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Introduction :
L’atteinte carieuse est un probleme de santé publique qui affecte de plus en plus d’enfants, ,
dans le monde entier.(1,2) En particulier, la carie précoce est responsable de la destruction de
la denture temporaire avec de nombreuses retombées sur la santé de ’enfant. Elle peut, par
exemple, impacter 1’évolution de la denture définitive et augmenter la probabilité de développer
de nouvelles lésions carieuses sur cette derniére. Afin de pouvoir mettre en place des mesures
de prévention, il a donc été nécessaire d’en déterminer les facteurs de risques, et les mécanismes
éthiopathogenes dont, notamment, les acteurs bactériens.

Les premiéres dénominations associées au phénomene carieux chez le jeune enfant ont été en
rapport soit avec une étiologie, comme « carie du biberon », «baby bottle tooth decay »
«nursing caries » (3), soit avec un tableau clinique tel que « caries rampantes » « maxillary
anterior caries » (4)

En 1994, la conférence de consensus des Centers for Disease Control and Prevention, adopte
un nouveau terme basé sur le jeune age des patients : « Early Childhood Caries » (ECC), en
frangais « Carie Précoce de 1I’Enfance » (CPE). (5) Pour I’American Association of Pediatric
Dentistry, tout enfant de moins de 6 ans ayant et/ou ayant eu une lésion carieuse (ou plus) sur
sa denture temporaire est atteint d’ECC (dent cariée, obturée ou absente pour cause de carie).(3)
Le National Institute of Health, plus précis, situe I’ECC entre 0 et 71 mois.(6)

L’ECC sévere (S-ECC) est aussi définie en fonction de 1’age de survenue et du degréd’atteinte.
Ainsi la S-ECC concerne 1’enfant de moins de 3 ans avec une atteinte carieuse de surface(s)
dentaire(s) lisse(s), I’enfant de 3 a 5 ans ayant des lésions en rapport avec les surfaces lisses des
dents antérieures maxillaires ou un CAOF supérieur ou égal a4 a3 ans,a5a4ans,a6ab ans.
D’aprés I’étude de A.Tanner (2011), les bactéries identifiées comme étant associées a I’ECC
sont principalement les Streptococcus mutans, Scardovia wiggsiae Veillonella parvula et
Actinomyces gerensceriae (7). Scardovia wiggsiae, un bacille Gram+, a été identifié par
1’équipe de cette chercheuse comme intervenant dans I’évolution de la carie précoce de 1’enfant.
Toutefois aucune étude sur la présence de cette bactérie n’a été menée au sein d’une population
d’enfants frangais souffrant de caries précoces.

L’objectif de ce travail est donc de rechercher la présence de Scardovia wiggsiae dans un
échantillon de 25 enfants atteints de caries précoces, venant en consultation dans le service
d’Odontologie Pédiatrique du CHU de Bordeaux, afin de corroborer I’association de cette

espece a cette pathologie.
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l. La Carie Précoce de ’Enfance

A. Tableau clinique :

Il est obtenu par examen clinique et radiologique.

1. Localisation spécifique :
Elle dépend de la chronologie d’éruption des dents, de leur durée d’exposition aux facteurs de
risques et des caractéristiques des mouvements musculaires de succion de 1’enfant.(5) L’attaque
carieuse affecte donc en premier les faces vestibulaires des incisives maxillaires, puis celles des
molaires maxillaires, les faces palatines des canines maxillaires suivies des faces linguales des
molaires mandibulaires et pour finir, les incisives mandibulaires. Ces derniéres sont moins
atteintes car elles bénéficient de 1’action nettoyante de la langue pendant la succion ainsi que
des effets tampon et de clairance de la salive émise a proximité par les glandes salivaires sous-

maxillaires et sublinguales. (5,8)

2. Evolution :
Sans traitement, quatre stades d’évolution sont décrits : le stade initial avec des Iésions blanc
crayeux réversibles mais rarement détectées par les parents; le stade 2 avec atteinte dentinaire
(dentine molle et jaune visible, sensibilité au froid exacerbée); le stade 3 avec atteintes dentino-
pulpaires (douleurs provoquées a la mastication et au brossage, douleurs spontanées la nuit) et
enfin le stade 4 avec fracture coronaire accompagnée de douleurs continues affectant, entre

autres, I’alimentation et le sommeil de ’enfant. (5, 9, 10)
3. Conséguences (11)

a) Conséquences bucco-dentaires :
La progression de la lésion carieuse provoque une destruction de 1’organe dentaire avec, a
terme, une nécrose du tissu pulpaire puis des atteintes pulpo-parodontales aigués (cellulite avec
adénopathie, mobilité de la dent causale) ou chroniques (les plus fréguentes, avec formation de
parulies). Les germes des dents définitives peuvent étre atteints si 1’infection se propage. (5,10)
De plus, il a été observé qu’un enfant atteint de CPE est plus susceptible de développer des

Iésions carieuses sur ses dents définitives. (8,12)

b) Conséquences fonctionnelles :
La perte de I’organe dentaire peut empécher une acquisition adéquate des praxies orales par
mauvaise position de la langue (5) et, également, un développement harmonieux des

maxillaires. (13)
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C) Conséquences psychologiques :
Les dommages esthétiques (dents noires ou absentes, défaut de croissance des maxillaires) et
les difficultés de prononciation affectent I’entrée de 1’enfant dans la vie sociale. Le manque de
sommeil et la douleur en font un enfant irritable, ayant des troubles de la concentration et des

absences scolaires répétées (14) (15) (16)

d) Conséquences générales :
Les difficultés a s’alimenter et le manque de sommeil impactent négativement la croissance de
I’enfant (taille et poids inférieurs a la moyenne) (8) (17,18) (19). De plus, des maladies comme

le diabéte et I’endocardite infectieuse peuvent résulter de la bactériémie. (20)

B. Etiologie : maladie infectieuse multifactorielle(21) :

Figure 1. Schéma de KEYES modifié par Newbrun revu par Reinse et Douglas. (22)
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1. Facteurs microbiens :
Les apports répétés de sucre amenent au déséquilibre de 1’écosystéeme buccal par
développement préférentiel de certaines espéces bactériennes. L’équipe d’A.Tanner a étudié la
flore bactérienne associée a la CPE et met en avant les principaux protagonistes. Streptococcus
mutans est une espéece initiatrice du phénomene carieux et donc la plus étudiee. Scardovia
wiggsiae est I’objet de notre étude et sera décrite ultérieurement. Veillonella parvula, bactérie
gram négatif, n’est pas acidogene mais participe a la croissance des espéces cariogéenes
(notamment S.mutans) dans le biofilm bactérien. Les bactéries du genre Actinomyces sont des
envahisseurs secondaires. Des bifidobactéries (dont Bifidobacterium dentium) et des

lactobacilles ont également été détectés. (7)
2. Facteurs liés a I’hote :

a) L’age :
Certaines caractéristiques anatomiques et physiologiques de la dent temporaire la rendent plus
susceptible a la déminéralisation. Les tissus qui la composent sont plus fins et moins minéralisés
que ceux d’une dent définitive. L’émail étant immature, la cario-susceptibilité est maximale
jusqu’a un an apreés 1’éruption de la dent (36). La forme coronaire globuleuse et les sillons
marqués des molaires favorisent la rétention de plaque. La largeur des tubuli dentinaires et la

chambre pulpaire volumineuse permettent une progression plus rapide de la lésion carieuse.

b) Spécifiques a Uindividu :
Les bébés de petit poids a la naissance mangent peu mais plus fréguemment, augmentant ainsi

le risque de développer des CPE (9).

Des carences alimentaires (la malnutrition et/ou au refus de s’alimenter en raison de douleurs
dentaires) influeraient négativement sur la formation de 1’organe dentaire (impliquant des
défauts de structure) et les mécanismes de défense (qualité et quantité de la salive, production

de cellules immunocompétentes) (9).

Un état de santé fragile, une pathologie chronique, impliquent la prise fréquente de
médicaments pouvant contenir des sucres et, quelquefois un comportement plus permissif des
parents face a la nourriture et a I’hygiéne bucco-dentaire. Par ailleurs, certains handicaps

rendent le maintien de 1’hygiéne bucco-dentaire difficile.
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La salive joue un role essentiel dans la protection de la carie. Elle aide a I’élimination des débris
alimentaires vers le tube digestif permet un effet tampon neutralisant les acides (37), une action
antibactérienne par certains facteurs de defense dont des protéines antibactériennes (9) et une
reminéralisation par les ions phosphate et calcium qu’elle contient. Toute xérostomie ou défaut
de production augmentent donc le risque de CPE (respirateur buccal, hyposialie d’origine
médicamenteuse, maladies...) (38). Le débit salivaire se trouvant réduit durant le sommeil, le

jeune enfant (0 a 2 ans) est d’autant plus exposé qu’il dort en moyenne 15 heures par jour.

Au niveau de I’organe dentaire, des antécédents de Iésions carieuses (21), des restaurations,
des anomalies de structure de 1’émail et/ou de la dentine (MIH, hypoplasie, fluorose...) ou une
morphologie anfractueuse des sillons sont des facteurs prédisposant a de futures lesions
carieuses (3, 9, 21, 38)

3. Les facteurs liés a la famille
Ils peuvent étre génétiques, biologiques (flore bactérienne) mais aussi liés au comportement de
la famille au niveau hygiene alimentaire (nature et fréquence de 1’alimentation) (2) et hygiene

bucco-dentaire (brossage, visites réguliéres chez le chirurgien-dentiste).

a) Alimentation
Chez le jeune enfant, 1’allaitement est encouragé car bénéfique sous bien des aspects (38).
Cependant, il est conseillé par 1IOMS et le Plan National Nutrition Santé

(www.mangerbouger.fr/pnns édité par le Ministére de la Santé) de diversifier 1’alimentation

progressivement a partir de 6 mois, un allaitement partiel étant possible jusqu’a 2 ans aux
horaires des repas seulement. (3,5). Plus tard, la composition des aliments du régime
nutritionnel de I’enfant et leur capacité a rester en bouche, de par leur consistance, est a
considérer (5, 38). Ainsi tout aliment contenant des glucides fermentescibles par les bactéries
cariogenes ou ayant un potentiel érosif élevé (pH bas) peut étre considéré comme cariogéne. Il
faut privilégier une alimentation provocant une mastication active qui augmente la production
de salive et décolle une partie des aliments rémanents (5).

Plus important que la quantité de sucres consommée, la fréquence des prises alimentaires est
un facteur capital dans la survenue de la lésion carieuse (3, 36, 39, 40). En effet, chaque prise
de produits potentiellement cariogenes (aliments et/ou boissons) entraine une baisse du pH
buccal qui, s’il est inférieur a 5,5, est responsable d’une déminéralisation irréversible des
surfaces dentaires. Si les prises alimentaires sont trop rapprochées dans le temps, la zone de pH
stable et de remineéralisation n’est jamais retrouvée. (21, 38). Cing prises maximum de produits

sucrés par jour sont conseillées par ’OMS (28, 41).
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Ainsi ce n’est pas tant le pouvoir cariogéne du lait mais sa consommation a la demande et
prolongée dans le temps qui en font un produit souvent a 1’origine d’une atteinte carieuse

précoce. (3, 8, 38, 40, 42).

Enfin toute alimentation cariogene nocturne est a éviter car la production salivaire protectrice
est réduite et le contact dents/tétine du biberon ou de la sucette recouverte d’un produit sucré

est prolongé (5). Seule la prise d’eau est autorisée (5, 8, 9).

b) Hygiéne bucco-dentaire
Les surfaces dentaires atteintes en premier (faces vestibulaires des incisives maxillaires) sont
aussi celles qui sont les plus accessibles au brossage. Dans le cadre de la CPE, cela implique
une hygiéne dentaire défaillante (9). Le brossage doit avoir lieu dés I’éruption de la premiere
dent (43), deux fois par jour (le soir étant le plus important en raison de la diminution du débit
salivaire au cours de la nuit) avec un dentifrice fluoré et une brosse a dents souple adaptée a
I’age de I’enfant (44). L’implication des parents pour un brossage efficace évolue avec 1’age :

au debut realisé par eux, il sera, par la suite, supervisé puis seulement contrélé. (45)

c) Fluor
Le tissu dentaire minéralisé subit une alternance déminéralisation/reminéralisation due aux
variations de pH dans la cavité buccale. Les ions fluor participent a la minéralisation de I’organe
dentaire. En effet, en s’alliant a I’hydroxyapatite, ils stabilisent les cristallites et donc renforcent
I’émail face aux attaques acides. De plus, les fluorures ont une action inhibitrice sur les
bactéries. Leur absorption par ces derniéres se trouve augmentée par un milieu extracellulaire
acide (44)

I1 existe de nombreux modes d’apport de fluor : dans I’alimentation (sel enrichi en fluor, eau,
lait), les produits d’hygiéne bucco-dentaire (dentifrices et bains de bouche) (28) et les produits
de supplémentation en cas de risque carieux élevé (gouttes, comprimés, gels, vernis) (37)

Il convient de réaliser un bilan personnalisé de I’enfant en fonction de son age et de son risque

carieux afin d’évaluer ses besoins en fluorothérapie et d’éviter tout surdosage.

4. Facteurs liés a I’environnement (2):
Les enfants issus d’un milieu socio-économique défavorisé sont plus atteints par la maladie
carieuse (36, 37, 42). Cela peut s’expliquer par une alimentation déséquilibrée, avec

consommation de produits industriels trés caloriques pour une faible portion , des difficultés a
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acquérir et a renouveler le matériel adéquat pour 1’hygiéne bucco-dentaire et des horaires de
travail ne permettant pas d’étre présent pour superviser le brossage de I’enfant. (5).

Pour contrebalancer une situation de vie difficile, les parents ont aussi tendance a gater leurs
enfants.

De méme, un faible niveau d’éducation des responsables de 1’enfant se trouve lié & une forte
prévalence de la CPE. (5, 9). Des comportements a risques, la peur du fauteuil dentaire et une
visite tardive chez le chirurgien-dentiste sont souvent corrélés & un manque de connaissances
en terme d’hygiéne alimentaire (danger de 1’allaitement a la demande et prolongé, nature
cariogéne du régime alimentaire, fréquence des prises alimentaires), d’hygiéne bucco-dentaire
(brossage dés la premiéere dent, deux fois par jour (3)) et du caractére infectieux de la maladie
carieuse. (9).

Le recours tardif aux soins et le manque d’impact des campagnes de prévention tiennent aussi
a une vision de la santé plutét négative voir fataliste (5). Dans les milieux défavorisés, le
renoncement aux soins chez I’enfant est doublé par rapport au reste de la population (28)

La complexité d’une situation familiale (famille monoparentale suite a une séparation) ou la
démission parentale dans 1’éducation de I’enfant peuvent également étre a 1’origine d’attitudes
a risque cariogene pour apaiser ce dernier, voire de négligences. Enfin le stress généré au
quotidien par une instabilité financiére, sociale, familiale (...) jouerait un réle sur les facteurs
immunologiques et représenterait donc un facteur de risque de la CPE. (5,9).

Parfois, les soins sur enfants sont redoutés (relationnel, compétences techniques particuliéres)
par les praticiens libéraux qui adressent aux services hospitaliers (submergés, éloignés) ou aux
rares pédodontistes (28). L’approche du praticien dépendra de 1I’étendue de I’ECC et du niveau
de compréhension de I’enfant (soins sans sédation, sous MEOPA, sous anesthésie générale)
(42)

C. Prévention :

1. Prévention primaire :
La prévention primaire permet 1’é¢ducation de I’entourage de I’enfant a I’hygié¢ne alimentaire
et bucco-dentaire, a I’utilisation du fluor et aux modes de transmission des bactéries cariogenes
(36). Cet apport d’information recommandé par I’HAS (2010) peut débuter chez la femme ayant
un projet d’enfant (43), se poursuivre chez la femme enceinte et la jeune mere, les habitudes de
santé étant transmises principalement par la mére (28). Ainsi, aux Etats Unis, un programme a
permis le suivi de la mére dés le 4°™ mois de grossesse puis celui de ’enfant jusqu’a 3.5 ans.

Il a entrainé un nombre accru d’enfants indemnes de caries (46). Afin de prévenir la
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transmission verticale, il convient de supprimer les réservoirs de Streptococcus mutans

(hygiene, soins lésions carieuses) chez la mere (3, 47).

Toutefois, ces recommandations aupres des parents ne se révelent efficaces qu’a court terme,
lorsqu’elles sont suivies, (1) et sont donc a réévaluer et a renouveler lors de visites régulieres

chez le praticien (28).

Des rendez-vous repétés du jeune enfant chez le dentiste permettent aussi de le familiariser avec
I’environnement et les comportements au cabinet dentaire. Parmi les actes réalisés, on peut citer
I’application de vernis fluoré chez les enfants a risque de CPE (48) ou le scellement de sillons

permettant de réduire les zones anfractueuses rétentrices de plaque.

2. Prévention secondaire :

Le dépistage et les soins, réalisés le plus tét possible, constituent la prévention secondaire. Pour
cela, une visite entre 6 mois et un an est recommandée par 1’ Association Dentaire Américaine,
I’Académie Ameéricaine de Dentisterie Pédiatrique et 1’Association des Dentistes de Santé
Publique, mais elle est peu réalisée en général, les familles n’ayant pas conscience de
I’importance d’une consultation précoce. Les pédiatres peuvent étre sensibilisés a la détection
de ces lésions et rediriger précocement le jeune enfant vers le chirurgien-dentiste (43)

La prise en charge des CPE est lourde car elle implique des soins multiples chez des enfants en
bas age et une contamination intersites. L’anesthésie générale peut étre une solution a ces
différents paramétres mais les délais sont souvent importants (4 a 6 mois) en raison du manque
de structures. (28)

3. Prévention tertiaire :
La prévention tertiaire permet de rétablir les fonctions, I’esthétique et de conserver 1’espace
jusqu’a 1’éruption des dents définitives. Elle implique la réalisation et la mise en place de

prothéses et mainteneurs d’espace. (36)
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1. Streptococcus mutans et Scardovia wiggsiae :

A. Streptococcus mutans
Streptococcus mutans_est un cocci gram + aéro-anérobie facultatif impliqué dans I’initiation et
la progression de la carie dentaire. En effet, il synthétise des polysaccharides extracellulaires
permettant son adhérence aux surfaces dentaires. De plus, il produit des acides en dégradant les
polysaccharides amenés par I’alimentation ou ceux stockés au niveau intracellulaires. Enfin, il
peut évoluer dans des environnements acides (8, 23, 24). La contagion précoce d’un enfant par
Streptococcus mutans augmente le risque de développer des lésions carieuses (21) (25). Chez
les enfants atteints d’ECC, il constitue plus de 30% des bactéries cultivables de la plaque contre

0.1% chez les sujets indemnes de caries (1).

L’éruption des incisives mandibulaires et des molaires maxillaires (anfractueuses donc plus
susceptibles de retenir la plaque dentaire) est une période critique car elle constitue une fenétre
d’infectiosité caractérisée par une contamination accrue (26—28).

Il peut y avoir une « contagion verticale », c'est-a-dire de la mere a ’enfant (29) et/ou une
« contagion horizontale » au sein d’un groupe (fratrie, créches) par la salive (tester la nourriture

avec la méme cuillére que 1’enfant, partage de brosse a dents, jouets....). (30)

B. Scardovia wiggsiae

Le développement bactérien di a un régime riche en sucre, a I’absence d’hygiéne et a
I’apparition de cavités carieuses entraine I’épaississement de la plaque dentaire et donc
I’apparition d’une flore anaérobie dans les zones privées d’oxygene. Ainsi Scardovia wiggsiae
a été detectée au sein d’échantillons de biofilm dentaire chez des enfants souffrant de caries
précoces, associée, ou non, a Streptococcus mutans (7, 12, 31). Les auteurs ont émis I”’hypothése
que Scardovia wiggsiae était soit un initiateur de la lésion carieuse, soit un envahisseur
secondaire de cette Iésion progressant dans la dentine (7). Son implication dans la progression
des caries dentinaires profondes est confirmée par sa présence dans les pulpes infectées
d’enfants.(32) Cependant, cette espece a également été mise en évidence dans les lésions
blanches amélaires, 1ésions initiales de I’atteinte carieuse. (31) L’association de Streptococcus
mutans et Scardovia wiggsiae est un facteur de risque pour I’ECC. Ainsi, dans I’étude de Tanner
etal. (7), il est constaté, que 80% des enfants présentant 1’association de ces deux espéces de
bactéries sont atteints d’une ECC séveére.

Le nom de Scardovia wiggsiae fait référence a un microbiologiste italien Vitorrio Scardovi
(travaux sur les bifidobactéries) (33) et a un microbiologiste américain nommé Lois Wiggs
(travaux sur la microbiologie anaérobie). (34)
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Cette bactérie a été isolée a partir de prélévements issus de la cavité buccale (Iésions carieuses
(34), tissu de carcinome épidermoide oral) (35) et d’une blessure infectée sur le bras d’un
consommateur de drogue en intraveineuse (34). C’est un bacille gram+, anaérobie, non mobile,
non-sporulé (34), acidogéne et acido-tolérant (7). Ce bacille mesure 1.6 a 0.7um sur 1.6 a 4 um.
Il adopte des formes diverses (droit, courbé, en forme de club de golf) et se trouve seul, en paire
ou en courtes chaines avec des ramifications et des arrangements communs aux bacilles
diphtériques.(34) Les colonies, convexes sur gélose Fastidious Anaerobe Agar (aprés 7 jours
d’incubation), mesurent entre 0.4 et 1.2 mm de diamétre et ont des morphologies diverses
(circulaires, irréguliéres voire en forme de molaire). Elles prennent des teintes opaques grises,
blanc cassé ou créme. Si on augmente le temps d’incubation, elles deviennent plus irréguliéres
avec une surface ridée et cireuse et une coloration jaune-orangée dans les zones de forte densité.
La dénomination de la souche type est C1A-55T7 (=DSM 225477=CCUG 58090"). Scardovia

wiggsiae est le taxon oral humain 195 dans la base de données du microbiome oral humain (34)

D-arabinose, fructose, galactose, glucose, maltose, raffinose, ribose, sucrose sans production de gaz,

Fermentation: faible du mannose
variable de lactose, melibiose et salicin

Ne fermente pas: cellobiose, dextran, ,mannitol, melezitose, rhamnose, sorbitol, trehalose ou xylose
Dans bouillon PYG: production importante d’acide acétique, faible 8 moyenne d’acide lactique
Hydrolyse: saccharose
Hydrolyse variable: esculine
Pas d'hydrolyse: L-arginine, gélatine, urée
Pas de production: d'indole, catalase, H2S
Pas de réduction : nitrate

Tableau 1 : Description biochimique de Scardovia wiggsiae (34)
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Travaux Expérimentaux

Objectif :
Le but de ce travail est de rechercher sur des prélévements de tissus carieux

d’enfants atteints de caries précoces la présence de Scardovia wiggsiae.

21



l. Matériel et méthodes

A. Population étudiée :
L’¢tude cible des enfants agés de 24 a 71 mois qui ont été vus en consultation dans le service
d’Odontologie de 1’hopital Saint André (CHU de Bordeaux) du 17 septembre 2014 au 12
décembre 2014. L’étude a été menée sur une population de 25 enfants dont la moyenne d’age

était de 56,28 mois.

Pour étre inclus, ils devaient étre en bonne sante, c'est-a-dire ne présenter aucune pathologie
chronique physique ou psychologique. La prise d’antibiotiques dans les 3 mois précédant le

préléevement était un critére d’exclusion.

Lors de la consultation, le diagnostic de CPE a été posé suite a un examen endobuccal. L’objet
de I’étude a été présenté aux responsables de I’enfant et le consentement éclairé recueilli.
(Annexe 1). Un questionnaire standardisé a été soumis aux parents, permettant de consigner les
caractéristiques de I’enfant (nom, prénom, date de naissance, prise d’antibiotiques) et de définir
la présence de facteurs de risque de la CPE (habitudes alimentaires, hygiene bucco-dentaire,
présence de plaque). Enfin un examen bucco-dentaire approfondi est pratiqué et le CAO reporté

sur le questionnaire. (Annexe 2)

B. Prélevement — Mise en culture :
Les prélevements de plaque et de tissu carieux ont été réalisés en bouche, a 1’aide d’un
excavateur stérile, au niveau des dents présentant des lésions carieuses.
Les échantillons ont été déposés dans un tube a essai contenant du milieu PRAS Ringer (5ml)
stérile (Annexe 3) et acheminés dans les plus courts délais au laboratoire de microbiologie de
la faculté d’Odontologie de Bordeaux.

Le prélevement a été dilué a 102 puis mis en culture sur gélose acide (spécifique des bactéries
acido-tolérantes comme Scardovia wiggsiae) (Annexe 4), gélose au sang (peu sélective) et
gélose Mitis Salivarius (sélective pour Streptococcus mutans) (Annexe 5). Les géloses ont éeté
placées en anaérobiose dans une étuve a 37°C pendant 6 a 7 jours . La durée d’incubation a été
déterminée avec la souche ATCC : des colonies sont visibles et dénombrables au bout d’une

semaine.
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C. Identification

1. Observation des colonies :
Les différentes colonies ont été identifiées, décrites (taille, couleurs, forme, relief) et
dénombrées.
Une coloration de Gram de chaque type de colonie a été réalisée afin d’observer au microscope

les bactéries la composant.

N’ont été conservés que les bacilles gram+, bactéries susceptibles d’étre des Scardovia

wiggsiae et les cocci gram+ pouvant étre des Streptococcus mutans.
Les souches sélectionnées ont ensuite été mises en culture en bouillons :

- PYG (peptone-yeast extract-glucose) (34) (Annexe 6) en ce qui concerne les bacilles

Gram+, pour une durée de 6 jours, a 37°C.
- TS (Trypticase soja) pour les cocci Gram+, pour une durée de 2 jours a 37°C

Toutes les cultures sont ensuite congelées (1,2ml de culture et 0,6ml de glycérol) a -80°C en

attendant une identification plus précise.

2. ldentification biochimique : Galerie Rapid 32A BioMérieux (34)

La méthode API est basée sur la comparaison du profil biochimique de la bactérie a identifier
avec des profils types. Pour cela, les souches ont été décongelées, 400uL ont été prélevés et mis
en bouillon PYG, a I’étuve (37°) pendant 3jours. 50pL d’échantillon bactérien a été étalé sur
géloses au sang qui ont été mises a 1’étuve (37°C) en anaérobiose pendant 3jours. La culture
obtenue a été prélevée a 1’aide d’un écouvillon stérile et mise en suspension dans la solution
prévue a cet effet. A I’aide d’une micropipette, 55uL de suspension ont été déposés dans chaque
cupule de la galerie. 2 gouttes d’huile de paraffine ont été ajoutées au-dessus du test URE. La
galerie a incubé 4h30 en aérobiose a 37°C.

La lecture de la galerie a eu lieu 5min (maximum 10min) apres avoir ajouté les différents

réactifs.
3. Identification moléculaire :

a) Extraction d’ADN :
L’extraction de I’ ADN se fait sur une culture de 3 jours de la souche a identifier (bouillon PYG,
a37°C), en suivant le protocole du fabricant (GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit, Sigma
Aldrich). Une migration par électrophorése sur gel d’agarose a été réalisée afin de Vérifier la

présence effective d’ADN.
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b) PCR (Polymerase Chain reaction):
Les PCR ont été réalisées sur I’ADN extrait avec des amorces spécifiques de S. wiggsiae et

d’Actinomyces viscosus (espéces trés proches morphologiquement).
Scardovia wiggsiae (12) :

v" Amorce sens (Scar448F): 5°-GTG GAC TTT ATG AAT AAG C-3°
Amorce anti-sens (Scar 619 R) : 5’-CTA CCG TTA AGC AGT AAG-3’
v' Mélange réactionnel pour 2uL d’ADN :
Tampon 10X : 5pL
Amorce Scar448F : 1uL
Amorce Scar619R: 1uL
DNTP : 1pL
Taq Polymérase : 0.25uL
Eau ultrapure stérile : 40,75uL
v Programme du thermocycleur : 40 Cycles
Préchauffage (94°C, 2min), Dénaturation (94°C, 20s), Chauffage (51°C, 20s),
Elongation (72°C, 20s).
Extension finale (72°C, 5min)
v Electrophorése sur gel d’agarose : permet de mettre en évidence la présence
d’une bande d’ADN
La présence d’un témoin positif (souche de collection de Scardovia wiggsiae)

permet de donner une bande de référence de 172 pb

Actinomyces viscosus : (50)
v" Amorce SIA1 5°-CGG CGA TGT CAT GACCTT
Amorce SIA2 5°- ATG CGG TAGTTG TCG GTG
v Mélange réactionnel pour 2uL d’ADN :
10X : 5uL
Amorce SIAL : 1uL
Amorce SIA2: 1uL
DNTP : 1L
Taq Polymérase : 0,25uL
Eau ultra pure stérile : 39,75uL

v Programme AV du thermocycleur : 32 cycles
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Dénaturation 15sec a 96°C, hybridation 30sec a 55°C, synthese 1min a 72°C,

retour a 4°C.

v' Electrophorése sur gel d’agarose: I’identification est considérée comme

positive en présence d’une bande d’ADN au niveau de 756pb.

I. Résultats :
A. Description de la population :
- Biberons/ .
Sujet Agg Ant,e gedents Grignotage | Boissons | Allaitement Allme,nts
(mois) médicaux sucres
nocturnes
. . gateaux,
1 68 RAS oui Eau, sirop non bonbons
2 69 RAS oui Bau,jusde | Jusqua 30 | 000
fruit mois
AG pour extractions . . A
3 66 multiples 2012 oui sirop non gateaux
4 56 AG végétations oui Coca cola non bonbons
5 38 amélogénése imparfaite NC NC NC NC
6 65 RAS oui sirop non gateaux
7 71 RAS oui Eau Jusgrl]lsa 3 bonbons
8 47 RAS oui Coca cola non bonbons
9 68 autisme oui Eau, Jusgrl]lsa > gateaux
10 55 RAS oui sodas non bonbons
11 43 RAS oui Jus de fruit Jusqu a 30 bonbons
mois
12 66 RAS oui coca Jusqua30 | ohons
mois
13 59 RAS Non lcetea | Jusqu'a2 bonbons
Jus de fruit ans
14 66 RAS Non E,au, Jus jus d’orange | bonbons
d’orange
15 59 RAS oui Eau, non bonbons
16 27 RAS oui Jus de fruit | allaitement bonbons
17 65 RAS oui sodas non gateaux,
bonbons
18 54 RAS oui NC NC NC
19 33 RAS sirop non bonbons
20 55 RAS oui sirop Jusqu a 19 gateaux,
mois bonbons
21 37 RAS oui Eau, coca Biberon gateaux,
chocolat bonbons
22 61 RAS oui lej%r;ade, non gateaux
23 50 RAS NC NC NC NC
24 58 RAS Non Cocacola | Biberon lait bonbons
25 71 asthme Non sodas non bonbons

Tableau 2 : Description des patients. (AG = anesthésie générale ; RAS = rien a signaler, NC=

non connu, patients et parents ne parlant pas francais)
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Identification| Fréguence Brossage/jour|Seul/aidé| CAOD |Présence de plaque
P1 2 aidé 14 oui
P2 1 seul 6 oui
P3 1 aidé 4 oui
P4 0/1 seul 13 oui
P5 NC NC 8 oui
P6 1 seul 9 oui
pP7 2 aidé 7 oui
P8 0/1 seul 9 oui
P9 1 aidé 14 oui
P10 1 seul 19 oui
P11 2 aidé 8 oui
P12 1 seul 6 oui
P13 2 seul 6 oui
P14 1 seul 14 oui
P15 1 aidé 13 oui
P16 2 aidé 11 oui
P17 2 seul 12 oui
P18 1 seul 4 oui
P19 2 aidé 6 oui
P20 1 seul 5 oui
P21 2 aidé 6 oui
P22 1 aidé 7 oui
P23 NC NC 2 non
P24 2 aidé 9 oui
P25 2 aidé 10 oui

Tableau 3 : Hygiene et examen bucco-dentaire (CAOD : dents cariées, absentes ou obturées

suite a une lésion carieuse)

Le CAOD était en moyenne de 9 avec un minimum de 2 et un maximum de 19. Il faut prendre

en compte le fait qu’il y a eu un examen clinique sans examen radiologique et donc une sous-

estimation du nombre de dents cariées
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B.

Identifications bactériennes :

Nous avons pu isoler 33 bacilles Gram positif et 24 cocci Gram positif.

Identification Identification
Bacilles gram+ Cocci gram + Congelé moléculaire

P1 s6 s10, s12 24/09/2014 n6= actinomyces viscosus
P2 s16 17/10/2014

P3 519, 520, s21, 522, 523 23/10/2014

P4 s24 s27 23/10/2014

P5 530, s31 23/10/2014

P6 s33 536 04/11/2014

P7 532 s35 04/11/2014

P8

P9 s34 s38 s37 04/11/2014

P10 s42 543 12/11/2014

P11 s39 12/11/2014

P12 s40 s41 12/11/2014

P13 s50 s51 18/11/2014

P14 s48 s49 18/11/2014

P15

P16 s47 s44, 545, s46 18/11/2014

P17 s56 02/12/2014

P18 53, 554, s55 02/12/2014

P19 s52 02/12/2014

P20

P21 s57, s58, s59 s60 08/12/2014

P22 s63 16/12/2014

P23 s61, s62 564, s65 16/12/2014

P24 s66, s67, s68, s69, s70 |s72 19/12/2014

P25 s71 s73,574,s75 19/12/2014

33 bacilles gram+

24 cocci gram+

Nous n’avons mis en évidence aucune souche de Scardovia wiggsiae.

Un seul bacille Gram positif (s6) a pu étre identifié par PCR comme étant Actinomyces viscosus.
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1. Culture de la souche ATCC Scardovia wiggsiae :

Photo 1 : Colonie sur gelose acide aprés 7 jours de culture a 37°C

Photo 3 : Observation au microscope de Scardovia wiggsiae apreés coloration de Gram
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2. Galerie Rapid ID 32 A :

Photo 4 : Galerie Rapid 32A effectuée avec la souche ATCC de Scardovia wiggsiae

Photo 5 : Profil de la souche ATCC de Scardovia wiggsiae déduit de la galerie Rapid 32A.
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3. PCR

Photo 6 : Gel d’¢électrophorése suite a PCR de la souche ATCC de Scardovia wiggsiae

Photo 7 : Gel d’électrophorése suite aux PCR des souches sauvages s 56, 57, 58, 59, 61, 62, 63,
66, 67, 68, 69. Seule la bande correspondant a la souche ATCC de Scardovia wiggsiae est

visible.
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I11.  Discussion :

Nous basant sur les études de Tanner et al, nous avons émis I’hypothése que Scardovia wiggsiae
pouvait étre présente dans les lésions carieuses cavitaires des enfants atteints de CPE. Cette
étude avait pour objectif de connaitre la fréquence d'apparition de cette espece chez des enfants
polycariés soignés dans les services cliniques du CHU de Bordeaux et donc de mettre en
évidence le lien entre la présence de la bactérie et la carie précoce de I'enfance. A ce jour,
Scardovia wiggsiae n’a pas été identifiée dans nos échantillons. Les sujets étaient issus de la
patientéle hospitaliére qui n’est pas représentative de la population générale (Biais de sélection).
Il a été difficile de recruter des sujets n’ayant pas eu de traitement antibiotique les trois derniers
mois car une atteinte sévere par la CPE implique souvent des abces d’origine dentaire et parfois

un traitement médicamenteux en urgence.

Les questionnaires ont été remplis avec I’aide des responsables de I’enfant, a 1’exception des
patients P5, P18 et P23 pour lesquels la communication était limitée, la famille n’étant pas

francophone ou anglophone. (Biais d’information)
Les enfants intégrés dans 1’étude présentent plusieurs des facteurs de risques de la CPE :

- lls étaient pour la plupart issus de milieux défavorisés.

- L’hygiéne alimentaire était défectueuse, certains cumulant fréquence des repas
élevée et alimentation cariogene. 18 enfants pratiquaient le grignotage (5 ne
grignotaient pas et 2 non connu), 19 consommaient des boissons cariogénes (3 de
I’eau exclusivement et 3 non connu), 16 des aliments cariogénes réguliérement (6
non, 3 non connu), 11 avaient eu ou avaient encore un biberons/allaitement nocturne
tardif (11 non, 3 non connu).

- L’hygiéene bucco-dentaire était insuffisante. 2 patients se lavaient les dents de
maniere aléatoire (0 oul fois par jour), 11 patients 1 fois par jour (non connu pour
2). lls étaient assistés par un parent pour 12 d’entre eux (11 le faisaient seul sans
verification et non connu pour 2). Chez les 10 enfants se lavant les dents 2 fois par
jour, 8 étaient aidés par un parent. La plaque dentaire était visible chez 24 des enfants
(la technique de brossage était donc a revoir, méme chez ceux se lavant les dents 2

fois par jour avec accompagnement
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L’absence de détection de Scardovia wiggsiae peut s’expliquer par une véritable absence de la
bactérie au sein des préléevements effectués ou par des faux négatifs dus a des défauts dans les

différentes étapes du protocole.

Cependant, afin de pallier la seconde hypothése, le laboratoire de Microbiologie de la faculté
d’Odontologie de Bordeaux a fait 1’acquisition de la souche ATCC de Scardovia wiggsiae
C1A-55". Cela a permis d’étudier sa morphologie et de valider chaque étape du protocole
d’identification. Cette expérimentation est intéressante car elle a permis de produire des

photographies jusqu’a présent rares dans la littérature.

Le PRAS Ringer (7) (Annexe 3), milieu de transport choisi, respecte le caractére anaérobie de

Scardovia wiggsiae.

Ici, nous sommes passeés par une étape de culture avant I’identification par PCR (7, 51, 52)
Dans d’autres articles, 1’extraction d’ADN et I’identification par PCR et/ou séquencgage sont
réalisées directement sur le prélevement (31). La PCR seule ne permet de détecter que les
espéces recherchées, ¢’est-a-dire celles dont on posséde les amorces. L’étape de culture améne
une plus grande diversité dans les bactéries détectées mais certaines ne sont pas cultivables (7).
Elle permet d’améliorer la détection de Scardovia, entre autres dans les échantillons issus de la
dentine cariées profonde (selon I’auteur 1’efficacité serait moindre avec les techniques de
séquencage en raison d’un manque de spécificité des amorces) (53). La culture implique de ne
sélectionner que les bactéries viables, celles présentes vivantes dans le tissu carieux (51). Une
fois isolée la souche sauvage vivante peut étre conservée. Pour optimiser la détection de
Scardovia wiggsiae, il conviendrait peut-étre d’allier culture/PCR et PCR directe avec les
amorces spécifiques. La souche ATCC présentait une culture plus importante sur gélose acide
que sur gélose au sang apres 7 jours en étuve a 37°C, dans des conditions anaérobies (7,53). On
peut supposer que la souche sauvage est plus fragile que ATCC et/ou que le temps

d’incubation est trop court (8 a 10 jours dans certains articles (7)).

Les cocci gram+ ont été conservés pour étre identifiés ultérieurement, I’hypothése étant que ce

sont des Streptococcus mutans.

L’identification biochimique par les galeries Rapid32A se base sur ’article de J. Downes de
2011 (34). Elle ne s’est pas révélée efficace. Le tableau d’identification du constructeur ne
contenait pas le profil biochimique de Scardovia wiggsiae. Il a été obtenu dans la littérature et
au laboratoire par un test avec la souche ATCC. Il se trouve que les deux profils divergents.

Ainsi dans 1’article le profil est 4 4/5 0/1 4 0335 05 alors que nous obtenons avec la souche
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ATCC le profil 4404 0000 04. Les profils obtenus avec les échantillons ne se rapprochaient ni
du profil décrit par I’article, ni de celui déterminé avec la souche ATCC. Ils n’ont pas non plus
permis de rapprocher les prélévements d’une autre espéce répertoriée dans le tableau de profils

du constructeur.

La morphologie d’Actinomyces viscosus étant proche de celle de Scardovia wiggsiae, des PCR
ont été réalisées et ont permis d’identifier I’isolat clinique s6 comme étant un Actinomyces
viscosus. Les PCR pour identifier Scardovia wiggsiae n’ont, en revanche, pas révélé de résultat
positif. Il serait intéressant d’utiliser une autre technique que la migration par électrophorese
sur gel d’agarose pour traiter le produit de la PCR. Ainsi, I’article de Lingyang Tian expose une
technique d’analyse post-PCR par chromatographie plus rapide et surtout ayant une plus grande
sensibilité. Le produit de la PCR, marqué par des particules de latex bleues, migre par capillarité
le long de la bande et se trouve piégé par des oligonucléotides complémentaires au niveau de
la ligne spécifique a une espéce bactérienne. La présence de la bactérie est donc révélée

visuellement par une bande bleue au niveau défini (49).

Dans certaines études (7, 51, 53), le séquengage est utilisé pour déterminer ’identité des
souches prélevées. Cette technique pourrait étre une solution pour l’identification de nos

souches sauvages et validerait ou non les résultats de nos PCR.

A ce jour, une dizaine d’études ont détecté et analysé Scardovia wiggsiae. (11, 30, 31, 34, 35,
49, 51-54). Seules trois études (12, 7, 53), toutes menées par TANNER aux Etats-Unis depuis
2011, la recherchent dans la CPE. De plus, dans les articles sur la flore bactérienne de la CPE
parus depuis 2011, la recherche de Scardovia wiggsiae n’est pas systématique (23, 55, 56).
D’autres études seraient donc a réaliser pour avoir un plus grand recul sur le degré
d’implication de cette bactérie dans la CPE et un échantillonnage plus étendu dans diverses

régions du Monde.

33



Conclusion :

Scardovia wiggsiae n’a pas ¢été identifiée parmi les 33 bacilles gram+ recueillis chez les 25
enfants atteints de caries précoces. Le protocole suivi a été validé par la littérature et par
I’application de chaque étape sur la souche ATCC en laboratoire. Une autre technique

d’identification comme le séquengage pourrait aider & confirmer nos résultats.

Bien que trés fortement associée a la Carie Précoce de I’Enfance (12), la détection seule de
Scardovia wiggsiae n’en fait pas un marqueur fiable de 1’activité carieuse contrairement aux
lactobacilles. (52)
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A. ANNEXE 1 : Document d’information et Consentement éclairé
DOCUMENT D’ INFORMATION : ETUDE EXPERIMENTALE DE LA PRESENCE
DE SCARDOVIA WIGGSIAE DANS LA CARIE PRECOCE DE L’ ENFANT.

UFR d’Odontologie de Bordeaux
Personne qui dirige et surveille la recherche : Docteur Cécile BADET
Madame, Monsieur,

Vous avez la possibilité de participer a une étude proposée par Mademoiselle Pauline POIRIER,

dans le cadre de sa these de Docteur en Chirurgie Dentaire.

La lecture de ce document vous apportera toutes les informations nécessaires en ce qui concerne

les différents aspects de cette étude.

Votre participation se fait sur la base du volontariat, et vous avez parfaitement le droit de refuser

d’y participer.

But de la recherche

La carie est une maladie infectieuse qui provoque des Iésions des tissus durs de la dent.

Des bactéries spécifiques transforment les sucres de 1’alimentation en acides qui attaquent
I’émail dentaire. En absence de brossage, il y a formation de plaque dentaire qui concentrent

des résidus alimentaires, des bactéries et donc des acides au contact de la dent.

Les bactéries a I’origine de la carie sont connues. Récemment une nouvelle bactérie causale a

été mise en évidence : Scardovia wiggsiae. On cherche donc a la mettre en évidence.

Oui peut participer ?

Les enfants atteints de caries séveres précoces, en bonne santé et n’ayant pas été sous traitement

antibiotique depuis 3mois.

Comment va se dérouler le prélévement ?

En premier lieu, vous devrez répondre a un questionnaire médical, sur les habitudes

alimentaires et de brossage de votre enfant.
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Puis un examen endo buccal sera réalisé sommairement.
De la plaque et du tissu carieux seront préleves en passant un instrument au contact de la dent.

Autres informations

Dans le cadre de cette étude, un traitement informatique de vos données personnelles va étre

mis en ceuvre afin de nous permettre d’analyser les résultats.

Ces données seront identifiées a 1’aide d’un code, et de vos initiales, de maniére a ce que vous
conserviez I’anonymat. Toutes les informations obtenues a partir des prélévements, ou de votre

questionnaire médical resteront strictement confidentielles.
Les prélévements ne seront pas conservés une fois les resultats obtenus.

Vous pouvez vous retirer de I’étude a tout moment, et poser vos questions a Mademoiselle

POIRIER, qui se doit d’y répondre.

Avant de procéder au prélévement, un accord oral vous sera demandg, ainsi que la signature de

ce document.

Signature de I’investigateur et du patient
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B. Annexe 2 : Questionnaire

NOM :
PRENOM :
AGE :
Traitement antibiotique dans les 3 mois : oui  non
Antécédents médicaux et chirurgicaux :
Habitudes alimentaires :
Grignotage :
Boissons :
Biberon sucré nocturne :
Aliments sucrés :
Hygiene :
Fréquence du brossage :
Seul ou aidé :
CAO:

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65

85 84 83 82 81 71 72 73 74 715

Présence de plague :



C. Annexe 3 : Solution de Ringer PRAS (pré-réduit stérilisée de maniere

anaérobie)

- Solution de Ringer : 50 mL

(Quantité suffisante pour 1L d’eau distillée)

Chlorure de sodium 99

Chlorure de calcium dihydraté 0,259

Chlorure de potassium 0449)
- Solution de Résazurine 0,8 mL
- Eau distillée 150 mL
- Métaphosphate de sodium 0,29
- Chlorhydrate de L-cystéine 0,19

Autoclaver 15 min a 121°C

D. Annexe 4 : Gélose acide
Pour 1L

- TS 2049

- BHI 26 g

- Yeastextract 10g
- Hémine 5mg

Ajuster le pH a 5,0 avec HCI
- Agar 15¢

E. Annexe 5 : Gélose Mitis
Mélanger 90 g de poudre Difco™ Mitis Salivarius Agar dans 1L d’eau purifiée. Chauffer en
remuant régulierement, laisser bouillir pendant une minute jusqu’a dissolution compléte de la
poudre. Autoclaver a 121°C pendant 15min. Refroidir a 50-55°C et ajouter 1mL de solution

Tellurite de sodium.
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F. Annexe 6 : PYG

Trypticase peptone 5¢
Peptone 5¢
Extrait de levure 10g
Extrait de beeuf 50
Glucose 59
K2HPO, 24
Tween 80 ImL
Cysteine-HCIxH,0 0,509
Resazurin 1mg
Solution saline 40 mL
Eau distillée 950 mL
Solution hémine 10 mL
Solution vitamine K 0,2 mL

Mélanger les composants a 1’exception des solutions d’hémine et de cystéine qui seront ajoutées
apreés avoir fait bouillir et refroidir le mélange. A 1’aide de NaOH, ajuster le pH a 7,2.

Autoclaver.

Solution saline :

- CaCl2x2H0 0,25¢g
- MgSO4 x 7H20 0,50¢g
- K2HPO, 1g

- KH2PO4 1g

- NaHCOs 10g

- NacCl 290

- Eaudistillée 1000 mL

Solution hémine

Dissoudre 50 mg d’hémine dans 1 mL IN NaOH. Compléter avec de 1’eau

distillée pour atteindre 100 mL. Conserver au frais.

Solution Vitamine K

Dissoudre 0,1 mL de vitamine K dans 20 mL 95% éthanol. Filtrer, stériliser,

conserver au frais a 1’abri de la lumiére.
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Recherche de Scardovia Wiggsiae dans la Carie Précoce
de ’Enfance : étude expérimentale.

Résumé

Scardovia wiggsiae a été récemment identifiée parmi les bactéries associées a la carie précoce de
'enfance. L’objectif de ce travail était de rechercher sa présence au sein d’un échantillon de 25
enfants agés de 27 a 71 mois, atteints de caries précoces, afin de corroborer I'association de cette
espéce a cette pathologie. Les prélevements de tissus carieux ont été mis en culture sur milieux
spécifiques. L’identification a été réalisée par méthodes biochimiques (Galerie Rapid 32A) et
moléculaires (extraction d’ADN, PCR avec les amorces spécifiques). Aucune souche de Scardovia
wiggsiae n’a été mise en évidence. Ce résultat peut s’expliquer, soit par une véritable absence de la
bactérie au sein des prélevements effectués, soit par un probléme de technique d’identification. Ce

dernier point pourrait étre amélioré par le séquencage de certaines des souches isolées.
Mots-clés

Dentisterie pédiatrique, Scardovia wiggsiae, Carie dentaire, Carie précoce de I'enfance

Search for Scardovia wiggsiae in Early Childhood

Caries : experimental study.

Summary

The purpose of this work was to investigate the presence of Scardovia wiggsiae, a bacteria associated
with the Early Childhood Caries (ECC), in a population of 25 children between 27 to 71 months,
affected by ECC, in order to confirm the link between this species and the disease. Carious tissues
samples have been cultured on specific medium. Identification was made by both biochemichal
(Galerie Rapid 32A) and molecular methods (DNA extraction, PCR with specific primers). No
Scardovia wiggsiae strain have been found. The explanation could be a real absence of this bacteria

in the samples, or the need for further identification methods like sequencing some isolated strains.
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