. All 

experimented mice were males of a C57BL/6J background. Hfe(–/–) mice were produced in the 
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animal facilities of UMS Biosit in Rennes (Arche). Controls consisted of Wild-Type (WT) 

littermates. At the time of weaning, the animals were separated in different cages according to 

their genotype. Animals were maintained under standard conditions of temperature, atmosphere 

and light, and experimental procedures were performed in agreement with European law and 

regulations. Mice were given free access to tap water and food (Teklad 19 % Protein Rodent 

Diet). Mice were anaesthetised and sacrificed at 6 months for Hfe(–/–) and controls (n = 5 

mice/group). Blood was obtained from a trans-diaphragmatic intracardiac puncture and 

sampled in sodium heparin tubes suitable for trace element analysis. Livers and mandibles were 

dissected. Samples from liver were quickly frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C to 

perform the measurement of trace elements concentrations. The mandible was fixed in 70 % 

ethanol 10 % formaldehyde for 24h at 4°C, and then stored in absolute acetone at 4°C until 

micro-computed tomography (micro-CT).

2.2. Plasma iron parameters

The concentration of iron in the plasma and the unsaturated iron-binding capacity were 

measured in the Biochemistry Laboratory of the University Rennes Hospital on Cobas 8000 

analyzer (Roche). Plasma transferrin saturation was then calculated as (Iron plasma) / (Iron 

plasma + UIBC) × 100. 

2.3. Trace elements

Liver samples were desiccated for 15 hours at 120°C. Then, dried samples were weighed 

and mineralized by nitric acid solution (Fischer Chemical – Optima Grade) in special 

polypropylene tubes for 2 hours at 110°C in a heating block. Specimens were then preserved at 

4°C until quantification of iron. Iron was measured by Inductively Coupled Plasma Mass 

Spectrometry (ICP-MS), on a X-Series II from Thermo Scientific equipped with collision cell 

technology (AEM2 facility, University of Rennes 1 and Biochemistry Laboratory of the 

University Rennes Hospital) as previously described (Cavey et al., 2015).

2.4. Micro-computed tomography

Micro-CT was performed on the hemi-mandible in the GEROM research unit (Angers, 

France) with a Skyscan 1272 (Bruker). The samples were placed in microtubes, filled with 

water to prevent desiccation. The tubes were fixed on brass stubs with plasticine and scanned 

with the following parameters: 9 µm resolution, Xray energy of 70 kV and 142 µA for 1.9 s 

exposure, 0.2° rotation step, 5.000097 μm image pixel size. The data were reconstructed with 

NRecon (v. 1.7.0.4, Bruker-MicroCT)
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2.5. Quantification of alveolar bone loss

The DataViewer software (v. 1.5.6, Bruker-MicroCT) was used to visualise bone and 

produce the sagittal slices. All images were reoriented such that the cemento-enamel junction 

(CEJ) and the root apex (RA) appeared (Cho et al., 2016). Among the sagittal images, the image 

which showed the most recession of alveolar bone was selected for measurement. The distance 

from the alveolar bone crest (ABC) to the CEJ was measured in µm with the CTAn software 

(v. 1.18.8, Bruker-MicroCT) at two interdental sites: between the first and the second 

mandibular molars (M1M2) or between the second and the third mandibular molar (M2M3). 

As described elsewhere, the CEJ-ABC distance was the shortest distance from ABC to the line 

connecting the adjacent CEJs (Cho et al., 2016). Measurements of root lengths from the CEJ to 

the RA were also taken to assess the percentage of remaining alveolar bone using an equation 

previously described: Percent remaining bone (%) = ([root length – CEJ-ABC] / root length) × 

100 (Park et al., 2007).

2.6. Characterization of alveolar bone microarchitecture

The bone microarchitecture of the hemi-mandible was characterized with the CTAnalyzer 

software (v. 1.18.8.0, Bruker-MicroCT), as described elsewhere (Bouvard, Gallois, Legrand, 

Audran, & Chappard, 2013). Briefly, each hemi-mandibular alveolar bone was measured on 

two types of 2D sections: five frontal sections through the middle of the pulp chamber of M1 

were used to evaluate the thickness of alveolar bone (between the incisor and the M1 roots, five 

measurements per mouse) (see Figure 2f); eleven sagittal sections through the pulp chamber 

of M1, M2 and M3 were used to measure the trabecular characteristics of the bone. The volume 

of interest was an ellipse (1080 µm x 440 µm) centred in the alveolar process between the M1 

roots (see Figure 2g). The following parameters were measured by 2D morphometric analysis: 

the trabecular bone volume (BV/TV, in %), the trabecular thickness (Tb.Th, in µm), the 

trabecular separation (Tb.Sp, in µm) and the trabecular number (Tb.N, in mm-1).

2.7. Statistics

Data were analysed using the R (v. 3.5.0) and RStudio softwares (v. 1.1.383, 

https://www.rstudio.com/). Non-parametric tests were used and considered significant for 

p < 0.05. The results were expressed as mean ± standard error of the mean. The Mann-Whitney 

and Wilcoxon matched-pairs signed rank tests were used to compare means for quantitative 
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data related to iron and alveolar bone parameters. All plots were made with ‘ggplot2’ for 

RStudio (Wickham, Chang, & RStudio, 2016).

3. Results

3.1. Iron phenotype

General and iron parameters are summarized in Table 1. The Hfe(–/–) mice were found to 

have an iron overload phenotype with significantly higher transferrin saturation, plasma and 

hepatic iron concentration than WT littermate mice (p < 0.01). No difference was found in the 

body weight of mice between groups.

3.2. Alveolar bone loss

We observed a generalized alveolar bone loss in Hfe(–/–) mice. The average CEJ-ABC 

distance was increased in Hfe(–/–) mice versus WT mice (p < 0.05) (Figure 1a). This variation 

was higher in M1M2 region (p < 0.05) than in M2M3 region (p < 0.10). When the CEJ-ABC 

distances were related to the molar roots length, we obtained the percentage of remaining bone 

and significant differences were also found (Figure 1b). Hfe(–/–) mice had a decrease in 

remaining bone compared to WT mice, in both M1M2 (p < 0.05) and M2M3 regions (p < 0.05). 

No significant difference was found in the molar roots length between Hfe(–/–) and WT mice 

(data not shown; p > 0.05).

3.3. Alveolar bone microarchitecture

When looking at the bone parameters of the mandible, significant differences were found 

between Hfe(–/–) and WT (Figure 2). The thin bony slab between the incisor and the first molar 

roots appeared to be significantly reduced in Hfe(–/–) mice versus WT (p < 0.001) (Figure 2a). 

Hfe(–/–) mice had also significantly lower BV/TV (p < 0.05) and higher Tb.Sp (p < 0.01) than 

WT mice (Figure 2b, c). We observed a trend towards decreasing Tb.N in Hfe(–/–) versus WT 

(p < 0.10) (Figure 2e).

4. Discussion

Iron overload related to genetic haemochromatosis has deleterious effects on multiple organs 

and sites. Bone disorders are now a subject of greater attention, because of the scarcity of the 

classic signs of the disease (cirrhosis, diabetes and skin pigmentation). Available clinical data 

show that HH-HFE patients are more likely to have osteoporosis (Guañabens & Parés, 2018). 

In addition, a recent case-series study has reported a greater risk of severe periodontitis in these 

patients (Meuric et al., 2017). However, the oral status of the mouse model of HH-HFE has not 
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yet been characterized. In this study, we investigated the periodontal and alveolar bone status 

in the mandibles of Hfe(–/–) mice, in comparison with WT littermates.

As previously described, the Hfe(–/–) mice demonstrated an increased body iron level with 

elevated transferrin saturation, hepatic and blood iron concentrations (Fleming et al., 2011). In 

order to test the presence of periodontal defects, we first performed measurements of the 

alveolar bone surrounding the mandibular molars. The CEJ-ABC distance measured in WT 

mice were consistent with a previous study on mice at the same age (Damanaki et al., 2018). 

Interestingly, this CEJ-ABC distance was significantly increased in Hfe(–/–) mice. In addition, 

the remaining alveolar bone surrounding teeth was significantly decreased in Hfe(–/–). These 

results indicated an alveolar bone loss in Hfe(–/–) mice, although the C57BL/6 strain is not 

considered susceptible to periodontitis (Baker, Dixon, & Roopenian, 2000). 

Furthermore, these results support the relationship that was recently uncovered between HH-

HFE patients and periodontitis (Boyer et al., 2018; Meuric et al., 2017). In these studies, HH-

HFE patients were found to have a high prevalence of periodontitis. Moreover, the iron burden 

was found associated with periodontitis severity and clinical attachment loss. Alike in humans, 

the iron overloaded Hfe(–/–) mice exhibited alveolar bone loss, thus supporting the relationship 

between haemochromatosis and periodontitis. However, the question about the underlying 

mechanisms remains to be seen. In a previous study, it has been proposed that an increased iron 

bioavailability could promote periodontal pathogens and may drive a dysbiosis of the oral 

microbiota (Boyer et al., 2018). While a direct effect of iron on microbiota needs to be validated 

with further studies, complementary hypotheses may also be considered.

An imbalance in bone homeostasis could be involved in the periodontal susceptibility we 

observed in the Hfe knock-out line. Indeed, previous studies have found osteoporosis in the 

tibias of 12 months-old Hfe(–/–) mice, and minor changes in bone microarchitecture was 

observed at 6 months (Doyard et al., 2016; Guggenbuhl et al., 2011). Specifically, these minor 

changes included a slight decrease in the BV/TV and, inconstantly, an enhanced Tb.Sp. In the 

present study, the Hfe(–/–) mice exhibited the same disorders in the mandibular bone. At only 

six months old, they already had a significant reduction in mandibular BV/TV. This 

microarchitectural impairment was confirmed by a significantly increased Tb.Sp as well. Taken 

together with a decreased Tb.N, it could explain the reduced BV/TV and be interpreted as early 

signs of osteoporosis. Moreover, we assessed the thickness of the mandibular alveolar bone as 

shown in Bouvard et al. (Bouvard et al., 2013). In their study, the authors analysed the effects 

of glucocorticoids on trabecular bone in mice. Although they used another line of mice (Swiss-
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Webster), we found similar reduction in the thickness of the mandibular alveolar bone, thus 

confirming an alteration in the mandibular bone of Hfe(–/–) mice. In tibias, the disorganization 

of the trabecular microarchitecture could be due to an impaired bone remodelling (Guggenbuhl 

et al., 2011). One could hypothesize that the same process occurs in the mandibles, causing 

susceptibility to alveolar bone loss.

Several studies also point out alterations of the immune response in Hfe(–/–) mice. 

Macrophages usually provide most of the usable iron by degrading haemoglobin. In HH-HFE, 

they become the main source of excessive iron egress in the blood, and have shown attenuated 

inflammatory phenotype (Wang et al., 2008). Although they are not involved in the iron 

metabolism, neutrophils showed inefficient recruitment and upregulation of Th17 response in 

Hfe(–/–) mice (Benesova et al., 2012). While these findings remain to be validated in human, 

such an impaired phenotype could have deleterious effects, considering the importance of the 

neutrophils in the periodontal tissues. Moreover, a dysregulated inflammatory response may 

have a negative impact on bone homeostasis through the RANKL/OPG ratio with an increased 

bone resorption (Darveau, 2010)

In conclusion, we demonstrated alterations of the mandibular bone in Hfe(–/–) mice at 6 

months, with periodontal bone loss, reduced alveolar bone and trabecular impairment. These 

results support a potential risk for periodontitis in haemochromatosis patients, underlining their 

need for special care and attention. Dental examination should be part of the initial management 

of these patients. The underlying mechanisms cannot be understood without further work on 

the host’s immune response and microbiota, but these findings emphasize the role of iron in 

oral disorders. 
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Parameters WT Hfe(–/–) p-value

Body weight (g) 32.32 (1.10) 30.96 (1.08) 0.310

Hepatic iron concentration (µmol iron/liver g) 4.63 (0.39) 17.32 (2.54) 0.007**

Plasma iron concentration (µmol iron/L) 18.6 (0.67) 33.32 (2.06) 0.007**

Transferrin saturation (%) 37.88 (0.01) 82.72 (0.05) 0.007**

Table 1: General and iron parameters in Hfe(–/–) and Wild-Type (WT) mice. Data are presented 

as mean (standard error) (n = 5 mice/group). Mann-Whitney, statistically significant at: 

**p < 0.01.
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Figure 1: Alveolar bone loss in mice. Measurements of bone levels were made by comparing 

the distance from the cementoenamel junction (CEJ) to the alveolar bone crest (ABC) (a) and 

the percentage of remaining bone (b) at two interdental sites: between the first and second 

mandibular molars (M1M2) and between the second and the third mandibular molars (M2M3). 

Root lengths (from the CEJ to the root apex) were also measured to assess the percentage of 

remaining alveolar bone: Percent remaining bone (%) = ([root length – CEJ-ABC] / root length) 

x 100. Hfe(–/–) and Wild-Type mice were 6 months old (n = 5 mice/group). Mann-Whitney, 

statistically significant at: *p < 0.05; Wilcoxon matched-pairs, statistically significant at: 

#p < 0.05.
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Figure 2: Characterization of alveolar bone structure. Following the microCT analysis of 

the hemi-mandibles of Hfe(–/–) and Wild-Type mice (n = 5 mice/group, 6 months old), five 

frontal sections were used to evaluate the thickness of alveolar bone (a) between the incisor and 

molar roots (red arrows in f). Eleven sagittal sections of the alveolar process between the first 

molar roots were used to measure the bone volume fraction (Bone Volume/Tissue Volume) (b), 

the trabecular separation (Tb.Sp) (c), the trabecular thickness (Tb.Th) (d), and the trabecular 

number (Tb.N) (e) in the alveolar process between the roots of the first molar (red ellipse in g). 

Mann-Whitney, statistically significant at: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Alveolar bone loss in mice. Measurements of bone levels were made by comparing the distance from the 

cementoenamel junction (CEJ) to the alveolar bone crest (ABC) (a) and the percentage of remaining bone 

(b) at two interdental sites: between the first and second mandibular molars (M1M2) and between the 

second and the third mandibular molars (M2M3). Root lengths (from the CEJ to the root apex) were also 

measured to assess the percentage of remaining alveolar bone: Percent remaining bone (%) = ([root length 

– CEJ-ABC] / root length) x 100. Hfe(–/–) and Wild-Type mice were 6 months old (n = 5 mice/group). Mann-

Whitney, statistically significant at: *p < 0.05; Wilcoxon matched-pairs, statistically significant at: #p < 
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Characterization of alveolar bone structure. Following the microCT analysis of the hemi-mandibles of Hfe(–/–) 

and Wild-Type mice (n = 5 mice/group, 6 months old), five frontal sections were used to evaluate the 

thickness of alveolar bone (a) between the incisor and molar roots (red arrows in f). Eleven sagittal sections 

of the alveolar process between the first molar roots were used to measure the bone volume fraction (Bone 

Volume/Tissue Volume) (b), the trabecular separation (Tb.Sp) (c), the trabecular thickness (Tb.Th) (d), and 

the trabecular number (Tb.N) (e) in the alveolar process between the roots of the first molar (red ellipse in 

g). Mann-Whitney, statistically significant at: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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Chapitre 3 Recherche chez l’animal

3.2 Oral dysbiosis model with Porphyromonas gingivalis is
strain-dependent, soumis dans Journal of Dental Research

Avant d’induire une parodontite à des animaux Hfe(−/−), nous avons souhaité éva-
luer notre capacité à réaliser ce modèle chez des animaux sauvages. Le protocole
originalement décrit par Baker et coll. en 1994 repose sur des administrations orales
répétées de 100 µL d’une solution de PBS fortement concentrée en cellules de P. gin-
givalis (109 CFU.mL−1) [2]. Au nombre de trois, ces administrations sont précédées
par un traitement antibiotique, le groupe contrôle recevant la même solution de PBS
sans bactérie. Ce protocole a été repris de nombreuses fois dans la littérature avec
quelques variantes, et a déjà permis d’établir des liens entre la maladie parodontale et
des pathologies systémiques, comme le diabète et l’athérosclérose [12].

Dans le cadre de de cette première utilisation du modèle, nous avons également
voulu tirer parti de la souchothèque du laboratoire et tester différentes souches de
P. gingivalis. Notre choix s’est porté sur P. gingivalis W83, une souche isolée en Alle-
magne dans les années 1950 et qui est majoritairement utilisée dans les études, ainsi
que sur P. gingivalis TDC60 qui est une souche plus récente (isolée au Japon dans les
années 2000) et supposée être plus virulente que la précédente. Les auteurs à l’origine
de son séquençage précisent que TDC60 est plus pathogène que W83 dans un modèle
d’abcès chez la souris [13]. Cependant, son utilisation dans un modèle de parodontite
induite par inoculation orale n’a, à notre connaissance, pas encore été publiée.

Ces deux souches ont donc été administrés aux animaux en vue de comparer, par
micro-tomographie de la mandibule, le niveau de la perte osseuse induite. De plus,
une analyse du microbiote oral a été effectuée, afin de préciser l’état de ce microbiote
après l’inoculation de P. gingivalis et détecter un éventuel déséquilibre. Afin de mesurer
l’effet de la bactérie seule sur l’équilibre hôte-microbiote, nous n’avons pas donné d’an-
tibiotique en pré-traitement aux animaux, qui avaient donc un microbiote non altéré en
début d’expérimentation. La phase d’infection a duré cinq semaines et chaque souris a
reçu quinze administrations.

De façon étonnante, la souche W83 a engendré une perte osseuse alvéolaire plus
importante que TDC60. La littérature sur le sujet aurait, en effet, tendance à suggérer
l’inverse et met l’accent sur la pathogénicité de TDC60. Le génotype de fimA, le gène
codant pour le fimbriae majeur de P. gingivalis, est souvent mis en avant lors de la
comparaison des deux souches ; TDC60 possède le type II de fimA, tandis que W83
possède le type IV. Dans un modèle d’abcès cutané chez la souris, le type II se ré-
vèle plus virulent que le type IV [14]. De plus, des auteurs ont rapporté une plus forte
prévalence du type II, par rapport au type IV, chez les patients atteints de parodontite
[15]. Cependant, d’autres études ont montré que le type II était prédominant, que ce
soit chez les sujets sains ou malades [16]. Une étude plus récente, enfin, a souligné
l’absence de corrélation entre les paramètres cliniques de la parodontite et le génotype
du fimbriae [17]. Ajouté au fait que la parodontite peut être initiée dans le modèle mu-
rin par un P. gingivalis mutant, ne possédant plus de fimbriae, il semble que d’autres
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facteurs de virulence soient en cause et qu’ils nécessiteraient des investigations sup-
plémentaires.

Parallèlement à ce constat, nous avons également pu observé que la perte os-
seuse causée par P. gingivalis W83 s’accompagnait d’une altération majeure du mi-
crobiote oral. Celle-ci peut être assimilé à une dysbiose : diminution significative de la
richesse et de la diversité, perte de taxons habituellement présents à l’état sain, et ap-
parition d’espèces retrouvées dans des situations pathologiques. L’apparition d’un tel
déséquilibre n’est pas surprenant, compte tenu du modèle pathophysiologique actuel
de la maladie parodontale. Même en faible quantité, l’inoculation d’un pathogène clé
comme P. gingivalis rompt l’équilibre hôte-microbiote initial, et les dernières études sur
le sujet soulignent son action de subversion des réponses de l’hôte et de promotion
de l’inflammation [18]. En considérant le microbiote oral comme un reflet du degré de
bouleversement immunitaire provoqué par P. gingivalis, il est néanmoins intéressant de
constater la différence d’impact entre les deux souches, et surtout la persistance du
déséquilibre induit par W83. La résilience du microbiote — observable, par exemple,
après un traitement antibiotique — semble ainsi avoir été dépassée avec cette souche,
car l’analyse a été réalisée un mois après la dernière inoculation. Se pose alors la ques-
tion de l’impact de ce déséquilibre, à plus long terme et sur l’ensemble de l’organisme
de l’animal.

Le manuscrit reproduit ci-après a été soumis au Journal of Dental Research, puis
à Molecular Oral Microbiology. Après quelques échanges avec les éditeurs, il a été
décidé de poursuivre les analyses avant de faire une nouvelle soumission. En effet, il
nous a été demandé de fournir des données relatives à la colonisation de P. gingivalis
qui pourraient être en relation avec les différences observées et citées plus haut. Des
écouvillonnages buccaux ont été réalisés durant la phase d’exposition à P. gingivalis. Ils
pourraient être exploités pour déterminer avec plus de précision la présence et l’abon-
dance des deux souches dans la cavité buccale. Des tissus maxillaires issus de cette
expérimentations sont encore exploitables et leur analyse histologique est également
en cours de discussion. Celle-ci pourrait nous permettre de détecter un envahissement
des tissus gingivaux par P. gingivalis.

Ce travail est donc encore en cours de préparation, et le manuscrit présenté ici est
la version envoyée au Journal of Dental Research le 17 octobre 2019 5.

5. Voir l’accusé de réception en annexe H, page 106
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Abstract (250 words)

Porphyromonas gingivalis strain W83, one of the most widely investigated, is considered 

virulent in the context of periodontitis. The recently isolated P. gingivalis TDC60 has been 

reported to be highly pathogenic, though it has not been yet investigated in a mouse 

periodontitis model by oral gavage. Our aim was to compare the virulence of both strains by 

evaluating their impact on alveolar bone loss and the composition of oral microbiota. We 

inoculated by oral gavage C57BL/6 mice with one of the both Porphyromonas strains and 

compared to a sham-treated group, without antibiotics pre-treatment. The alveolar bone of 

treated mice and controls have been assessed, one month after the final inoculation, by microCT 

measurements. Moreover, at this time, we characterized their oral microbiota by 16S rRNA 

gene sequencing. While P. gingivalis W83 successfully initiate periodontitis, TDC60-treated 

mice only experience moderate lesions. Furthermore, only W83-treated mice exhibited a 

specific distinct microbiota, with significantly lower richness and evenness than other samples, 

and decreased proportions of taxa usually found in healthy individuals. This association 

between alveolar bone loss and a major persistent shift of the oral microbiota gives insights into 

virulence discrepancies among these strains.

Keywords: Periodontitis; Animal Model; Mice; Porphyromonas gingivalis W83; 

Porphyromonas gingivalis TDC60; Oral Microbiota; Alveolar Bone Loss. 
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1. Introduction

Periodontitis is a chronic inflammatory disease that affects tissues surrounding the teeth. 

Recent advances in the pathogenesis of periodontal disease have suggested that polymicrobial 

synergy and microbiota dysbiosis together with a dysregulated immune response can induce 

inflammation-mediated damage in periodontal tissues (Hajishengallis and Lamont 2012). 

Porphyromonas gingivalis is still considered as a major driver for the dysbiosis, especially due 

to its ability to initiate periodontitis in animal models.

Initially applied in a nonhuman primate model (Holt et al. 1988), P. gingivalis is widely used 

in murine models of periodontitis induced by oral gavage. Since its first description in 1994, 

this model allowed to explore the complex interactions between the bacteria and the host 

immunity (Baker et al. 1994). Various P. gingivalis strains were tested in studies, though the 

majority used P. gingivalis W50 or W83, which are very close strains (Chen et al. 2017). 

Variations in alveolar bone loss demonstrated the different virulence of P. gingivalis strains in 

mouse oral gavage model (Baker et al. 2000), and one could hypothesize that specific virulent 

clones of periodontal pathogens may cause more severe periodontitis.

Hajishengallis et al. showed that an indigenous bacterial community was required to induce 

the periodontitis, as P. gingivalis failed to induce bone loss into germ-free mice (Hajishengallis 

et al. 2011). The authors pinpointed the fact that the disease involved a disruption in the host-

microbiota homeostasis caused by P. gingivalis inoculation. The discordance in bone loss 

obtained with different P. gingivalis strains could therefore be related to a variable ability to 

cause such imbalance. However, an extensive characterization of the oral microbiota after 

inoculation of P. gingivalis is lacking, despite the fact that molecular-based approaches to 

bacterial identification may give an easy access to its taxonomic composition, and could serve 

as a biomarker of the host homeostasis in oral cavity. 

In this study, our aim was to compare the virulence of W83 and TDC60 P. gingivalis strains 

by evaluating their impact on alveolar bone loss and the composition of oral microbiota, after 

chronic inoculation by oral gavage, without antibiotics pretreatment. W83 is a widely studied 

strain isolated in the 1950s, while TDC60 was isolated in the 2000s from a severe human 

periodontal lesion and exhibited higher pathogenicity causing abscess in mice (Watanabe et al. 

2011). 
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2. Methods

2.1. Animals

The study was approved by the ethical committee of Rennes for animal experimentation. All 

experimented mice were specific pathogen-free male C57BL/6JRj bred and raised at Janvier 

Labs (Saint-Berthevin, France). The animals were purchased at 6 weeks of age and kept in the 

animal colony at UMS Biosit in University of Rennes 1 (Arche), and given free access to tap 

water and food (Teklad 19 % Protein Rodent Diet). The animals were group-housed (three per 

cage) and maintained under standard conditions of temperature, atmosphere and light. All 

experimental procedures were performed in agreement with European law and regulations. This 

study conforms to the ARRIVE guidelines.

2.2. Bacteria

P. gingivalis strain W83 was directly obtained from the American Type Culture Collection 

(ATCC) and strain TDC60 was obtained from the Japan Collection of Microorganisms (Riken 

BioResource Research Center JCM). These strains are maintained at University of Rennes 1 

frozen at −80°C in cryobeads. For the experiments, the bacteria were transferred and maintained 

on Columbia 3 agar plates supplemented with 5% (v/v) defibrinated horse blood (bioMérieux, 

France), 25 mg.L-1 of hemin, and 10 mg.L-1 of menadione. The cultures were incubated at 37°C 

in an anaerobic chamber Macs-VA500 (Don Whitley) flooded with 80% N2, 10% H2 and 10% 

CO2. 

2.3. Periodontitis mouse model by oral gavage

Following one-week acclimatization, the experiments started with 7 weeks old animals and 

were developed according to Baker et al. with slight modifications (Baker et al. 1994). Animals 

were randomly divided in three groups according to their treatment: Control, P. gingivalis W83 

and P. gingivalis TDC60 (n = 6 mice/group). Animals were cohoused according to their group 

to avoid horizontal transmission (3 mice/cage). Prior to each infection, the bacteria were grown 

in enriched brain-heart infusion (BHIe) broth containing, per liter, 37 g of BHI powder (AES 

Chemunex, France), 5 g of yeast extract (Conda, Dutscher), 25 mg of hemin (Sigma), and 10 

mg of menadione (Sigma), placed in an AnaeroPack™ rectangular jar (Mitsubishi Gas Chemical 

Co. Inc., Tokyo, Japan) with an AnaeroGen™ 3.5L (Mitsubishi Gas Chemical Co. Inc.) for 24 h 

at 37°C to reach mid exponential phase. The W83- and TDC60-infected groups received 109 

CFU of live P. gingivalis of the corresponding strain, resuspended in 100 µL of PBS. The 

infection was made by direct inoculation of the oral cavity, three times a week, during five 
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weeks. Controls were sham-infected mice which received the PBS, but no P. gingivalis. The 

oral administrations were made at the same time for all groups.

2.4. Sample collection

One month after the final oral gavage, mice were anaesthetised and sacrificed at 16 weeks 

of age, and mandibles were dissected. One hemi-mandible was quickly frozen in liquid nitrogen 

and stored at −80°C to perform the microbiota analyses. The other hemi-mandible was fixed in 

70% ethanol 10% formaldehyde for 24h at 4°C, and then stored in absolute acetone at 4°C until 

micro-computed tomography (micro-CT).

2.5. Micro-computed tomography

Micro-CT was performed on the hemi-mandible in the GEROM research unit (Angers, 

France) with a Skyscan 1272 (Bruker). The samples were placed in microtubes, filled with 

water to prevent desiccation. The tubes were fixed on brass stubs with plasticine and scanned 

with the following parameters: 9 µm resolution, Xray energy of 70 kV and 142 µA for 1.9 s 

exposure, 0.2° rotation step, 5.000097 μm image pixel size. The data were reconstructed with 

NRecon (v. 1.7.0.4, Bruker-MicroCT)

2.6. Quantification of alveolar bone loss

The DataViewer software (v. 1.5.6, Bruker-MicroCT) was used to visualise bone and 

produce the sagittal slices. All images were reoriented such that the cemento-enamel junction 

(CEJ) and the root apex (RA) appeared (Cho et al. 2016). Among the sagittal images, the image 

which showed the most recession of alveolar bone was selected for measurement. The distance 

from the alveolar bone crest (ABC) to the CEJ was measured in µm with the CTAn software 

(v. 1.18.8, Bruker-MicroCT) at two interdental sites: between the first and the second 

mandibular molars (M1M2) or between the second and the third mandibular molar (M2M3). 

As described elsewhere, the CEJ-ABC distance was the shortest distance from ABC to the line 

connecting the adjacent CEJs (Cho et al. 2016). Measurements of root lengths from the CEJ to 

the RA were also taken to assess the percentage of remaining alveolar bone using an equation 

previously described: Percent remaining bone (%) = ([root length – CEJ-ABC] / root length) × 

100 (Park et al. 2007).

2.7. Extraction and amplification of bacterial DNA

Total DNA was extracted from frozen hemi-mandible using the QIAamp DNA Mini Kit 

(Qiagen, France) according to the manufacturer’s recommendations. The DNA was then kept 
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frozen at −80°C prior to amplification. The V3-V4 regions of the 16S rRNA gene were 

amplified with the primers 338F (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′) and 802R (5′-

TACNVGGGTATCTAATCC-3′) using 25 amplification cycles with an annealing temperature 

of 45°C. The PCR products were sequenced with the Illumina MiSeq at the GeT-PlaGe facility 

(Toulouse, France).

2.8. Oral microbiota analysis

The FASTQ files from the GeT-PlaGe facilty were processed with the QIIME2 software (v. 

2018.4, https://qiime2.org/) following a pipeline adapted from the “Moving Pictures” tutorial 

(https://docs.qiime2.org/2018.4/tutorials/moving-pictures/) (Caporaso et al. 2010). The files 

were imported as “PairedEndFastqManifestPhred33” format. The pipeline DADA2 was used 

to control the sequence quality and construct the feature table. The forward and reverse 

sequences were truncated at 250 bases, with all other parameters set to default. Sequences count 

per sample ranged between 4,041 and 17,201. Prior to the taxonomic assignation at the genus 

level, reference reads were extracted from the “Ribosomal Database Project” based on matches 

to the primers pair (338F/802R) and trained as a Naive Bayes classifier (RDP release 11, 

training set No. 16, http://rdp.cme.msu.edu/misc/rel10info.jsp). The reads that were classified 

as Archaea or Unassigned were removed from the feature table. The core diversity analysis was 

performed with a specific sampling depth (4,041 reads). The core diversity included alpha (Sobs, 

Shannon-Weaver) and beta (weighted UniFrac) diversity metrics.

2.9. Statistics

Data were analysed using the R (v. 3.5.0) and RStudio softwares (v. 1.1.383, 

https://www.rstudio.com/). Non-parametric tests were used and considered significant for 

p < 0.05. The results were expressed as mean ± standard error of the mean. The Kruskall-Wallis 

with Dunn’s multiple comparisons tests were used to compare means for quantitative data 

related to weight, alveolar bone parameters, alpha diversity indices and taxa relative 

abundances. The PERMANOVA and ANOSIM tests were performed on beta diversity metric 

with the QIIME2 diversity plugin (Anderson 2001). A linear discriminant analysis of the taxa 

relative abundance was computed with the LEfSe algorithm (parameters set to default) in 

Galaxy (https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/). All plots were made with ‘ggplot2’ for 

RStudio (Wickham et al. 2016), except for the LEfSe results and the 3D PCoA plot (EMPeror) 

(Vázquez-Baeza et al. 2013).
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3. Results

The body weight was not significantly different between the three groups (n = 6 mice/group) 

at any time of the experiments, and no adverse event has been observed (Table 1). The microCT 

analysis of the W83-treated mice showed a significant alveolar bone loss illustrated by the 

increase of the distance from the cementoenamel junction to the alveolar bone crest, and the 

decrease of the percentage of remaining bone, in all sites that have been investigated. 

Conversely, in the TDC60-treated mice, we found a slight bone loss that did not reach the 

significance threshold (Figure 1). 

During the beta diversity analysis of oral microbiota, the Principal Component Analysis 

(PCoA) revealed an apparent homogeneity in the samples from W83-treated mice (Figure 2a). 

Moreover, they appeared to be clustered together, on the side-lines of the two other groups, 

which were more distributed in the 3D exploration. The PERMANOVA and ANOSIM tests, 

performed on weighted UniFrac distances plotted in PCoA, showed significant differences 

between the samples from W83- and TDC60-treated mice (Figure 2b). Moreover, the alpha 

diversity metrics confirmed that W83-treated mice had a distinct oral microbiota, with 

significantly lower richness and evenness than both controls and TDC60-treated mice (Figure 

2c, d).

The taxonomic analysis of the oral microbiota showed differentially abundant taxa when 

assessed with LEfSe algorithm (Figure 3a). In high taxonomic levels, the samples from 

controls were found to be enriched in Bacteroidetes and Erysipelotrichia, while samples from 

TDC60-treated mice had increased abundance of Clostridia and Delataproteobacteria. Samples 

from W83-treated mice had increased abundance of Alphaproteobacteria and Oceanospirillales. 

However, the lineages in the cladogram indicated that these variations were related with 

significant differences in taxa at the genus-level. These taxa were further filtered and assessed 

by Kruskal-Wallis and Dunn’s multiple comparisons tests (Figure 3b). As in diversity analyses, 

significant variations were found between samples from W83-treated mice and the two other 

groups. Specifically, Alistipes, Barnesiella, Clostridium_XIVa, Desulfovibrio, Oscillibacter, 

Turicibacter, Lachnospiraceae_Unclassified and Ruminococcaceae_Unclassified were found 

significantly decreased in W83-treated mice; several of them were almost undetected. On the 

contrary, Halomonas and Sphingomonas were found significantly increased compared to 

controls and TDC60 groups.
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4. Discussion

Despite the fact that some authors inoculated mice with other species from the Socransky’s 

red complex (Sharma et al. 2005; Lee et al. 2009), most of the studies with periodontitis mouse 

model used P. gingivalis, which is reported as a keystone pathogen in periodontitis 

(Hajishengallis et al. 2012). P. gingivalis TDC60 is reported to have a higher pathogenicity than 

P. gingivalis W83 (Watanabe et al. 2011). However, to our knowledge, the impact of oral 

gavage using TDC60 has not been investigated yet in a mouse periodontitis model. 

Unexpectedly, in our experiments, TDC60 exhibited a lower virulence in causing alveolar bone 

loss, while the oral administration of W83 initiate periodontitis in both molar interproximal 

sites.

P. gingivalis has multiple virulence factors, such as gingipains, outer membrane vesicles, 

hemagglutinins and fimbriae (Darveau et al. 2012). Gingipains and fimbriae are suspected to 

take part in the dysregulation of the host’s immune function (Klein et al. 2012). Very few 

P. gingivalis strains had their complete genome sequenced, which is the case for W83 and 

TDC60. Large in silico works have shown that both strains share similar nucleotide sequences 

for the catalytic domains of gingipains RgpA, RgpB and Kgp (Dashper et al. 2017). Conversely, 

they have two different genotypes for the major fimbriae FimA (type IV fimA in W83, type II 

fimA in TDC60), and for the fimbrial accessory proteins FimCDE (type I fimCDE in W83, type 

II fimCDE in TDC60). The fimbriae is involved in both bacterial adhesion and immune 

subversion (Enersen et al. 2013). Moreover, the different genotypes imply various protein 

structures that demonstrated differential antigenicity (Nagano et al. 2012). Hence, the genomic 

variations of P. gingivalis fimbriae are reported to be related to periodontitis initiation and 

progression. Such differences could therefore contribute for the different alveolar bone loss that 

we observed. Human and animal studies found that strains containing type II and type IV fimA 

are more commonly found in periodontitis patients, and are more cytotoxic and invasive than 

strains with other types of fimbriae (Missailidis et al. 2004; Nakano et al. 2004). It is worth 

noting that type II fimA genotype is frequently reported to be more prevalent than type IV fimA 

in periodontitis affected sites, while the latter was the most commonly genotype found among 

gingivitis patients (Missailidis et al. 2004; Enersen et al. 2008; Nagano et al. 2018); yet, another 

study found that the type II was the most widely distributed genotype, among both healthy and 

periodontitis sites (Moon et al. 2013). Unexpectedly, our results showed moderate virulence for 

TDC60. Interestingly, Baker et al. showed that a P. gingivalis W50 mutant for the fimbrial 
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protein (strain DPG3) could also induce bone loss (Baker et al. 2000), suggesting that other 

virulence factors could be implicated and should be elucidated.

A previous study showed that P. gingivalis triggers changes in the composition of the oral 

microbiota (Hajishengallis et al. 2011). Using aerobic/anaerobic cultures, the authors have 

identified alterations in six different genera spp. Our results suggest that these alterations could 

be a part of a major bacterial shift, detectable with high-throughput sequencing methods. This 

shift, which could be linked to a dysbiosis, appeared to be strain-dependent in our diversity 

analyses. Indeed, only W83-treated mice exhibited a poorly diversified oral microbiota, which 

tended to be clustered away from the two other groups. It is noteworthy that the samples were 

collected one month after the last oral inoculation; therefore, we cannot conclude about the 

ability of P. gingivalis TDC60 to alter the microbiota during the experiments. However, strain 

W83 appeared to be able to stably disrupt the host-microbiota balance in a persistent way, and 

it was associated with a greater alveolar bone loss. 

In an interesting way, the oral microbiota of W83-treated mice exhibited very low levels of 

several unclassified sequences in the Lachnospiraceae and Ruminococcaceae families, both 

belonging to Clostridiales order. Noteworthy, samples from TDC60-treated mice showed 

increased, though not significant, proportions of these taxa. Although they may be less 

numerous than previously thought, these not-yet-cultured bacteria still represent a substantial 

part of the normal gut microbiota in mice, as well as Clostridium cluster XIVa, Barnesiella, 

Alistipes, Turicibacter and Oscillibacter that were also depleted in W83-treated mice (Clavel 

et al. 2016; Lagkouvardos et al. 2016). A recent study pointed out the protective role of the 

Clostridia class, that is outcompeted by Desulfovibrio in a knocked-out mouse model 

experiencing metabolic disease (Petersen et al. 2019). However, these taxa were significantly 

decreased in W83-treated mice. In these mice, the taxa with significantly higher proportions 

were Halomonas and Sphingomonas, two genera which are likely to be associated with 

pathological conditions. Halomonas was detected in lung tissue from mice with lung fibrosis 

(D’Alessandro-Gabazza et al. 2018), while Sphingomonas spp. are known to carry ligands for 

NKT cells, an important member of the innate immune defence involved in autoimmunity 

process (Vas et al. 2008).

In conclusion, this study showed strain-dependent alveolar bone loss associated to a major 

alteration of the oral microbiota, in a mouse periodontitis model by oral gavage with 

P. gingivalis. Although described as highly pathogenic, P. gingivalis TDC60 had weaker 

consequences than W83. This could be due to their abilities to dysregulate the host’s immune 
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responses. This study underlines the need for further clarifications about the various virulence 

and pathogenicity among P. gingivalis strains. Moreover, the lasting nature of the host-

microbiota imbalance that we observed, should encourage us to: i) look for the occurrence of 

long-term deleterious inflammatory effects in various body sites of the experienced animals 

(gut microbiota, brain, joints, cardiovascular system, etc.), and ii) identify more precisely the 

P. gingivalis strains emerging in severe periodontitis in humans.
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Treatment
Time of experiment

Controls P. gingivalis TDC60 P. gingivalis W83
p-value

Baseline (g) 22.17 ± 0.36 23.34 ± 0.47 22.68 ± 0.60 0.29

Sacrifice (g) 26.95 ± 0.62 29.03 ± 0.91 28.23 ± 0.98 0.37

Table 1: Evolution of the animals’ weight during the experiments. Data are presented as 

mean ± standard error (n = 6 mice/group). The p-value of the Kruskal-Wallis test is indicated.
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Figure 1: Alveolar bone loss in mice. Measurements of bone levels were made by comparing 

the distance from the cementoenamel junction (CEJ) to the alveolar bone crest (ABC) (a, b) 

and the percentage of remaining bone (c, d) at two interdental sites: between the first and second 

mandibular molars (M1M2) and between the second and the third mandibular molars (M2M3). 

Root lengths (from the CEJ to the root apex) were also measured to assess the percentage of 

remaining alveolar bone: Percent remaining bone (%) = ([root length – CEJ-ABC] / root length) 

x 100. Control and P. gingivalis infected mice were 16 weeks old (n = 6 mice/group). Dunn's 

Kruskal-Wallis multiple comparisons, statistically significant at: *p < 0.05; **p < 0.01.
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Figure 2: Alpha and beta diversity of the oral microbiota of mice. Bioinformatics processing 

of the microbiota samples from the oral cavity of control and P. gingivalis infected mice (n = 6 

mice/group, 16 weeks old) allowed for Principal Coordinate Analysis (PCoA). The PCoA 

calculated with weighted UniFrac metric revealed clustering of W83-treated mice (a). Analysis 

of distances between samples showed significant differences between W83- and TDC60-treated 

mice, with both PERMANOVA and ANOSIM tests (**p < 0.01, b). Alpha diversity analysis 

showed significantly lower richness (Sobs, c) and lower evenness (Shannon-Weaver, d) in W83-

treated mice. Dunn's Kruskal-Wallis multiple comparisons, statistically significant at: 

*p < 0.05.
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Figure 3: Analysis of taxa relative abundances in the oral cavity according to the treatment 

of mice. The linear discriminant analysis with effect size (LEfSe) cladogram identified taxa that 

were differentially abundant across the groups (n = 6 mice/group; p < 0.05) (a). Taxa at the 

genus-level were then filtered (excluding those with a mean relative abundance < 1% in all 

groups), and plotted when the Kruskal-Wallis test returned significant result (p < 0.05) (b). 

Dunn's Kruskal-Wallis multiple comparisons, statistically significant at: *p < 0.05; **p < 0.01.
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4.1 Croisement des modèles animaux

Le but final de ce travail est de croiser les deux modèles animaux présentés pré-
cédemment. Les objectifs sont multiples : i) analyser les marqueurs de la réponse de
l’hôte et du remodelage osseux, et ii) caractériser l’état du microbiote oral, pour iii) éva-
luer le degré d’implication de chacun dans l’association parodontite–hémochromatose.
Au vu de nos précédents résultats et des données de la littérature, plusieurs hypothèses
de mécanismes sont envisagées ; elles ne sont d’ailleurs pas incompatibles entre elles.
Les observations chez l’Homme suggèrent une promotion des pathogènes parodon-
taux et d’une dysbiose par l’augmentation de fer circulant et l’apparition de fer non lié
à la transferrine. La présence d’altérations de la micro-architecture trabéculaire chez le
modèle animal, potentiellement en lien avec les atteintes ostéo-articulaires de l’hémo-
chromatose, sous-tend une perturbation de l’homéostasie osseuse et une susceptibilité
à l’ostéolyse. Enfin, un dérèglement de la réponse inflammatoire peut également être
impliqué, car plusieurs auteurs ont rapporté des différences dans le phénotype des cel-
lules immunitaires du modèle murin Hfe(−/−). Ces variations restent encore à élucider,
car, si certains résultats évoquent une atténuation de la réponse inflammatoire — di-
minution de la production de cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages [1]
et diminution du recrutement en polynucléaires neutrophiles [2] —, d’autres suggèrent
une exacerbation de l’inflammation tissulaire, comme l’élévation de la voie Th17 dans
un modèle d’infection pulmonaire [2].

Après une première phase de reproduction dans la colonie d’animaux Hfe(−/−), qui
a débuté en janvier 2018, la phase d’expérimentation proprement dite a démarré en
octobre 2018. Quarante-huit individus ont été répartis en quatre groupes, selon leur
génotype et leur traitement (voir Figure 4.1). Ce dernier a consisté en l’administration
orale de P. gingivalis W83 ou d’une solution contrôle pendant cinq semaines, de la
même façon que décrit dans le manuscrit précédent 1. Un mois après la fin des ino-
culations, les animaux ont été euthanasiés et échantillonnés. L’expérimentation s’est
achevée en juillet 2019. Plusieurs types d’échantillons ont été collectés, en premier lieu
pour analyser les paramètres cliniques du fer, de la perte osseuse et le microbiote oral.

Mandibules et maxillaires Une première hémi-mandibule sera d’abord utilisée pour
réaliser des analyses du microbiote oral : l’extraction de l’ADN bactérien et l’am-
plification du gène de l’ARNr 16S seront réalisées au laboratoire, le séquen-
çage par NGS à la plateforme Inra GeT-Plage de Toulouse. La seconde hémi-
mandibule servira à l’analyse morphométrique par micro-tomographie : après
fixation en formaldéhyde, l’acquisition radiographique sera réalisée en collabo-
ration avec l’unité Inserm Bioscar de Paris.

Écouvillons buccaux Ils ont permis d’échantillonner le microbiote oral des ani-
maux avant et pendant la période d’inoculation, et doivent nous servir à faire un
suivi longitudinal de ce microbiote au cours de l’expérimentation.

1. Voir la section 3.2 Oral dysbiosis model with Porphyromonas gingivalis is strain-dependent, soumis
dans Journal of Dental Research en page 45.
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ci-dessus comprennent, d’une part le maxillaire (os, gencive et dents) conservé à sec
à −80°C, et d’autre part les hémi-mandibules envoyées pour la micro-tomographie, qui
nous ont été renvoyées après décalcification et inclusion en paraffine. Ces dernières
peuvent donc être utilisées pour réaliser des analyses histologiques des tissus paro-
dontaux et visualiser in situ l’état inflammatoire. Le maxillaire permettra à la fois de
doser l’expression de cytokines dans le tissu gingival, et le ratio RANKL-OPG dans l’os
sous-jacent.

4.2 Lien entre microbiotes oral et digestif

Le dogme d’une barrière gastrique infranchissable pour les bactéries résidentes de
la cavité buccale a été battu en brèche avec les analyses par NGS. Pour le sujet sain,
près de la moitié des individus du HMP possèdent des genres bactériens détectés à
la fois dans la cavité buccale et dans les fèces [3]. Des quantités plus importantes de
bactéries buccales ont été mesurées au niveau intestinal chez des patients souffrant
de pathologies très variées : séropositivité, cirrhose hépatique, maladies inflammatoires
chroniques de l’intestin ou cancer du colon [4–7].

De la même façon, il est très probable qu’un transfert, depuis la cavité buccale
vers les étages inférieurs du tube digestif, ait lieu de façon plus importante en cas
de parodontite chronique, étant donné le réservoir bactérien que constitue le biofilm
sous-gingival. Au vu des concentrations salivaires de P. gingivalis chez les patients
atteints de parodontite, il a été estimé que 108 à 1010 bactéries pouvaient être ingérées
quotidiennement [8]. L’impact systémique d’un tel passage a d’ailleurs fait l’objet de
plusieurs articles. Ils ont pu mettre en évidence, dans un modèle murin similaire à
celui que nous avons mis en œuvre, des altérations de la composition du microbiote
intestinal et de la barrière intestinale, mais également l’augmentation dans le plasma
de marqueurs inflammatoires, de l’insuline et la détection d’endotoxines [9].

Dans le cadre de nos expérimentations, nous avons échantillonné une portion du
duodénum et le contenu du cæcum. Il nous est donc également possible de pouvoir
analyser le microbiote intestinal de nos animaux, à deux étages différents du tube di-
gestif. En outre, nous bénéficierons du croisement avec le modèle Hfe(−/−) de surcharge
en fer. Celui-ci a déjà démontré avoir un effet sur la composition du microbiote dans le
cæcum 3. Il est donc intéressant d’étudier son impact conjugué à celui de l’inoculation
bactérienne. Une portion du duodénum a également été fixée puis incluse en paraffine
pour permettre des observations histologiques.

Dans le même ordre d’idée, il serait intéressant de pouvoir évaluer la capacité de
différentes souches de P. gingivalis à induire une altération du microbiote intestinal.
Compte tenu des résultats obtenus au niveau buccal lors de notre expérimentation de

3. Voir les résultats présentés dans le manuscrit de la section 3.1 Alteration and loss of mandibular
alveolar bone in Hfe knocked-out mice. A pilot study. Soumis dans Journal of Clinical Periodontology , et
le travail de Buhnik-Rosenblau et coll. [10].
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parodontite induite par P. gingivalis W83 et TDC60, il est plausible qu’elles aient un
impact variable au niveau digestif. Pour le savoir nous avons conçu une étude supplé-
mentaire chez la souris pour évaluer l’état du microbiote digestif après l’induction d’une
parodontite par l’administration orale de différentes souches de P. gingivalis. W83 et
TDC60 ont été utilisées, ainsi que la souche H3. Cette dernière, d’origine colombienne,
a été isolée depuis un échantillon sanguin [11] ; elle provient donc d’une bactériémie,
et possède, comme W83, un fimbriae de type IV. Des échantillons digestifs ont été
collectés, et nous avons à notre disposition une portion de duodénum et le contenu
du cæcum issus de ces quatre groupes (W83, TDC60, H3 et contrôle) que nous pré-
voyons d’exploiter. À notre connaissance, aucune étude comparant l’impact intestinal
de différentes souches de P. gingivalis n’a encore été publiée.

En inoculant P. gingivalis W83, les évènements précédemment décrits chez la sou-
ris seraient déjà observables après une seule administration de la bactérie [12]. Dans
cette même étude, l’étude du microbiote fécal a montré l’absence de la bactérie, dès
3 heures après l’inoculation, ce qui suggère une clairance bactérienne rapide. On peut
dès lors se demander si la dysbiose intestinale est causée par P. gingivalis lui-même
ou par la dysbiose buccale qu’il a induit. De plus, il a été montré que des bactériémies
sont observables après des inoculations de P. gingivalis, mais que ce n’est pas son
ADN qui est retrouvé [9]. Il est ainsi probable que le déséquilibre hôte-microbiote au ni-
veau intestinal soit un intermédiaire dans les connexions entre sphère orale et maladies
systémiques.

4.3 Dysbioses induites par Porphyromonas gingivalis et al-
térations de l’état général

L’association santé buccale et santé générale fait actuellement l’objet de nombreux
projets et études [13]. Les résultats obtenus chez l’Homme et dans les modèles ani-
maux suggèrent l’implication d’un axe cavité buccale et intestin dysbiotique dans une
large variété de pathologies systémiques. Certaines, comme les maladies cardiovas-
culaires ou la polyarthrite rhumatoïde, ont maintenant des liens établis avec la santé
orale. Des pathogènes parodontaux ont été isolés dans des plaques d’athérome chez
l’Homme [14], tandis que, dans les modèles animaux, l’athérosclérose est exacerbée
par l’administration de P. gingivalis [15]. Pour la polyarthrite rhumatoïde, en parallèle
d’une action directe de P. gingivalis au sein des articulations [16], la réponse inflamma-
toire Th17 générée dans l’intestin et initiée par l’exposition à la bactérie contribuerait à
l’aggravation de l’arthrite [17].

D’autres pathologies font l’objet d’une attention plus récente. Chez des patients
souffrant de cirrhose hépatique, par exemple, un changement majeur de microbiote in-
testinal est observé, causée par une invasion massive de bactéries issues de la cavité
buccale, et ce, sans lien avec la consommation d’alcool [18, 19]. En cas de maladies
hépatiques non liées à l’alcool (« non-alcoholic fatty liver disease », NAFLD), P. gingiva-
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lis est plus fréquemment retrouvé au niveau intestinal, et l’exposition de souris atteintes
de NAFLD par P. gingivalis accélère la progression de la maladie [20]. En cancérologie,
des bactéries buccales ont été isolées sur des tissus de tumeurs colo-rectales [21]. Ces
bactéries, actuellement soupçonnées de participer à la carcinogenèse de ces tumeurs
[22], pourraient également être utilisées comme biomarqueurs [23]. En neurologie, en-
fin, l’implication de pathogènes parodontaux dans les maladies neurodégénératives est
une nouvelle voie de recherche pour expliquer leur progression [24].

Cette liste, volontairement non exhaustive, montre bien l’étendue — à l’échelle de
l’organisme entier — de l’impact d’un déséquilibre au niveau du microbiote du tube
digestif. Cela nous a donc amené à collecter les échantillons supplémentaires suivants
au moment de nos expérimentations animales : reins, cœur, pancréas et poumons.
Initialement prélevés pour quantifier la surcharge en fer des animaux Hfe(−/−), le foie et
la rate s’ajoutent à cette liste. Chacun de ces échantillons est stocké, à la fois à sec à
−80°C, et en paraffine après fixation. Ils pourront ainsi nous servir à détecter et évaluer
la présence d’altérations à distance de la cavité buccale, en lien avec les dysbioses
initiées par différentes souches de P. gingivalis, et l’effet d’une surcharge en fer sur ces
altérations.

4.4 Études à long terme et prospectives

Les expérimentations décrites ci-dessus font néanmoins défaut sur le caractère
chronique, élément caractéristique des pathologies précédemment citées. Qu’il s’agisse
de la maladie parodontale, ou des maladies avec laquelle elle est associée, ces dés-
ordres se développent sur des décennies chez l’humain. Ce qui est probablement lié à
des contraintes de temps et de coût nous amènent également à utiliser des animaux
prédisposés pour les maladies que nous souhaitons étudier (apoE (−/−) pour l’athéro-
sclérose, « high fat diet » pour l’obésité et la NAFLD, lignée DBA/1J pour la polyarthrite,
etc.) C’est pourquoi il serait intéressant de proposer des modèles expérimentaux avec
des animaux sains, exposés régulièrement à des pathogènes parodontaux comme
P. gingivalis, mais à bas bruit, et sur une longue période (6, 12, 18 mois), pour pou-
voir observer les effets à long terme des déséquilibres hôte-microbiote. Un article, paru
en 2016, a ainsi montré des perturbations métaboliques dans les tissus cardiaques,
cérébraux et hépatiques, après 22 semaines d’expositions consécutives à P. gingivalis
[25].

En parallèle, chez l’Homme, plusieurs voies sont à explorer. Concernant l’hémo-
chromatose, l’inclusion d’un plus grand nombre de patients pourrait renforcer nos conclu-
sions, de même que la constitution d’un groupe contrôle pour réaliser une étude cas-
témoin. Initialement, une telle prévalence de parodontite parmi ces patients n’avait pas
été envisagée, et nous pensions pouvoir inclure dans l’analyse des microbiotes sous-
gingivaux de sujets avec hémochromatose mais au parodonte sain. Un suivi au cours
de leur prise en charge, et la collecte de données relatives au statut fer dans le temps,
permettrait également d’obtenir plus de preuves sur l’impact du niveau de fer sur les
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bactéries ; d’autant plus si nous pouvons ajouter le dosage du fer non lié à la transfer-
rine et la réalisation du statut fer dans le fluide gingival. Enfin, des groupes de patients
souffrant de surcharge en fer d’origine génétique autre (acéruloplasminémie, mutation
de l’hémojuvéline, etc.), et d’origine non génétique (certains syndromes métaboliques
et hépatopathies) [26], constitueraient des contrôles intéressants à analyser, tant du
point de vue clinique que microbiologique.

Devant l’accumulation des bases de données, il devient nécessaire d’utiliser des al-
gorithmes pour nous aider à trier au mieux l’information qu’elles contiennent. Grâce
aux progrès des intelligences artificielles, un outil comme le ratio de dysbiose de-
vrait pouvoir être affiné, de façon à l’utiliser comme biomarqueur fiable. L’accroisse-
ment des données de séquençage disponibles permet de le tester sur un nombre
croissant de sujets. Cependant, les métadonnées 4 associées à ces données de sé-
quençage sont encore assez rares et ne permettent qu’une comparaison entre sujets
sains et malades. La constitution de banques d’échantillons, au sein des services hos-
pitaliers prenant en charge des patients atteints de parodontite, permettrait à la fois
d’obtenir un effectif large et une information détaillée pour chaque prélèvement. Ce
serait également l’occasion d’évaluer sa valeur prédictive, pour identifier des sites à
risque de développer une atteinte parodontale ou d’être réfractaire au traitement. Dans
cette optique d’étude longitudinale, nous participons à l’étude de cohorte PÉLAGIE
(http://www.pelagie-inserm.fr/) qui suit environ 3 500 mères-enfant depuis 2002, pour
analyser l’impact de l’environnement chimique sur le développement de l’enfant. Après
la collecte de salive et du statut dentaire de 500 enfants âgés de 12 ans, nous pré-
voyons ainsi de les revoir à l’âge de 18 ans pour un examen parodontal. Par la suite,
nous envisageons de les suivre le plus longtemps possible, de façon à pouvoir recons-
tituer l’histoire, microbiologique et clinique, qui conduit aux problèmes bucco-dentaires
de l’adulte. Conscients de leurs répercussions sur la santé générale et de leur statut
d’enjeu majeur de santé publique, il nous apparaît donc essentiel de comprendre et
prévenir leur apparition. C’est pourquoi nous participons également au WorkPackage 4
du consortium iVasc (https://www.ivasc.eu), qui vise à évaluer le rôle de la parodontite
et de son traitement, dans l’initiation et la progression de l’athérothrombose.

4. Statut parodontal précis, âge et sexe de l’individu, etc.
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Conclusion

L’amélioration des outils d’analyse et l’essor technologique qui a permis l’étude du
microbiote humain mettent en évidence le dialogue permanent entre l’organisme hôte
et les micro-organismes qui l’habitent. La reconnaissance de l’être humain et de son
microbiote comme un ensemble, un holobionte, est un nouveau paradigme. Il ouvre de
nombreuses perspectives de recherche pour décrypter les mécanismes sous-jacents
aux associations entre maladies bucco-dentaires et pathologies systémiques, qui sont
longtemps restées cloisonnées. Aujourd’hui, les liens entre santé générale et santé
bucco-dentaire sont nombreux et reconnus comme pouvant être bi-directionnels.

Notre travail a permis de mettre en évidence une susceptibilité à la maladie paro-
dontale chez les patients atteints d’hémochromatose héréditaire : une susceptibilité qui
n’était jusque là qu’une observation empirique, partagée par quelques praticiens. Les
travaux que nous avons publiés sont des études transversales, clinique et microbiolo-
gique, menées chez l’Homme, et qui mettent l’accent sur le coefficient de saturation
de la transferrine — et implicitement, sur le fer non lié à la transferrine — comme fac-
teur de risque potentiel pour la parodontite. Cependant, compte tenu des données de
la littérature et des premières observations obtenus sur le modèle animal de l’hémo-
chromatose héréditaire, la façon précise dont la surcharge en fer influe sur l’équilibre
hôte-microbiote reste encore à déterminer. Elle pourrait agir à la fois sur les bacté-
ries, en changeant leur environnement physico-chimique, et sur les réponses de l’hôte,
en altérant les fonctions immunitaire et de remodelage osseux. Les expérimentations
animales que nous avons menées devraient nous permettre d’explorer ces différentes
pistes.

En premier lieu, nous avons voulu insister, dans les conclusions de nos articles,
sur la nécessité pour les professionnels de santé de reconnaître l’hémochromatose
héréditaire comme un facteur de risque, afin de guider le patient vers sa prise en charge
bucco-dentaire et d’adapter cette dernière. Deuxièmement, en plus d’un bénéfice pour
les patients, nous pensons que ce champ d’investigation — le métabolisme du fer, et
des métaux en général — présente également un intérêt pour notre discipline du point
de vue fondamental. En effet, étudier la façon dont ces dérèglements, d’apparence
mineurs, peuvent influencer l’écosystème sous-gingival pourrait nous aider à mieux
comprendre la pathophysiologie de la maladie parodontale, qui est encore théorique à
ce jour.
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Abstract: The authors state that "the analys¡s revealed a significant clustering of the gut microbiota according to the genotype of
the mice, which could be due to variations of not-yet cultured bacteria." lt is not clear what they mean with that statement as
the 165 rRNA gene analysis captures uncultivated microorganisms.



Reviewer #2
The authors showed alterations of the mandibular bone that are signs of osteoporosis in six-month-old Hfe deficient mice. Ihe
phenotype of the Hfe deficient mice in periodontal bone loss is consistent with that of patients with hereditary
haemochromatosis caused by the Hfe gene (HH-HFE). The authors also analyzed oral and cecal microbiota in the Hfe deficient
mice. Malor and minor concerns are listed below.

Major concern
1) Although the authors showed the consistent phenotype of periodontal bone loss in the Hfe deficient mice with HH-HFE
patients, the investigat¡on is quite descriptive. ln other words, the authors have not provided a mechanism. Why did the lack of
the Hfe gene result ¡n the severer bone loss in mandible? S¡nce there was no statistical difference in the oral microbiota, there
should be biological difference derived from host response. At least one possible mechanism should be proved experimentally.

Minor concerns
1) The authors should clarify how the Hfe deficient mice and their wild-type (\Mf) littermate controls were housed. Were they in
the same cage or separated? lf they were in the same cage, the duration of co-hous¡ng should be specified. This information is
impodant when the microbiota analys¡s is performed.
2) Can the authors analyze mRNA expression of inflammatory cytokines, Rankl and Opg in periodontium of Hfe deficient mice
and their WT controls in order to get a global idea to clarify the possible mechan¡sm?
3) Histological or flow cytometry analysis characterizing immune cells may help to reveal the mechanism.

Reviewer(s)' Comments to Author:

Referee: 1

Comments to the Author
see attached comments

Refeee:2

Comments to the Author
Ïhe authors showed alterations of the mandibular bone that are signs of osteoporosis in six-month-old Hfe deficient mice. The
phenotype of the Hfe deficient mice in periodontal bone loss is consistent with that of patients with hereditary
haemochromatosis caused by the Hfe gene (HH-HFE). The authors also analyzed oral and cecal m¡crobiota in the Hfe deficient
mice. Major and minor concerns are listed below.

Major concern
1) Although the authors showed the consistent phenotype of periodontal bone loss in the Hfe deficient mice with HH-HFE
patients, the investigation is quite descriptive. ln other words, the authors have not provided a mechanism. Why did the lack of
the Hfe gene esult in the severer bone loss in mandible? Since theæ was no stat¡stical difference in the oral m¡crobiota, there
should be biological difference derived from host Ésponse. At least one possible mechanism should be proved experimentally.

Minor concerns
1) The authors should clarify how the Hfe deficient mice and their wild-type ftUD littermate controls were housed. l/Vere they in
the same cage or separated? lf they were in thê same cage, the duration of co-hous¡ng should be spec¡fied. This information is
¡mportant when the microbiota analysis is performed.
2) Can the authors analyze mRNA expression of inflammatory cytokines, Rankl and Opg in periodontium of Hfe deficient mice
and their WT controls in order to get a global idea to clarify the possible mechanism?
3) Histological or flow cytometry analysis characterizing immune cells may help to reveal the mechanism.
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Titre : Maladie parodontale, microbiote et fer 

Mots clés : parodontite ; microbiote ; hémochromatose ; Porphyromonas gingivalis ; transferrine ; 
modèles animaux 

Résumé : Dans la cavité buccale, la santé 
parodontale repose sur un équilibre entre la 
communauté bactérienne sous-gingivale et la 
fonction immunitaire de l’hôte, toutes deux 
compatibles avec un état sain. Le modèle 
pathophysiologique actuel de la parodontite 
chronique montre un cercle vicieux entre un 
microbiote dysbiotique et une dérégulation de 
la réponse inflammatoire. Alors qu’un nombre 
croissant d’associations entre maladie 
parodontale et pathologie systémique sont 
rapportées, ce travail décrit comment une 
maladie génétique de surcharge en fer — 
l’hémochromatose héréditaire liée au gène 
HFE — est susceptible d’influencer l’équilibre 
hôte–microbiote au sein du sillon sous-
gingival. Les études transversales, clinique et 
m 

microbiologique, que nous avons menées, ont 
ainsi montré un impact du coefficient de 
saturation de la transferrine sur la sévérité de 
la parodontite, probablement en lien avec la 
sélection d’espèces pathogènes pour le 
parodonte. Cependant, l’analyse 
morphométrique du modèle murin de 
l’hémochromatose héréditaire Hfe(–/–) a révélé 
des altérations de la micro-architecture de l’os 
alvéolaire mandibulaire, suggérant un 
dérèglement du remodelage osseux. Un 
croisement entre deux modèles animaux, 
parodontite induite par Porphyromonas 
gingivalis et Hfe(–/–), a donc été mis en œuvre, 
afin d’explorer les mécanismes de cette 
association entre excès de fer, dysbiose 
bactérienne et parodontite. 

 

Title : Periodontal disease, microbiota and iron 

Keywords : periodontitis; microbiota; haemochromatosis; Porphyromonas gingivalis; transferrin; 
animal models 

Abstract : In the oral cavity, periodontal health 
relies on a balance between the subgingival 
bacterial community and the host’s immune 
function. The current pathophysiological model 
of chronic periodontitis shows a negative 
feedback loop that implies a dysbiotic microbiota 
and a dysregulation of the inflammatory 
response. As an increasing number of 
associations between the periodontal disease 
and systemic conditions are reported, this work 
describes how a genetic iron overload disease 
— HFE-related hereditary haemochromatosis — 
is likely to influence the host–microbiota 
interactions within the subgingival sulcus. We 
conducted clinical and microbiological cross-
sect 
 

sectional studies, that showed transferrin 
saturation coefficient having an impact on the 
severity of periodontitis, probably related to the 
promotion of periodontal pathogenic species. 
However, morphometric analysis of the murine 
model for hereditary haemochromatosis Hfe(–/–) 
revealed alterations in the mandibular alveolar 
bone micro-architecture, suggesting a 
disruption of bone remodeling. A mixed animal 
model, with Porphyromonas gingivalis-induced 
periodontitis and Hfe(–/–) mice, was therefore 
performed, in order to explore the underlying 
mechanisms of the relationships between iron 
excess, bacterial dysbiosis, and periodontitis. 

 


	Production scientifique
	Table des matières
	Table des figures
	Introduction et problématique
	Le microbiote buccal
	La maladie parodontale
	Fer, bactéries et cavité buccale
	Hémochromatose héréditaire et maladie parodontale
	Problématique et objectifs
	Références

	Observations chez l'Homme
	Increased transferrin saturation is associated with subgingival microbiota dysbiosis and severe periodontitis in genetic haemochromatosis, Scientific Reports 2018
	Periodontal pathogens and clinical parameters in periodontitis, Molecular Oral Microbiology 2019
	Références

	Modèles expérimentaux chez la souris
	Alteration and loss of mandibular alveolar bone in Hfe knocked-out mice. A pilot study. Soumis dans Journal of Clinical Periodontology
	Oral dysbiosis model with Porphyromonas gingivalis is strain-dependent, soumis dans Journal of Dental Research
	Références

	Perspectives
	Croisement des modèles animaux
	Lien entre microbiotes oral et digestif
	Dysbioses induites par Porphyromonas gingivalis et altérations de l'état général
	Études à long terme et prospectives
	Références

	Conclusion
	Appendices
	Communication affichée au Oral Health Research Congress de Vienne
	Communication orale à la 97e session générale de l'IADR à Vancouver
	Communication affichée à la Journée Scientifique des Hôpitaux Universitaires du Grand Ouest
	Communication affichée au Forum des Jeunes Chercheurs en Odontologie
	Première version du manuscrit adressé au Journal of Clinical Periodontology
	Commentaires des relecteurs du Journal of Clinical Periodontology
	Accusé de réception du manuscrit révisé soumis à Journal of Clinical Periodontology
	Accusé de réception du manuscrit soumis à Journal of Dental Research

