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Introduction

La salive est le fluide biologique non invasif le plus disponible du corps humain. La
cavité buccale est un milieu unique, expose a I'environnement externe et dans lequel
il existe des interactions complexes entre différentes surfaces: les tissus mous et
durs de I'hote, les aliments, l'air et les microorganismes. La salive comprend un
grand nombre de composés inorganiques et organiques qui peuvent étre quantifiés

et devenir des biomarqueurs de la santé générale.

Utilisé en tant que fluide de diagnostic, nous découvrirons que la salive offre des
avantages spécifiques distincts de ceux du sérum que ce soit d’'un point de vue

psychologique, technique, économique et médical.

A I'ére de la médecine génomique, les champs d’investigations se sont élargis. En
effet, plusieurs milliers de protéines salivaires, d’espéces d’ARN et de métabolites
ont ainsi pu étre identifiés dans la salive, permettant a cette derniére de jouer un role
de plus en plus important dans le dépistage précoce, la surveillance et la progression

des maladies systémiques et buccales.

Notre premiere partie présentera une synthése des éléments nécessaires pour

appréhender le systéme salivaire.

Puis en deuxiéme partie de ce manuscrit, nous examinerons les données actuelles
au sein de la littérature concernant le potentiel clinique diagnostic de la salive ainsi

que la présentation des nombreux tests disponibles a ce jour.
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Partie 1 : Généralités

1- Les glandes salivaires

1.1 - Anatomie des glandes salivaires
Les glandes responsable de la production salivaire, sont des glandes exocrines et

comprennent:

- des glandes salivaires macroscopiques ou glandes salivaires principales qui
forment des organes anatomiquement bien individualisés. Ce sont: les
parotides, les sous-maxillaires, les sublinguales (Figure 1)

- des glandes salivaires microscopiques ou glandes salivaires accessoires.

Elles sont réparties dans la muqueuse buccale (Pellestor, 2007).

Figure 1 : Anatomie des glandes salivaires (source: Netter, 2011)

1. Branches du nerf facial ; 2. Artére faciale transverse ; 3. Conduit parotidien ; 4.
Glande sublinguale ; 5. Conduit submandibulaire ; 6. Glande submandibulaire ; 7.

Glande parotide
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Figure 2 : Schéma des glandes salivaires et des canaux du c6té gauche (Katz, 2006)

1. Canal parotidien ; 2. Glande parotidienne ; 3. Glande submandibulaire ; 4.
Canal de Wharton ; 5. Glande sublinguale ; 6. Glandes salivaires accessoires
. buccales (a), palatines (b), nasales (c), nasopharyngées (d); 7.Muscle
buccinateur ; 8. Muscle masséter ; 9. Auricule de l'oreille ; 10. Mandibule ; 11.
Glande salivaire accessoire et canal se jetant dans le canal parotidien ; 12.
Canal sublingual postérieur; 13. Canal sublingual ; 14. Canal sublingual

antérieur ; 15. Cavité buccale
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1.2 - Vascularisation des glandes salivaires
La vascularisation des glandes salivaires est issue de différentes branches de

I'artere carotide externe. La glande parotide est alimentée par I'artére faciale.

La vascularisation des glandes sous-mandibulaires est fournie par les artéres faciale
et linguale, celle des glandes sublinguales par les arteres sublinguale et sous-
mentale (Collége hospitalo-universitaire francais de chirurgie maxillo-faciale et

stomatologie, 2014).

1.3 - Innervation des glandes salivaires

Le systéme autonome ou végétatif est responsable de la régulation nerveuse
de la sécrétion salivaire. Le systéme nerveux autonome contréle les différents
paramétres de la sécrétion : le débit salivaire, le débit sanguin et la composition

physico-chimique de la salive.
Le systéme nerveux autonome est composé :

e Du systéme nerveux parasympathique qui est responsable de la formation
d’'une salive abondante et fluide. Les fibres prennent leur origine au niveau du
bulbe rachidien a partir des noyaux salivaires supérieur et inférieur (limite
anatomique non définie).

o La sécrétion des glandes submandibulaires et sublinguales est
contrblée par le noyau salivaire supérieur, les fibres empruntant le trajet
du nerf intermédiaire (VII bis), de la corde du tympan et enfin la
branche linguale du nerf mandibulaire (nerf lingual).

o La sécrétion des glandes parotides et mineures est contrblée par le
noyau salivaire inférieur Les fibres efférentes préganglionnaires
empruntent le trajet du nerf glossopharyngien (IX), puis du nerf
tympanique et du nerf petit pétreux. Le relais synaptique avec les fibres
post-ganglionnaires s'effectue au niveau du ganglion otique pour se
distribuer au niveau parotidien via le nerf auriculotemporal, branche du

nerf mandibulaire.
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e Du systéme orthosympathique qui stimulerait la sécrétion d’'une salive
visqueuse peu abondante et riche en mucines. Les fibres nerveuses sont
issues du tractus intermediolateralis (localisation exacte encore imprécise), au
niveau des segments dorsaux supérieurs (D1-D2) de la moelle épiniére. Ces
fibres préganglionnaires effectuent leur relais synaptique dans le ganglion
cervical supérieur. Les fibres post-ganglionnaires suivent les axes vasculaires
(carotide externe, artére maxillaire, artére faciale, artére linguale) pour

rejoindre les glandes salivaires.

La sécrétion salivaire est sous la dépendance de stimuli qui aprés intégration au
niveau du systéme nerveux central provoquent la stimulation du systéme nerveux
autonome. Les stimuli afférents ont quatre origines : locale sensitive, locale
gustative, distante ou centrale lors d’intoxication ou d’émotions violentes (Devoize et
coll. 2010).

| Noyau salivaire E | Noyau salivaire E \
i supérieur | i inférieur ¢
VI IX ) Branches
Corde du tympan : i Nerf tympanique >parasympathiques
e Nerfhngual _____________ | Nerf petit pétreux
Ganglion Ganglion Ganglion
submandibulaire sublingual otique Nerf auriculotemporal )
' 7 73
Glande Glande Glande \
submandibulaire sublinguale parotide
, Y N
[
Branches
; ‘ <F sympathiques
Ganglion cervical supérieur,
i Tractus intermediolateralis (D1-D2) )

Figure 3 : Innervation des glandes salivaire (Devoize, 2010)
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2 - La Salive

2.1 - Définition
La salive est le liquide biologique sécrété par les glandes salivaires, a

I'intérieur de la cavité buccale.

La salive totale, appelée également fluide oral, est composée de tous les
fluides sécrétés par les glandes salivaires principales et accessoires, du fluide
gingival, du transsudat des muqueuses buccales, des bactéries sessiles non
adhérentes, du mucus provenant des fosses nasales et du pharynx, des restes
alimentaires, des cellules épithéliales desquamées de la muqueuse buccale, de
cellules sanguines et des traces de divers médicaments et produits chimiques (De
Almeida et coll., 2008). La figure 3 illustre les différentes contributions constituantes

de la salive.

Contributions locales
Sécrétions salivaires

Fluide gingival

Hémorragies locales

Cellules épithéliales desquameées

Contributions exogénes
Bactéries

Levures

Champignons

Virus

Débris alimentaires
Médicaments et produits
d'hygiéne résiduels

Gaz de l'air respiré

i Polluants atmosphériques

Contributions endogénes
Sécrétions nasales

et bronchiques

Eventuels produits du
reflux gastro-cesophagien

Figure 4 : Constituants de la salive totale ou fluide oral (Pellat, 2010)

Différentes compositions de la salive

La composition salivaire peut varier. On parle de salive mixte lorsque la salive
totale ne contient pas les bactéries non adhérentes, ni les cellules épithéliales
desquamées etc. La salive pure est la salive prélevée a l'ostium des glandes

salivaires.
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Différents flux salivaires

Le flux salivaire basal correspond au fluide salivaire non stimulé et le flux
salivaire provoqué ou stimulé correspond au fluide salivaire résultant des stimuli
gustatifs, olfactifs, visuels, mécaniques ou pharmacologiques (Humphrey et coll.,
2001).

2.2- Principales caractéristiques physico-chimiques de la salive

2.2.1 - Densité et pression osmotique
Rapportée a la masse volumique de I'eau. La salive a une densité qui varie
entre 1,004 et 1,012 (Liebaut, 2011).

La concentration salivaire en solutés (60 a 120 mOsm/kg) est inférieure a celle
de l'organisme (plasma: 290 mOsm/kg). La salive est donc hypotonique (Pellat,
2010).

2.2.2 - Viscosité
La viscosité est la résistance a I'écoulement uniforme et sans turbulence se
produisant dans la masse d'un liquide. La viscosité de la salive résulte de la
proportion de mucines produites par les cellules acineuses muqueuses par rapport
aux cellules séreuses. Logiquement on obtient une viscosité de la salive différente
suivant la glande dont elle est originaire, le tableau ci-dessous (Tableau 1) décrit la

viscosité de chaque glande (Szpirglas et Ben Slama, 1999).

Tableau 1 : Tableau récapitulatif de la viscosité salivaire (Szpirglas et Ben Slama, 1999)

Glande salivaire La parotide La submandibulaire La sublinguale
Viscosité (centipoise) 1,5 3,4 13,4
Salive (consistance) aqueuse filante trés visqueuse
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223 -pH
Le potentiel hydrogene (ou pH) salivaire se mesure chez un sujet éveillé a
jeun, ayant peu parlé et n’ayant pas fumé. Selon la glande considérée, il peut varier

de 5,8 pour la glande parotide a 6,5 pour la submandibulaire (Aps et Martens, 2005).

Le pH global de la salive est compris entre 6,2 et 7,6. Avec une valeur
moyenne de 6,7 au repos. La salive contribue donc a maintenir la cavité orale a un
pH presque neutre. Le maintien de cette neutralité repose sur deux mécanismes
principaux : le premier consiste a éliminer les glucides fermentescibles qui pourraient
servir de substrat aux bactéries ainsi que les acides qu’elles produisent. Le second,
consiste a la capacité de tamponner et de neutraliser les acides ingérés (notamment

présents dans les boissons) (Baliga et coll., 2013).

2.2.4 - Potentiel d'oxydoréduction
Le potentiel d’'oxydoréduction consiste a la capacité d’engendrer des réactions
chimiques. Celui de la salive est intimement lié au pH et il est inversement
proportionnel au pH. Lorsque le pouvoir oxydatif est élevé, le développement de
germes aérobies est favorisé. A l'inverse, lorsque I'environnement buccal contient un
grand nombre de germes anaérobies, le pouvoir oxydatif est diminué (Perrin et coll.,
2003)

2.2.5 - Température
La localisation de la cavité buccale fait que le milieu salivaire est soumis a
d'importantes variations de température. Suivant les périodes de la journée, la
température varie entre 36,2 et 37,2 °C, avec le pic de la journée situé en fin d’apres-
midi aux alentours de 16h40 (Dawes, 1972).

2.3 - Composition de la salive
Indispensable dans le fonctionnement physiologique de la cavité buccale, les
sécretions salivaires proviennent d’'un assemblage complexe des produits des

glandes salivaires majeures et mineures, du fluide sulculaire, ainsi que les éléments
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exogenes tels que les bactéries, les débris alimentaires, et des cellules desquamées.
Les différents composants peuvent provenir d’une filtration de la circulation sanguine,
mais aussi étre produits au sein des cellules des glandes ou encore, étre
partiellement réabsorbés, excrétés ou modifiés au niveau des canalicules excréteurs
(Pellat, 2010). Composée d’au moins 99% d’eau, il reste dans la salive des
composants qui se distinguent en deux compartiments principaux : les éléments

organiques et inorganiques (Devoize et coll., 2010).

2.3.1 - Constituants inorganiques

e Gaz

Se trouvant sous forme dissoute, I'élément retrouvé principalement est le
dioxyde de carbone CO; représentant 20 ou 30% du volume salivaire basal. L’azote
N2 (0,9%) est présent a des niveaux moindres et le dioxygéne O, en quantité infime
(environ 0,2%) (Liebaut, 2011).

e Eléments minéraux

Les constituants inorganiques de la salive sont I'ion hydrogéne (H"), les ions
sodium, potassium, calcium, chlorures, phosphates, bicarbonates, thiocyanates, des

halogénes (l'iode, le fluor) et des métaux (le cuivre et le fer) (Vidailhet et coll., 2008).

Ces composants proviennent d’'un transport actif issu du plasma, (Nunes et
coll., 2014) parmi eux, le sodium, les chlorures et les bicarbonates ont une
concentration salivaire inférieure a la concentration plasmatique, du fait d'une
réabsorption active par les cellules des canaux salivaires (Proctor et coll., 2014). A
'inverse, le potassium, le calcium, les phosphates, I'iode et les thiocyanates sont
plus présents dans la salive que dans le plasma, le tableau suivant (Tableau 2)
compare les concentrations des électrolytes en comparaison aux concentrations

salivaires.
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Tableau 2 : Concentration en électrolytes (en mmol/L) au niveau du plasma et de la salive
mixte stimulée ou non (Devoize et coll., 2010)

Plasma Salive mixte Salive mixte
non stimulée stimulée

Na* 143,3 1,5 20-80
K* 4,1 24 20
Caz* 2,2 1-4 1-4
CI 100,9 22 30-100
HCO3" 27,5 1 15-80
Phosphates inorganiques 1,2 6 4
Mg2* <0,2 0,2 0,2
SCN- 0,05 2,5 2
NH3* 2-7 6 3

Na* : ion sodium ; K* : ion potassium; Ca* : ion calcium ; CI" : chlorure ; HCOs. :

Bicarbonate ; Mg? : ion magnésium ; SCN" : thiocyanate ; NHs*: ammoniaque

lons sodium, ions potassium et chlorure (Na*, K*, CI)

Le retrait des ions sodium, potassium et chlorure permet de rendre la salive
hypotonique et facilite la discrimination des saveurs salées dans la nourriture
(Proctor et coll., 2014).

Bicarbonate (HCO3.)

Les ions bicarbonate sont les principaux acteurs du pouvoir tampon salivaire
et donc de la prévention de la déminéralisation. lls participent aussi a faciliter la
solubilité des macromolécules et modifient les propriétés d’écoulement et de

déformation des mucines (Proctor et coll., 2014).

Thiocyanate (SCN), iode et nitrates

Le thiocyanate a principalement une action antibactérienne associée aux
enzymes peroxydases, tout comme liode et les nitrates. A noter que les nitrates
salivaires ont probablement une influence sur la pression sanguine (25% des nitrates

circulant, sont filtrés par les glandes salivaires) (Proctor et coll., 2014).
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lons Calcium et phosphates (Ca?*, PO,*)

Une partie des ions phosphates et calcium est liée a des protéines ou forme
des complexes. Ces ions calcium et phosphate jouent un réle important dans les
mécanismes pH-dépendants de dissolution et de reminéralisation de
I'hnydroxyapatite. Le calcium joue aussi un role dans l'agencement et I'état de

réticulation des mucines (Proctor et coll., 2014).

2.3.2 - Constituants organiques
Selon Pellat, 0,30 a 0,34% de substances organiques composent la salive.
Les protéines en sont le principal composant organique (Pellat, 2010) et leur
concentration augmente avec le débit salivaire, un litre de salive contient environ 2,5
grammes de protéines (Cabras et coll., 2014). Plus de 3000 protéines ont été

identifiées a ce jour (Kaczor-Urbanowicz et coll. 2017).
Les protéines salivaires sont classées en fonction de leur origine en :

e protéines extrinséques (plus de 2000 composants), provenant du sang par
différentes voies de diffusion ou de transport actif
e protéines intrinseéques synthétisées localement par les glandes salivaires

(environ 400 composants).

Protéines extrinséques

Principalement composées d’hormones (cortisol, testostérone, dehydro-
epiandrostérone, mélatonine ...) et de molécules immunologiques (Immoglobuline A,

protéine C-réactive...) (Bosch, 2014).

Protéines intrinségques

e Enzymes salivaires

Alpha-amylase salivaire (ou ptyaline)

Cette protéine est une composante majeure des protéines salivaires. Elle est
sécrétée a 70% par les glandes parotides. Cette enzyme hydrolyse les liaisons
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glucidiques des amidons alimentaires, les transformant ainsi en maltose, glucose,
maltotriose et quelques dextrines. Elle travaille en amont de 'amylase pancréatique

permettant, entre autre, la digestion des amidons alimentaires (Pellat, 2010).

Lipase salivaire

Principalement synthétisée par les glandes sublinguales de VonEbner, la lipase
salivaire est une enzyme qui peut hydrolyser les triglycérides, les phospholipides, les

esters de cholestérol, ainsi que de nombreux autres esters (Devoize et coll., 2010).

Lysozyme

Représentant 10 % des protéines totales, le lysozyme posséde un pouvoir
antiseptique (attribué a son activité muramidase) de part la lyse des parois
bactériennes (surtout a Gram positif) mais aussi la paroi des germes fongiques
(Devoize et coll.,, 2010). Mais il semblerait que dans le milieu oral, son potentiel

bactéricide et fongicide soit discutable (Pellat, 2010).

Peroxydases salivaires

Les peroxydases salivaires (anciennement appelées lactoperoxydases) sont
actives sur un certain nombre de bactéries, virus et levures. Le mécanisme d’action
provient de l'oxydation du thiocyanate (SCN’) comme substrat aboutissant a la

formation de peroxyde d’hydrogéne (Pellat, 2010).

Les peroxydases présentes dans le milieu oral sont synthétisées par les glandes
salivaires (LPO-SH) et par le fluide oral : la myéloperoxydases (MPO). Celle-ci

représente entre 30 et 75% du total des peroxydases (Devoize et coll., 2010).

Autres enzymes

Egalement présentes, d’autres enzymes comme les collagénases d'origine
tissulaire, les gélatinases, les élastases, les protéases, les cholinestérases et les
ribonucléases ont pour la plupart un réle antimicrobien et dans la digestion (Devoize
et coll., 2010).
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e Protéines riches en proline

La famille des protéines riches en proline (PRP) représente pres des deux tiers
du total des protéines de la salive submandibulaire (1,335-270 ug/ml) et 70% de
celles de la salive parotidienne (1,251-230 pg/ml). Il existe plusieurs types de PRP
(Pellat, 2010) :

- PRP salivaires acides, provenant des trois glandes majeures. Elles peuvent
participer a la formation de la pellicule exogéne acquise contribuant au
maintien de I'noméostasie du calcium et servent de récepteur a certaines
bactéries.

- Le réle des PRP basiques n'est pas encore bien défini, cependant les PRP

basiques glycosylées auraient un réle de lubrifiant (Devoize et coll., 2010).

e Mucines

Les mucines, ou glycoprotéines muqueuses sont des glycoprotéines ramifiées
(75 % de protéines-25 % d'hydrates de carbone). La famille des mucines représente
16% des protéines totales de la salive mixte. Elles sont sécrétées principalement par

les cellules a mucus des glandes sublinguales (Devoize et coll., 2010).
Deux grandes familles de mucines sont présentes :

- Les glycoprotéines muqueuses 1 (molécules de haut poids moléculaire,
supérieur a 1Tmégadalton, et fortement glycosylées), contribuent a la formation
de tous les films recouvrant I'émail en 2 heures et les surfaces épithéliales
(Pellat, 2010).

- Les glycoprotéines muqueuses 2 (molécules a bas poids moléculaire, compris
entre 200 et 250 kilodaltons), sont solubles et piegent via leurs adhésines
certains micro-organismes Ces derniers ne pouvant adhérer aux surfaces

orales, ils sont éliminés par la déglutition.

La variation de leur proportion module les caractéristiques viscoélastiques de la
salive. Suite a des stimulations gustatives et masticatoires, le débit salivaire et la

production de mucines augmentent.
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En effet les mucines polymérisent en milieu aqueux et retiennent de grandes
quantités d'eau. Il se forme ainsi un gel visqueux recouvrant les tissus de la cavité
buccale, qui joue donc un rdle de lubrifiant et de protection des surfaces orales. Les
mucines facilitent donc l'ingestion du bol alimentaire et participent a la protection des
surfaces dentaires (sans mucines la pellicule exogéne acquise perd 70% de son

potentiel de protection) (Pellat, 2010).

e Lactoferrines

La lactoferrine appartient a la famille des transferrines. C’est une protéine de
transport du fer produite majoritairement par les polynucléaires neutrophiles du
parenchyme des glandes salivaires. Lorsque qu’elle est clivée au niveau buccal, elle
libére la lactoferricine qui a des effets bactériostatique, bactéricide, virucide et
fongicide (Pellat, 2010). La lactoferrine posséde également des propriétés anti-
inflammatoires par modulation de la réponse immunitaire, ainsi que des propriétés

antitumorales (Devoize et coll., 2010).

e Histatines

Les histatines sont des petites protéines (3 a 5 KDa) riches en histidine,
sécrétées uniquement dans la salive parotidienne et submandibulaire. Elles ont une
activité antifongique, voire candidacides principalement. Elles contribuent aussi a la
formation de la pellicule exogéne acquise et semblerait stimuler la cicatrisation
buccale (Pellat, 2010).

e Stathérines

Les stathérines sont de petites phosphoprotéines (5 kDa) riches en résidus
tyrosine et tyrosine phosphorylée. Elles sont sécrétées par les glandes parotides et
submandibulaires. Les stathérines inhibent la précipitation spontanée des
phosphates de calcium de la salive, empéchant que des accrétions minérales se

forment sur la surface de I'émail et préviennent la formation de calculs salivaires
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dans les glandes salivaires. Les stathérines participent a I'élaboration de la pellicule

exogene acquise et a la lubrification des muqueuses (Pellat, 2010).

e Cystatines

Les cystatines salivaires sont sécrétées par les glandes salivaires parotides,
submandibulaires et sublinguales (certaines cystatines semblent spécifiques a la
salive). Elles protégent les muqueuses buccales des protéases a cystéine des
bactéries en les inhibant. Les cystatines contribuent a la formation de la pellicule

exogéne acquise (Devoize et coll., 2010 ; Pellat, 2010).

e Défensines

Les défensines sont une famille de peptides antimicrobiens de 3 a 5 kDa. On
distingue les alpha-défensines produites essentiellement par les leucocytes issus du
fluide gingival, et les béta-défensines synthétisées par les cellules épithéliales de la
muqueuse orale et des glandes salivaires. Elles jouent un réle antimicrobien efficient
tant sur les bactéries (Gram positif et négatif) que sur les champignons, voire
certains virus (Pellat, 2010).

e Immunoglobulines sécrétoires

La muqueuse buccale, I'anneau de Waldeyer (comprenant les amygdales et le
tissu adénoide palatin), les tissus lymphoides pharyngés et des glandes salivaires
composent le systeme immunitaire muqueux de la cavité orale ou communément
appelé « Tissu Lymphoide Associé aux Muqueuses » (MALT). La majeure partie de
ces immunoglobulines est synthétisée au niveau de ce systeme et, en particulier, au

niveau des glandes salivaires.

L’immunoglobuline A (IgA), fait partie des immunoglobulines les plus présentes.
En effet, sa concentration salivaire est largement supérieure a la concentration
sérique. Etant fortement glycosylée, elle est trés résistante a la dégradation

protéolytique (Van‘t Hof et coll., 2014).
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Lorsqu’un élément potentiellement antigénique pénétre dans la cavité orale, il est
majoritairement en contact avec des IgA sécrétoires (IgAs). Ces IgAs, se lient a un
grand nombre de micro-organismes, ce qui les neutralise sans causer de réponse
immunitaire. Par conséquent, elles constituent une importante ligne de défense
contre les bactéries et les virus qui s'introduisent dans I'organisme (Hug et coll.,
2007 ; Renegar et coll., 2001).

e Facteurs de croissance

Il existe des facteurs de croissance dans les glandes salivaires. Principalement,
on détecte un facteur de croissance nerveux NGF (nerve growth factor) et un facteur
de croissance épithéliale EGF (epithelial growth factor), associés a certaines
maladies parodontales (Devoize, 2010). L'origine de ces hormones salivaires semble
étre la circulation sanguine mais une production locale, notamment au niveau de la

glande submandibulaire est possible (Vidailhet et coll., 2008).

Autres composantes organiques

La salive contient en faible concentration de l'urée (environ 2 mmol/l). Cette
molécule est utilisée comme substrat pour la synthese d’ammoniac, qui métabolisé
permet d’augmenter le pH (Devoize, 2010). D’autres composés salivaires ont été
identifiés comme : le glucose (0,056 mmol/l), la créatinine, le cholestérol et plus de 3
000 acides ribonucléiques (ARN) (Arellano et coll., 2009).

La glande submandibulaire aurait comme fonction hormonale, la sécrétion

d’androgénes, d’insuline et d’hormones thyroidiennes (Pellat, 2010).

Il existe également des cytokines au niveau glandulaire : tumor necrosis factor
(TNF), interleukine (IL)-2, 4, 6, 10, interféron (IFN)-y et transforming growth factor
(TGF)-B (Streckfus et coll., 2002).
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2.3.3 - Compartiment microbien

La cavité buccale présente un écosysttme trés complexe. Des

microorganismes divers sont a I'origine d’une entité: le biofilm buccal. La présence et

concentration des bactéries dans I'écosysteme buccal varient selon certains facteurs

notamment physico-chimiques qui dépendent directement de la salive.

Deux types de flores distinctes mais étroitement liées :

La flore supra-gingivale : lorsque I'’équilibre est rompu, elle est a l'origine de la
déminéralisation acide des tissus durs dentaires. Elle implique
principalement : Streptococcus sobrinus, S. mutans, S. sanguinis, S. mitis, S.
salivarius, Lactobacillus sp., Actinomyces sp. dont A. viscosus

la flore sous-gingivale : elle est responsable de l'apparition des maladies
parodontales et composée majoritairement de micro-organismes a Gram
négatif anaérobies stricts (Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,

Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus...) (Sixou et coll., 2007).

2.3.4 - Compartiment cellulaire

Les cellules sont rares dans la salive a I'état normal mais dans certaines

pathologies telles que les oreillons, cancer,..., elles sont retrouvées en quantité plus

importantes. On identifie principalement des cellules desquamées de I'épithélium oral

et des leucocytes.

2.4 - Organisation macromoléculaire

Différentes phases constituent la salive :

phase liquide,

phase gazeuse,

phase de gel : ce gel, ou biofilm, se retrouve sur toutes les surfaces orales.
Grace aux liaisons intermoléculaires des mucines de haut poids moléculaire,
sa structure lui confére une perméabilité aux macromolécules. Il contient
également des protéines moins hydrosolubles, organisées en micelles
(Devoize et coll., 2010).
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2.5 - Sécrétion : mécanisme et controle

2.5.1 - Formation de la salive
L’hypothése d’une formation en deux étapes de la salive, émise par Thaysen en
1954 est aujourd’hui internationalement reconnue. Ces deux étapes permettent
d'expliquer la variation de concentration des principaux électrolytes salivaires par

rapport a leur taux plasmatique et son évolution en fonction du débit salivaire:

ePremiére phase: le fluide plasmatique est filtré a travers les cellules
acineuses sans modification ionique et aboutit a la formation d’'une salive
isotonique au plasma appelée : salive primaire. La difféerence de pression
entre les cellules acineuses et les capillaires permet la fuite d’eau plasmatique
et des ions (Figure 4). C’est durant cette étape que certaines molécules
issues de la circulation sanguine, marqueurs de la santé vont passer. Certains
acides aminés et le glucose sont transportés activement grace a I'intervention
de I'adénosine triphosphate (ATP), de I'adénosine monophosphate cyclique
(APMc) et de l'ion calcium (Ca?"). En paralléle, il existe une fixation importante
d’iode circulant, une réabsorption passive d’ions chlorures et une sécrétion
d’ions bicarbonates au niveau des canaux striés (Figure 4). Ceci assure la
régulation du pH salivaire qui est a l'origine du pouvoir tampon de la salive.
Ainsi le pH Iégérement acide de la salive primaire va augmenter au cours de

la progression de la salive dans les canaux striés.

eLa deuxiéme phase: la salive primaire est modifiée par une sécrétion et
une réabsorption d’électrolytes au niveau des canaux striés, aboutissant a la
formation d’'une salive finale fluide hypotonique au plasma. Les cellules
acineuses seécretent 90% des protéines salivaires. Ensuite, La salive
secondaire est déversée par les canaux collecteurs dans la cavité buccale
(Vidailhet et coll., 2008).
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Figure 5 : Représentation schématique de I'organisation microvasculaire autour de I'axe
sécreéteur salivaire avec les principaux sites d'échange (Devoize et coll., 2010)

1. Réseau capillaire entourant les cellules acineuses ; 2. réseau capillaire entourant
les canaux (surtout intralobulaires ou striés) ; 3. sang artériel ; 4. sang veineux ; 5.

urée ; 6. acides aminés ; 7. modifications secondaires ; 8. glucose ; 9. salive

Na’: ion sodium; CI: ion chlorure; K: ion potassium; HCOs™ : bicarbonate

2.5.2 - Controle de la sécrétion

e Controle nerveux

Connexions neuroeffectrices

Voire Partie 1.3 : Innervation des glandes salivaires

Sécrétion salivaire réflexe

La sécrétion salivaire est régulée par de multiples systemes et dépend de

réflexes qui peuvent étre innés ou acquis.
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- Concernant les réflexes innés: la cavité buccale et les fosses nasales
présentent de nombreux récepteurs a l'origine de la stimulation des réflexes
innés. Des réflexes chimico-salivaires liés a l'olfaction et la gustation sont
observés ainsi que des réflexes trigéminaux, grace a [Iactivation des
propriocepteurs des muscles masticatoires, de [larticulation temporo-
mandibulaire et du parodonte.

- Concernant les réflexes conditionnés (acquis): plusieurs catégories de
stimulus existent : visuel (expérience de Pavlov), auditif, tactile et douloureux.
Les réflexes acquis sont encore mal connus (Devoize et coll., 2010).

e Controle endocrinien

La salivation est modulée par de nombreux facteurs, a titre d’exemple on
trouve (Vidailhet, 2008):

¢ les hormones thyroidiennes,

e |a prolactine,

¢ les hormones de croissance,

e |es androgénes,

e les cestrogénes,

e les corticoides, qui régulent la synthése protéique au sein des glandes

salivaires.

Ces molécules jouent principalement un rble dans les modifications de la

composition et de la concentration de la salive.

2.6 - Roles de la salive

La salive remplit de multiples fonctions : mécanique, d’humidification et
lubrification, protectrice, digestive. Les variations quantitatives et qualitatives du
fluide salivaire conditionnent les principaux réles : digestif, protecteur, excréteur et
endocrinien. Ces remaniements, comme la diminution en protéines salivaire
(mucines), d’ions sodium et chlorure, auront une influence non négligeable sur la
physiologie salivaire et orofaciale. Les réles principaux sont développés ici avec un
récapitulatif sous la forme d’une illustration (Figure 5) qui synthétise toutes les

fonctions principales.

36



2.6.1- Fonction protectrice
La salive est la cause essentielle de la trés grande résistance de la cavité

buccale a l'infection. Son action physique, permet tout particulierement :

o [|'auto-nettoyage de la cavité buccale,
¢ ['humidification, la lubrification et I'hydratation des tissus buccaux,
e une protection antibactérienne,

e |a cicatrisation des muqueuses buccales.

2.6.2 - Maintien de I'intégrité des tissus dentaires et du milieu
Un des réles prépondérants de la salive consiste a la protection des tissus
dentaires des phénomeénes d’abrasion, d’attrition, d’érosion et cariogéne mais aussi
de favoriser la reminéralisation de I'émail aprés une attaque acide (Amerongen et
coll., 2002). Ce role est permis grace a la formation de la pellicule exogéne acquise
(PEA) qui couvre non seulement les muqueuses mais aussi 'ensemble des surfaces

dentaires (amélaires, cémentaires, dentinaires).

De plus grace a son pouvoir tampon, la salive régule la concentration de pH
suite a la prise d’aliments et/ou une hygiéne déficiente qui peut étre a l'origine de la

déminéralisation des tissus dentaires (Dawes et coll., 2015) (Devoize et coll., 2010).

2.6.3 - Role dans l'alimentation

e Gustation, déglutition, digestion

La salive joue un rdle dans la gustation et permet la dissolution des arébmes
favorisant leur répartition dans la cavité orale et leur fixation sur les cellules
neurosensorielles des récepteurs du goat. Elle facilite la formation du bol
alimentaire, ainsi que la déglutition, grace aux substances mucilagineuses qu'elle

contient et permet de débuter la digestion (Dawes et coll., 2015).

L’a-amylase salivaire dégrade en partie 'amidon et les polyosides alimentaires
tandis que la lipase décompose une fraction des triglycérides (Dawes et coll.,
2015, Kawai et Fushiki, 2003).
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¢ Role dans ’homéostasie hydrique

La sensation de bouche séche déclenche la soif et permet de réguler I'apport

hydrique indispensable a la vie (Azerad, 1992).
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Figure 6 : Schéma des fonctions de la salive (Pellat, 2010)

IgA : immunoglobulines A ; IgAs : immunoglobulines A sécrétoires ; PRP : proline-

rich proteins ; PRG : PRP glycosylées ; SLPI : secretory leukocyte protease inhibitor
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2.7 - Débit salivaire

2.7.1 - Fonctionnement général
Le volume salivaire sécrété quotidiennement varie selon les individus. En
moyenne, 750 ml de salive sont produites en 24 heures (entre 500 ml et 1,51). De

multiples facteurs influencent la sécrétion :

e le degré d’hydratation : Ainsi en cas de déshydratation, arrét de production de

salive pour conserver I'eau dans I'organisme (Edgar, 1992)

e les rythmes circadiens : sécrétion minimale nocturne, maximale au moment du

repas

e Selon I'age et les conditions physiques de la personne, le débit salivaire varie.
Ainsi la xérostomie du sujet agé est la conséquence de maladies
systémiques, de traitements médicamenteux, mais aussi du processus de

sénescence du parenchyme glandulaire.

2.7.2 - Modifications d’origine pathologique et iatrogéne

o Variation suite a une pathologie

De nombreuses maladies systémiques affectent les glandes salivaires
directement ou indirectement, et peuvent avoir un effet sur le débit et la composition
de la salive. Voici celles ou les symptédmes salivaires et en particulier I'atteinte du

débit sont importants (Kaufman et Lamster, 2002 ; Devoize et coll., 2010):

- maladies auto-immunes: syndrome de Gougerot-Sjogren, maladies
rhumatoides, maladie du greffon contre I'h6te,

- maladies héréditaires: mucoviscidose, maladie cceliaque,

- maladies neurologiques: maladie de Parkinson, maladie d'Alzheimer,

- séropositivité au VIH (virus de I'immunodéficience humaine ou sida),

- insuffisance rénale chronique,

- autres : troubles hépatiques, stomatodynie,...

L’ensemble de ces pathologies seront abordées dans la troisieme partie de cet

ouvrage.
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e Variation suite a une origine iatrogéne
Des effets d’hypersalivation ou d’hyposalivation peuvent survenir apres :

- L’ingestion de substances médicamenteuses : les médicaments peuvent
interférer sur le systéme nerveux voire sur la nature des glandes salivaires.
Les traitements ayant un effet anticholinergique (bloqueurs muscariniques
comme [latropine, les antidépresseurs ou les antihistaminiques)
provoquent une réduction importante du débit salivaire. A linverse, les
substances agonistes de ['acétylcholine et/ou de la noradrénaline
permettent la sécrétion d’'une grande quantité de salive mais ces
molécules sont rapidement métabolisées par I'organisme.

- L’exposition aux radiations ionisantes dans la sphére de la téte et du cou :
Une radiothérapie conventionnelle expose le sujet a une dose totale
comprise entre 50 et 70 Gy. Ainsi les glandes parotides exposées a des
doses supérieures a 60 Gy sont endommagées de maniére permanente.
Toutefois, tout dépend du volume irradié et de la dose totale administrée.
Mais il est indispensable d’apporter aux patients subissant ces traitements
des alternatives pour soulager les symptébmes des défauts de débit

salivaire provoqués (Devoize et coll., 2010).

Toutes ces variations peuvent nuire a I'analyse des composants salivaires a visée

diagnostic, cependant les évaluations qualitatives restent parfaitement exploitables.
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Partie 2 : Les biomarqueurs de la santé générale dans la salive

1 - La salive, source de biomarqueurs

1.1 - Potentiel de la salive
La figure 6 illustre les différents constituants de la salive décrits

précédemment (Cf. Partie 1 : 2.1).

SOURCE 1 SOURCE 2 SOURCE 3 SOURCE 4 SOURCE 5 SOURCE 6
Glande salivaire Cellules de la Microbiome et virus Sang Fluide créviculaire Aliments
cavité orale oraux
pr—
49%a00000000 |
Qmouunmm | @
o

v

SALIVE

Un mélange complexe d'ADN,
d'ARN et de protéines
provenant de plusieurs sources

J

\

Figure 7 : Constituants de la salive ou fluide oral (Zhang et coll., 2014)

Il existe de nombreuses propriétés de la salive humaine que les cliniciens ou les
chercheurs mettent en avant pour adopter I'usage des échantillons de salive et de

renforcer |'utilisation de ce fluide dans les algorithmes de diagnostic :

- Collection non invasive ;

- Protocoles de collecte simple ;
- Echantillon non infectieux ;

- Elimination facile :

- Facilement transportable ;

- Economiquement rentable ;
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- Collection sare et efficace ;
- Meilleure acceptation et collaboration des patients (sans heurter les dogmes

culturels et religieux) (Khurshid et coll., 2016).

1.2 - Les biomarqueurs

L’administration américaine des denrées alimentaires et des médicaments a
établi une définition générale de ce que I'on appelle communément un biomarqueur.
Il s’agit d’'une caractéristique mesurée qui constitue un indicateur de la réalisation
des processus normaux, pathogénes ou de la présence de réponses a une
exposition ou une intervention (y compris thérapeutique). Les caractéristiques
moléculaires, histologiques, radiographiques ou physiologiques sont des types de
biomarqueurs. Un biomarqueur n’est pas une évaluation de la fagon dont un individu

se sent, fonctionne, ou survit mais un outil pour :

- Evaluer un risque,

- Etablir un diagnostic,

- Procéder a une surveillance,

- Emettre un pronostic,

- Prédire une évolution,

- Observer la réponse biologique/la pharmacodynamique,

- Assurer une sécurité (par exemple : les personnes portant le biomarqueur
HLA-B*1502 ne peuvent pas prendre de traitement a base de carbamazépine)
(Food And Drug Administration, 2016).

1.3 - Collection des échantillons salivaires
La collecte facile et rapide de la salive ainsi que les qualités mentionnées plus haut
font de ce fluide biologique un outil de choix pour étre la source de biomarqueurs.
Pourtant des limites se sont posées dans la mise en place de protocoles, afin

d’obtenir une reproductibilité des résultats.
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1.3.1 — Collection des différentes salives

Selon le type de salive considéré, le protocole de collecte différe.

Pour la collecter la salive, les patients doivent s'abstenir de manger, de boire et
d'avoir tout geste d’hygiéne bucco-dentaire pendant au moins 1 heure avant la
collecte de la salive. Ainsi, 'heure optimale de collecte est a 8-10 heures du
matin. Avant de procéder a celle-ci, il faut effectuer un ringage de la bouche
durant une minute avec de I'eau distillée puis, aprés 5 minutes, collecter environ 5
ml de salive. L'échantillon collecté doit étre traité en laboratoire dans I'heure qui
suit (Khurshid et coll., 2016).

- Collecte de la salive totale :
o Non stimulée:

» Collecte par écoulement passif: dans cette méthode, il suffit
d’abaisser la téte et laisser la salive couler de la lévre inférieure
dans un flacon en plastique.

= Collecte par crachats: demander au patient de cracher dans un
flacon de collecte. Avec cette méthode, il y quatorze fois plus de
contamination bactérienne introduite dans I'échantillon.

o Stimulée: Pour la stimulation des glandes, [l'utilisation de divers
stimulateurs comme la mastication de gomme naturelle ou de paraffine,

ainsi que de I'acide citrique sont courant.

- Collecte de la salive parotidienne: pour I'obtenir la méthode introduite par
Carlson et Crittenden (1910) est utilisée. Dans cette méthode, on utilise une
coupelle métallique a double chambre avec deux tubes de sortie. Une
extrémité retient la tasse en utilisant une aspiration sous vide. La deuxiéme
sert de récipient collecteur pour la salive. La collecte des échantillons peut
étre améliorée en déposant de l'acide citrique (10%; 1 ml) sur le dos de la
langue toutes les trente secondes. Par contre il est indispensable de jeter les
premiers 1,5 ml de salive avant la collecte des échantillons (Khurshid et coll.,
2016).
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Figure 8 : Face inférieure de I'appareil de collection de la salive parotidienne (ou appareil de
Carlson) (Stephen et coll., 1976)

Figure 9 : Appareil de Carlson positionné sur le conduit parotidien (Dhillon et coll., 2016)

- Collecte de la salive submandibulaire / sublinguale: Truelove, Bixler et Merrit
(1967) ont utilisé un collecteur en forme de "V". Cette méthode est semblable
a celle de la collecte de la parotide, mais dans cette méthode, les deux
premiers millilitres sont éliminés (Khurshid et coll., 2016).
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Figure 10 : Face inférieure de I'appareil de collection de la salive submandibulaire (Stephen
et coll., 1976)

- Collecte de la salive des glandes mineures : Kutscher et coll. (1967) ont utilisé
des tubes capillaires pour collecter la salive des glandes mineures situées a la

surface des lévres inférieures (Khurshid et coll., 2016).

Figure 11 : Tubes capillaires de collection salivaire : Microcaps® (Drummond Scientific)

1.3.2 - Critéres de choix
La fagon dont la salive est collectée est dictée par I'analyte testée et les informations
désirées. Certaines considérations générales s'appliquent. Les aspects a considérer

avant de commencer a recueillir la salive sont les suivants:

45



- Recueil de salive stimulée ou au repos. En cas de salive stimulée, il faut
caractériser les parameétres de la stimulation. De nombreuses études ont
utilisé de la gomme sans sucre car elle n’interfére pas avec les analyses de
stéroides.

- Quantité de salive nécessaire pour compléter I'analyse.

- Prétraitement de la salive avant le dosage et le stockage jusqu'a l'analyse.
Cela dépend essentiellement de la méthode de collecte et si un conservateur
est utilisé.

- ContrOler I'absence de traitement ou de médicaments pouvant causer une
sécheresse de la bouche ou modifier la production salivaire (hormone
stéroidiennes).

- Etablir le type d'analyses quantitatives ou qualitatives qui seront effectuées

sur le spécimen (Hofman, 2001).

1.3.3 - Collecte des échantillons
Différentes études ont eu pour objet d’évaluer les conditions pour obtenir une salive
la plus stable possible pour étre un objet d’étude fiable. En 2007, une étude a
démontré que pour obtenir un outil optimal, ces conditions devaient étre réunies pour

maintenir la stabilité des échantillons :

- Collecter sur un environnement froid (sur de la glace ou a 4°C),
- Ajouter un inhibiteur de protéases,
- Centrifuger I'échantillon pour retirer les matériaux insolubles,

- Conserver les échantillons a -20°C ou -80°C.
(Chevalier et coll., 2007).

Indépendamment de la méthode utilisée, il est impératif que les sujets nettoient la
cavité buccale en ringant avec de I'eau pour éviter la présence de contaminants

avant la collecte (Yoshizawa et coll., 2011).
Dispositifs commerciaux

Pour commencer une procédure de diagnostic basée sur la salive totale, il faut

d'abord recueillir les échantillons nécessaires. Bien que s’agissant d’une procédure
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simple a bien des égards, la collecte de salive peut manifester des problemes
uniques au sein de certaines populations. Cela peut inclure le débit salivaire, le
rythme circadien, le type de glande salivaire, le type de stimulus salivaire, le régime,
I'age, le statut physiologique et la méthode de collecte. Pour illustrer ce dernier point,
des études récentes indiquent que l'utilisation d’écouvillons de coton peut introduire

des biais indésirables (Kozaki et coll., 2011).

Aujourd’hui, un certain nombre d'entreprises fabriquent différents dispositifs visant a

collecter la salive, dont les plus courants sont résumés ici:

Tableau 3 : Principaux dispositifs commerciaux de collecte salivaire (Yoshizawa et coll.,
2011)

Compagnie Dispositif

Salimetrics Saliva collection aid®
Salimetrics oral swab®
Salimetrics children's swab®

Salimetrics infant's swab®

Oasis Diagnostics DNA-SAL®
UltraSal-2®
Super-SAL®

Malvern Medical Developments Oracol®

DNA Genotek ORAcollect - DNA®

Oragene - DNA®
Oragene - RNA®

Immunalysis Quantisal®

Norgen Saliva DNA collection and preservation
device®

Sarstedt Salivette®

Biomatrica DNAgard®

Bien que le drainage, le crachat et l'aspiration restent les approches les plus
communes, il n'existe actuellement aucune technique universellement acceptée pour
la collecte d'échantillons de salive. Cela peut entraver le processus de recherche en

rendant difficile la reproduction fiable des résultats. Aprés avoir fixé des lignes
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directrices, la normalisation de la procédure pourrait résoudre les problemes de
confusion entre les chercheurs et atténuer une partie de la variabilité inhérente entre

les individus et les populations (Yoshizawa et coll., 2011).

1.4 - Les champs d’investigation salivaires : Les salivaomics
La salive contient une variété de biomolécules, y compris I'ADN, I'ARNm, le
microRNA, les protéines, les métabolites et le microbiota. Les changements de
concentration de ces biomolécules dans la salive peuvent étre utilisés pour
développer des biomarqueurs afin d’aider a identifier certaines maladies, d'évaluer
leur pronostic et leurs risques et de surveiller la réponse au traitement. Le terme
«salivaomic» a été inventé en 2008 pour décrire le champ d’études sur la salive qui
s’est développé depuis deux décennies. Le suffixe anglais « —omics » traduit
I'ampleur du champ d’études qui consiste a traiter de la totalité des sujets concernant
la salive, y compris le génome, I'épigénome, le transcriptome, le protéome, le

métabolome et le microbiome (Zhang et coll., 2014).
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Figure 12 : lllustration représentant les protéines et peptides provenant d’'une goutte de
salive. (Khurshid et coll., 2016)
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1.4.1 - Le protéome
Le mot "protéome", inventé par Mark Wilkins en 1961, est utilisé pour décrire toutes

les protéines individuelles qui peuvent constituer un systeme biologique.

En termes simples, la protéomique est le dépistage des protéines, de leur
expression, l'étude de leur distribution et de leur interaction dans le temps et
I'espace, dans une cellule, des organismes ou un écosystéme. Au cours des
derniéres années, une percée remarquable est apparue dans le domaine de la
protéomique. D'environ 40 protéines identifiées au début des années 1980, plus de
3000 protéines différentes ont aujourd'hui été détectées (Kaczor-Urbanowicz et coll.,
2017).

L’équipe menée par Schulz a examiné en 2013 un ensemble de données de
protéines dans le plasma, compilé par des études antérieures dans le projet
international de protéome du plasma humain. Elle a constaté qu'environ 30% des
protéines totales de la salive se trouvent dans le plasma. Ce chevauchement montre
des connexions raisonnables qui peuvent étre établies entre le protéome salivaire et

différentes parties du corps (Schulz et coll., 2013).

Toutefois, I'analyse protéomique de la salive est entravée par la présence abondante
de certaines protéines, qui masquent ou réduisent la sensibilité des tests les
détectant. Ces protéines comprennent principalement l'alpha-amylase, I'albumine et
des protéines riches en proline (75% du protéome de la salive totale). Ces protéines
génent la détection de protéines de faible abondance apparaissant dans différentes

conditions de maladie et, en conséquence, devraient étre écartées de I'analyse.

Contrairement aux protéines sériques relativement stables, les protéines de la salive
semblent étre plus sensibles aux processus biochimiques et a la dégradation (Zhang
et coll., 2014).
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Actuellement, on connait deux principales méthodes d'analyse protéomique:

- L'électrophorese sur gel bidimensionnelle (2DE) : qui permet la séparation de
protéines en deux dimensions selon le point isoélectrique (IE) et le poids
moléculaire (MW) de chacune des protéines.

- Lanalyse par spectrométrie de masse (MS) qui permet d'identifier les
protéines et leur évaluation qualitative (qualitative MS) ainsi que quantitative
(quantitative MS). Les protéines identifiees par MS peuvent étre analysées
plus précisément par ionisation a I'électrospray (ESI), par désorption-
ionisation laser assistée par matrice (MALDI), piege quadripolaire a ion
linéaire, analyseur a temps de vol (TOF), analyseur TOF quadripolaire
(QTOP), spectrométrie de masse a résonance cyclotronique ionique
transformée de Fourier (FT-ICR) ou par OrbiTrap™ (Kaczor-Urbanowicz et
coll., 2017)

Nous verrons dans ce manuscrit que le protéome salivaire peut étre utilisé pour
établir des liens entre la salive et notamment la fibrose kystique, le diabeéte, la
parodontite, les caries dentaires et le syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA).
L'analyse protéomique salivaire peut méme étre utile pour les applications de
sécurité sanitaire telles que I'exposition au rayonnement. Une application
particulierement intéressante des biomarqueurs protéomiques salivaires est
I'application au carcinome épidermoide oral (OSCC). L'OSCC constitue 90% de tous
les cas de cancer de la téte et du cou. Bien que la cavité buccale soit trés accessible,
la plupart des cas d'OSCC ne sont pas détectés jusqu'a ce que le cancer se soit
développé a des stades avancés. Il existe de nombreux efforts de recherche dédiés
a I'étude des biomarqueurs salivaires en tant qu’analytes de diagnostic précoce

fiables.

A I'heure actuelle, I'une des principales maladies pour laquelle le diagnostic salivaire
est en voie de validation définitive est le syndrome primaire de Gougerot-Sjogren
(SS) (Wang et coll., 2016).
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1.4.2 - Le génome, le transcriptome

Le génome

Le génome salivaire se compose d'ADN humains et microbiens. Pres de 70% du
génome salivaire est d'origine humaine, alors que les 30% restants proviennent du
microbiota oral. La qualité de I'ADN salivaire est bonne: 72 a 96% des échantillons
peuvent étre génotypés; 84% peuvent étre amplifiés; et 67% peuvent étre séquenceés
et stockés a long terme sans dégradation significative. Les analyses génétiques et
épigénétiques salivaires fournissent des profils de transcription génique qui refletent
des processus génétiques pathologiques anormaux. La méthylation de I'ADN est un
processus epigénétique qui peut changer en réponse au passage du temps, au
développement ou a l'exposition environnementale. La méthylation aberrante des

genes est fréquente dans les cancers (Zhang et coll., 2014).

Le transcriptome

Le transcriptome étudie la qualité et la quantité de tous les transcrits de génes
présents dans une cellule pour un stade de développement ou un état physiologique
spécifique. |l aide a révéler les éléments fonctionnels du génome ainsi que les
composants moléculaires des cellules et des tissus. Il permet d’indiquer le stade de

développement de l'individu et la présence ou non de maladies.

Les études de transcriptome ont porté principalement sur 'ARNm et le microARN
(miARN), qui sont sécrétées a partir de cellules dont 'origine dans la cavité buccale
provient de diverses sources: en particulier les glandes salivaires, le fluide
creéviculaire et les cellules épithéliales orales desquamées. La transcription de
I'ARNm spécifique et du miARN est modifiée dans les états pathologiques. Des
recherches récentes ont révélé la présence de plus de 3 000 espéces d'ARNm et
300 miARN dans la salive de sujets sains et malades, ce qui suggere que l'analyse
transcriptomique peut étre utile pour surveiller les états de santé et de maladie des
patients (Zhang et coll., 2014).

Plusieurs exons salivaires ont déja été identifiés pour permettre la détection de
nombreuses maladies. Des auteurs ont récemment obtenu des preuves a partir de

données conceptuelles selon lesquelles les biomarqueurs salivaires possédent un
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1
pouvoir discriminatoire pour la détection du cancer du pancréas avec une sensibilité

élevée (90,0%) et une spécificité? élevée (95,0%) qui ouvre la voie & une étude de
validation du modéle de prédiction suivie d’'une validation clinique essentielle

(Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

1.4.3 - Le métabolome
Le métabolome est I'ensemble de petits métabolites moléculaires des tissus vivants,
y compris les intermédiaires métaboliques tels que les glucides, les lipides, les
acides aminés, les acides nucléiques, les hormones et d'autres molécules de
signalisation. Les métabolites salivaires sont importants pour élucider les voies qui
menent aux différentes maladies, ce qui les rend idéal pour la détection précoce d'un
large éventail de pathologies, y compris le cancer buccal et les maladies

parodontales.

Une étude systématique des métabolites est appelée métabolomique. Le réle majeur
de la métabolomique est d'identifier de nouveaux biomarqueurs métaboliques a partir
de cellules, de tissus ou de fluides corporels au moyen de multiples plateformes
analytiques pour discerner les divergences dans I'empreinte chimique de la salive
des patients. Wang et coll. relévent que différentes études ont permis d'identifier et
d'annoter 308 meétabolites salivaires dans la salive humaine. Par ailleurs, la
recherche métabolomique de la salive menée a I'Université de Los Angeles

(Californie, USA) par Sugimoto et coll. a permis de déterminer le profil métabolique

Définition sensibilité : La sensibilité d'un test décrit sa capacité a identifier correctement les patients atteints de la
maladie. Il est trés important de pouvoir utiliser des tests de haute sensibilité pour identifier différents résultats. Par exemple, un
test clinique avec 75% de sensibilité identifie 75% des patients atteints de la maladie (vrais positifs), mais identifie aussi 25%

des patients comme malades alors qu’ils ne le sont pas (faux négatifs).

2
Définition spécificité : La spécificité d'un test décrit la capacité du test clinique a identifier correctement les patients

sains. Par exemple, un test clinique avec une spécificité de 75% montre de maniere appropriée 75% des patients sains comme
négatifs du test (vrais négatifs) mais identifie 25% de patients atteints de la maladie comme sains (le test est faussement
identifié comme positif, il s’agit de faux positifs). Un test clinique avec une spécificité et une sensibilité élevées est nécessaire

pour obtenir des résultats acceptables.
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des patients atteints de cancer du poumon, de cancer du sein, de cancer du

pancréas et de diabéte (Wang et coll., 2016 ; Sugimoto et coll., 2010).

L’équipe menée par Kageyama a noté que les patients du syndrome de Gougerot-
Sjogren expriment un ensemble plus petit de métabolites par rapport aux témoins en
bonne santé. Les résultats présentés par ces auteurs sur les échantillons salivaires
suggeérent le potentiel du profil métabolomique de ce fluide pour détecter une variété
de maladies et permettre la mise en place de dispositifs de soins (Kageyama et coll.,
2015).

1.4.4 - Le microbiome
La cavité buccale est un habitat riche et diversifié de bactéries et autres micro-
organismes. Les études montrent qu'un déséquilibre de la flore buccale peut
conduire a des maladies bucco-dentaires, ainsi qu'a des cancers et autres maladies
systémiques. Avec plus de 10000 espéces présentes, les scientifiques ont
commenceé a déméler les interactions complexes entre les microorganismes et le

corps humain (Zhang et coll., 2014).

L’utilisation du séquencage du génome bactérien ainsi que d’autres techniques
émergentes favorisent I'étude du microbiome salivaire et permettent d’identifier les
associations entre des bactéries spécifiques ou d’autres microorganismes et des
maladies orales ou systémiques. Les techniques communes utilisées par les
chercheurs sont les microarrays bactériens, I'hybridation d'ADN, la PCR, le
séquencage de nouvelle génération et le séquengage quantitatif de 'ARNr 16S. La
technique la plus récente et prometteuse est I'emploi d'un microarray
oligonucléotidique basé sur I'ARNr 16S, ce sont des puces a ADN communément
appelé microarray d'identification de microbes humains (HOMIM). HOMIM a été
utilisé dans des études comparant des échantillons de personnes malades a ceux
témoins, afin de détecter les variations d'espéces du microbiote. L'objectif est
d'identifier les profils pathogénes, de surveiller les changements et de cartographier
les altérations identifiées chez les malades, qui sont pour nombre d'entre elles
corrélées au microbiote (Zhang et coll., 2014).
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D’apres Farrell et coll.,, chez les patients atteints de cancer du pancréas, les
concentrations de 31 espéces bactériennes ont augmenté tandis que celles de 25
autres ont diminuées par rapport a des sujets sains. Cette étude a permis d’identifier
deux bactéries (Neisseria elongata et Streptococcus mitis) qui pouvaient étre
utilisées pour distinguer les patients atteints du cancer du pancréas (Farell et coll.,
2012).

Les maladies infectieuses, les maladies locales et systémiques qui ont été identifiees
grace au microbiome sont le VIH-1 (Virus d’'Immunodéficience Humaine), le VIH-2,
I'népatite A, I'hépatite B, I'hnépatite C, le paludisme, la dengue, la tuberculose, la
maladie du virus Ebola, les maladies causées par la familles Herpesviridae (virus
Epstein-Barr, I'nerpés simplex virus, cytomégalovirus), le cancer buccal, a la maladie
de Crohn, au cancer du pancréas et a la pancréatite chronique, a la maladie

parodontale, a la carie dentaire et a I'obésité (Wang et coll., 2016).

1.4.5 - L'immunologie salivaire
Un secteur prometteur d’investigation dans le diagnostic salivaire, consiste en
I'utilisation de marqueurs immunologiques d’infections systémiques pour

diagnostiquer et pronostiquer des patients.

Les glandes salivaires étant hautement vascularisées, la concentration de marqueurs

immunologiques est sensiblement comparable a celles du systéme vasculaire.

Cette similarité permet de développer des outils diagnostiques, notamment des kits
de tests pour le sida déja commercialisés, des études sont en cours concernant les
hépatites A, B et C par des tests sur les immunoglobulines (IgA, IgM, 1gG) avec pour
I'hépatite C une précision de 97,5% mais dont le test n’est pas encore validé. Dans
cette perspective, des antigénes spécifiques de Plasmodium faciparium, du virus de
la dengue ou d’Ebola sont détectables dans la salive. La recherche de marqueurs
immunologiques est donc un processus bien engagé mais doit étre étendue pour

obtenir plus de systemes de dépistage pour une plus grande variété de microbes.

Les chercheurs de I'Université de Los Angeles (Californie, USA) se sont penchés sur
les marqueurs de la maladie de Gougerot-Sjogren. lls ont montré que les marqueurs

immunologiques associés au protéome permettent la construction d'un profil
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moléculaire discriminant les patients atteint de la maladie, de ceux atteints de lupus

érythémateux et des individus sains.

L’utilisation de biomarqueurs immunologiques permet de diagnostiquer, de classer et
prédire certaines maladies, mais son utilité est d’autant plus remarquable en
complément d’autres biomarqueurs, car elle permet d’obtenir ces informations de

maniere fiable et plus claire (Wang et coll., 2016).

Immunome
A

Salivaomics

Genome

Proteome Microbiome

7

Metabolome

Figure 13 : Champs d’investigation des salivaomics (Zhang et coll., 2014)
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2 - Les biomarqueurs de la santé générale dans la salive

Cette partie consiste a rassembler, sans étre exhaustif, les avancées scientifiques
identifiant les molécules qui sont potentiellement des biomarqueurs dans différentes
maladies répertoriées selon la classification mis en place par I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS)

2.1 - Maladies infectieuses et parasitaires

2.1.1 - Maladies virales

Les tests diagnostiques pour les infections virales reposent actuellement sur des
biomarqueurs salivaires, tels que I'ADN et I'ARN viral, des antigénes et des
anticorps. Aujourd’hui, la salive est supérieure au sérum et a l'urine a la fois pour la
sensibilité et la spécificité détectant le VIH, ce test est capable de détecter le déclin
des taux d'IgA salivaire du VIH lorsque les patients sont infectés. Il a été suggéré que
la détection d'anticorps IgA contre le VIH dans la salive pourrait donc étre un
indicateur pronostic de cette l'infection. La collecte et I'analyse de la salive offrent
une méthode simple, slre, bien tolérée et précise pour le diagnostic du VIH (Greabu
et coll., 2009).

Au niveau protéomique, il existe des tests basés sur les anticorps présents dans la
salive pour détecter différents virus, comme ceux de I'hépatite A, de I'hépatite B, de
I'népatite C, du VIH-1, du Morbillivirus causant la rougeole (avec 97% de sensibilité
et 100% de spécificité), du Paramyxoviridae causant les oreillons (94% de sensibilité
et 94% de spécificité), ou du Togaviridiae causant la rubéole (98% de sensibilité et
98 % de spécificité) et de la stomatite vésiculeuse. L'Institut scientifique Raffaele de
Milan a utilisé un nouveau test salivaire appelé test d'anticorps rapide du virus de
I'népatite C, OraQuick®, pour détecter ce virus de maniére plus simple et plus rapide.
Dans la littérature, certaines études montrent que la salive semble étre plus sensible
que le sang pour détecter le virus de I'herpés (HHV-6) ou du cytomégalovirus humain
(Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017 ; Zhang et coll., 2016).
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2.1.2 - Maladies infectieuses d’origine bactérienne
Helicobacter pylori (H. pylori) est un agent pathogéne bactérien microaérophile a
Gram négatif qui se développe habituellement dans le mucus de I'estomac.
L'infection a H. pylori est le facteur de risque le plus important pour le développement
des ulcéres gastriques et duodénaux. Cet ulcére est la maladie la plus fréquente du
systéme digestif et a été classé comme cancérogéne de type | par 'OMS en raison
de son implication connue dans le développement du lymphome de lintestin

gastrique dans les tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT).

Dans l'estomac, H. pylori peut étre diagnostiqué au moyen d'une endoscopie
(examen relativement pénible) et d'un test respiratoire a I'urée. Cependant, ce test
respiratoire devrait étre évité pour le diagnostic de cette infection car dans la salive, il
existe aussi de nombreuses bactéries de type Campylobacter et Streptococcus
donnant une réponse positive a l'urée, pouvant contribuer a des résultats faussement
positifs du test respiratoire. En raison de ces faux positifs, la détection de H. pylori
dans la salive par la technique de réaction en chaine par polymérase (PCR) est plus

efficace et plus fiable que le test respiratoire (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

2.1.3 - Maladies infectieuses d’origine fongique
Certaines infections locales fongiques, comme la candidose, ont déja été

diagnostiquées dans la salive (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

2.1.4 - Rejet du greffon par I’hote
Les personnes ayant subi une greffe d’organe sont dans I'obligation de suivre un
traitement antirejet pour maintenir la survie optimale du greffon, considéré par

'organisme comme un corps étranger a éliminer.

L’intensité de cette réponse peut-étre suivie dans le protéome salivaire par la
quantification de la concentration d’interleukine 1 et de cystatine B. Cette découverte
est tres intéressante et ouvre des perspectives de recherches importantes. |l est
donc nécessaire de continuer a étudier ces phénomenes et augmenter le nombre de

recherches a ce sujet (Khurshid et coll., 2016).
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2.1.5 - Pigares du moustique vecteur de la dengue
Les moustiques Aedes aegypti sont des vecteurs importants de maladies ré-
émergentes dans les pays en développement. L'exposition croissante a Aedes dans
les pays industrialisés est actuellement une source de préoccupation car c’est un des
vecteurs principaux de la dengue. Compte tenu des limites des méthodes
entomologiques (zoologie des insectes) actuelles, il est nécessaire de créer un

nouveau moyen efficace d'évaluer 'exposition a Aedes.

L’hypothése soumise était d'évaluer les réponses d'anticorps spécifiques a Aedes
aegypti dans la salive, comme biomarqueur de l'exposition a ces moustiques dans
une zone urbaine endémique de dengue. Les réponses a IgG salivaires ont été
fortes chez les jeunes enfants puis ont progressivement diminué avec I'age. Les taux
spécifiques d'lgG étaient significativement plus élevés chez les personnes vivant
dans des sites ayant une présence d’Aedes aegypti plus élevée, mesurée en utilisant
des parameétres entomologiques. Il y a donc une corrélation significative entre I'lgG
salivaire et le niveau d'exposition, indépendamment de I'dge ou du sexe. Ces
résultats suggérent que les réponses d'anticorps dans la salive pourraient étre
utilisées pour surveiller I'exposition humaine aux piqires d'Aedes (Doucoure et coll.,
2012).

2.1.6 - Paludisme
En 2015, prés de la moitié de la population mondiale était exposée au risque de
contracter le paludisme méme si la plupart des cas de paludisme surviennent en
Afrique subsaharienne, avec 212 millions de cas de paludisme et 429 000 déces
selon les derniéres estimations de 'OMS (OMS, 2017).

Une analyse protéomique d’échantillons de salive a été réalisée chez 17 enfants
souffrant de fievre due au paludisme, et chez 17 enfants témoins. La signature
protéomique des patients malades a révélé une forte production de protéines
inflammatoires et érythrocytaires. Trois protéines de Psalmodium falciparum
(PFLO480w, PF0O8_0054 et PFI0875w) ont été identifiées chez les patients atteints

de paludisme mais pas chez les patients témoins.
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Cette étude montre que la salive est un échantillon clinique approprié pour la
découverte de biomarqueurs. Les protéines parasitaires et plusieurs biomarqueurs
potentiels ont été identifiés chez les patients atteints de paludisme mais pas chez les
patients présentant d'autres causes de fiévre. La performance diagnostique de ces

marqueurs devrait étre abordée de maniere prospective (Huang et coll., 2012).

2.2 — Tumeurs malignes
L'oncologie est une branche de la médecine qui traite de la prévention, du diagnostic
et du traitement du cancer. La salive est un moyen de diagnostic utile dans la
détection précoce de divers cancers touchant la cavité orale, du pancréas, du sein,
du poumon ou le systéeme gastrique. L'objet principal du domaine de recherche des

diagnostics salivaires est de détecter ou de surveiller ces différents types de cancer.

2.2.1 - Cancers Oraux
L'utilisation de biomarqueurs salivaires pour le dépistage précoce du cancer de la
bouche, pour lequel le taux de survie a cinq ans est encore trés faible (62%), a
récemment suscité beaucoup d'intérét au sein de la communauté scientifique. Plus
de 90% des cancers de la bouche sont des carcinomes épidermoides oraux (OSCC :
Oral Squamous Cell Carcinoma) et la plupart des OSCC sont diagnostiqués a un
stade avancé, soulignant ainsi la nécessité d'aides diagnostiques cliniques pour le

dépistage précoce de ceux-ci (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

A I'heure actuelle, plus de 100 biomarqueurs d’'OSCC de différents types ont été
signalés dans la littérature et les diverses technologies abordées précédemment ont
été utilisées pour leur découverte (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017). Ces
biomarqueurs sont de type transcriptome, protéome, métabolome, microbiome ou

une association de ces derniers.

e Génome, transcriptome

Des mutations somatiques de I'ADN spécifique de la tumeur, se retrouve dans la

salive, le plasma ou d'autres fluides corporels. Ces mutations somatiques peuvent
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étre utilisées comme biomarqueurs pour diagnostiquer des tumeurs orales ou autres.
Dans la salive, la présence d'ADN spécifique de la tumeur buccale était détectée
chez 100% des patients développant cette derniére. Ainsi, la surabondance d'ADN
tumoral dans la salive pourrait potentiellement &tre un outil de diagnostic des cancers

oraux (Zhang et coll., 2016).

L’évaluation des miARN de la salive montre qu’ils sont exprimés differemment chez
les malades (patients atteints de carcinome épidermoide de la téte et du cou) et chez
des patients sains. lls peuvent servir de nouveaux biomarqueurs pour détecter de
maniére fiable le carcinome. Ainsi, les miARN dérivés de la salive (miR-9, miR-134 et
miR-191) pourrait étre utilisés comme des biomarqueurs pour détecter de maniére

fiable le carcinome épidermoide de la téte et du cou (Rathnayake et coll., 2017).

D’autres auteurs rapportent que les patients atteints de carcinome épidermoide oral
(OSCC) présentent dans leur salive des niveaux de miARN inférieurs miR-125a et de

miR-200a par rapport aux individus sains (Zhang et coll., 2016).

e Protéome

Les protéines tumorales salivaires peuvent également étre utilisées pour détecter

certains cancers. Ainsi, il a été rapporté que l'augmentation de I'antigéne tumoral
CA15-3 et les anticorps pour les marqueurs de protéines tumorales c-erbB2, CA-125
et P53 dans la salive peuvent également étre considérés comme des biomarqueurs

salivaires pour les cancers buccaux et extra-buccaux.

Les protéines inflammatoires telles que l'lL-6 et [I-8 avaient une concentration
elevées chez les patients avec un cancer des voies aéro-digestives ayant un

antécédent de cancer (Rathnayake et coll. 2017)

De méme, les niveaux d’IL-4, IL-10, IL-13 et IL-1Ra sont augmentés dans la salive
des patients atteints d'OSCC. |l est a noter que le niveau d'IL-1RA était le plus élevé
dans les lésions OSCC mal différenciées par rapport aux lésions OSCC bien et
modérément différenciées. Une étude similaire a révélé que les niveaux du TNF-a
étaient plus élevés chez les patients atteints de tumeurs modérément et mal

différenciées que ceux ayant des tumeurs bien différenciées et au stade IV. De plus,
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il y a une corrélation positive entre le classement histologique de 'OSCC et le TNF-a
(Zhang et coll., 2016).

L’équipe dirigée par Rathnayake compléte ces découvertes avec d’autres

biomarqueurs connus tels que l'interféron-gamma (IFN-y), et I'lL-1.

D'autres études ont montré que I'hyaluronidase, la surexpression de la glyco-protéine
zinc-a-2 dans la salive des patients cancéreux, ainsi que d’autres protéines (MRP14,
M2BP, CD59, catalase, profiline, M2BP, involucrine, histone H1, S100A12, et
S100P) pouvaient étre utilisés dans le diagnostic des cancers buccaux (Khurshid et
coll., 2016) (Zhang et coll., 2016).

Ces auteurs concluent tout de méme que ces biomarqueurs, malgré un potentiel
prometteur, ont une fiabilité encore trop dépendante des méthodes et techniques
d'analyse utilisées mais aussi de I'état inflammatoire de la cavité buccale qui serait
un biais dans lI'analyse de ces cytokines poussant a considérer ces résultats avec

prudence (Rathnayake et coll. 2017).

e Meétabolome

Les patients atteints d’OSCC possedent un marqueur spécifique du stress oxydatif,
le malondialdehyde (MDA) présent dans leur salive, plus sensible et spécifique il
semble étre un meilleur outil de diagnostic par rapport au MDA sérique. Sont aussi
présentes plusieurs variations d’autres molécules comme le facteur de croissance
transformant-béta-1 (TGF-B1), le facteur de croissance épidermique (EGF), facteur
de croissance endothélial vasculaire (VEGF) et I'endothéline (Rathnayake et coll.,
2017).

De plus, les changements de concentration de la valine, l'acide lactique et la
phénylalanine ont permis de différencier un sujet sain, d’'un sujet malade et d’un sujet
présentant des conditions précancéreuses, avec une sensibilité élevée (90%) et une
spécificité intéressante (83%). De méme, une étude récente signale des différences
significatives comparées aux sujets sains dans la concentration de choline, de
bétaine, d'acide pipécolinique (élevé dans les OSCC) et de L-carnitine (faible dans

les OSCC). Enfin, de nouvelles techniques d’analyse a permis d’identifier cinq
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nouveaux marqueurs meétaboliques pour les OSCC, tels que la propionylcholine, le
N-acétyle-L-phénylalanine, sphinganine, phytosphingosine et S-carboxyméthyl-L-

cystéine (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

e Microbiome

Avec le développement de la technologie de séquencage a haut débit, les
chercheurs se sont rendu compte de l'importance des microorganismes dans le
développement du cancer buccal. La diversité des espéces et I'abondance relative
des bactéries dans la salive des patients atteints de tumeurs buccales sont plus
importantes que chez les patients en bonne santé, mais une élimination des facteurs

confondant tels que la parodontite devrait étre considérée (Zhang et coll., 2016).

e Association de biomarqueurs

Dans certaines études, les biomarqueurs salivaires évalués ont été plus prédictif
dans les stades primaires que les stades avancés des OSCC (Guerra et coll., 2015).
L’association de certains de ces biomarqueurs (interleukine-8, choline, acide
pipécolinique, L-phénylalanine et S-carboxyméthyl-L-cystéine) peut améliorer la

précision du test diagnostique (Guerra et coll., 2015).

De méme que l'association de cinq protéines : M2BP, MRP14, profiline, CD59 et
catalase a pu discriminer le cancer buccal avec une précision clinique de plus de
90% (sensibilité de 90% et spécificité de 83%).

Des biomarqueurs d'ARN salivaire pour les OSCC au moyen d'une analyse par
microarray, y compris des transcriptions d'IL8, IL-1p, DUSP1, HA3, OAZ1, S100P et

SAT discriminent le cancer oral avec 91% de sensibilité et 91% de spécificité.

Les biomarqueurs salivaires représentent une approche prometteuse pour la
détection du cancer buccal. Cependant, il reste certains problémes a résoudre pour
que cette approche soit une méthode fiable, hautement sensible et spécifique de

diagnostic (Dahiya et coll., 2016).
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Toutes ces études démontrent que des biomarqueurs salivaires peuvent étre utilisés
pour diagnostiquer plusieurs types de cancers buccaux, en particulier dans leurs
premiers stades. Cependant, tous les biomarqueurs ne présentent pas les mémes
degrés de précision et a I'heure actuelle, seulement certains d’entre eux ont une
fiabilité prouvée. L'utilisation de biomarqueurs combinés semble, en revanche,
entrainer une meilleure précision avec une sensibilité et une spécificité plus élevées,

par rapport a l'utilisation de biomarqueurs isolés.

2.2.2 - Cancer du sein
Le cancer du sein est la forme la plus commune de cancer et la premiére cause de
décés par cancer chez les femmes en France. Malgré les progrés réalisés dans son
traitement, plus de 11 900 personnes sont mortes de cette maladie en France en
2015. La plupart des cancers du sein sont diagnostiqués a un stade tardif, entrainant
des taux de mortalité élevés. La mammographie de dépistage traditionnel est
considérée comme le diagnostic de référence du cancer du sein, mais la sensibilité
de cet examen est variable selon le type de mammographie. D’autres biomarqueurs

de ce cancer sont a I'étude :

e Transcriptome

Utilisant les technologies récentes de profilage des transcriptomes salivaires, huit
biomarqueurs d'’ARNmM et un biomarqueur de protéines ont été validés pour la
détection du cancer du sein, avec une précision de 92% (83% de sensibilité, 97% de

spécificité) (Wang et coll., 2017).

e Protéome

Les niveaux de CA15-3 et c-erB-2 ont également été augmentés dans la salive des
patients malades, ces taux salivaires sont positivement corrélés avec les taux

sériques des patientes atteintes de cancer du sein (Zhang et coll., 2016).
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CA15-3 est désormais un biomarqueur protéomique approuvé par la Food and Drug
Administration des Etats-Unis (FDA) pour surveiller la métastase du cancer du sein
(Wang et coll., 2017).

L'expression de la protéine de résistance du poumon (LRP) dans la salive a été
mesurée dans les échantillons de salive obtenus chez 16 sujets sains, et chez 16
patientes atteintes de tumeurs du sein. Les analyses de ces échantillons ont montré
que les niveaux de LRP sont significativement plus élevés chez les sujets atteints de

cancer du sein par rapport aux femmes en bonne santé (Wang et coll., 2017).

e Meétabolome

ATP6AP1 est une ATPase exprimée dans des tissus normaux tels que la moelle
osseuse, le sang, les nerfs et la peau. Cette enzyme est corrélée avec plusieurs
tumeurs dont le cancer du sein et pourrait contribuer a la détection précoce de ce

dernier.

Dans une autre étude, on a constaté que les niveaux de facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF), de facteur de croissance épidermique (EGF) et
d'antigéne carcino-embryonnaire dans la salive étaient significativement augmentés

chez les patientes atteintes de cancer du sein (Zhang et coll., 2016).

Une analyse des meétabolites d'échantillons salivaires obtenus auprés de 60
patientes atteintes d'un cancer du sein et 20 contrOles sains a révélé que cinq
biomarqueurs potentiels (Choline, Isethionate, Cadavarine, N1-Acetylspermidine et
Spermine) ont montré des concentrations significativement plus élevées chez les
patientes atteintes de cancer du sein comparativement a des individus en bonne
santé. De plus une analyse de la métabolomie de la salive humaine a permis
d’'identifier de nombreux biomarqueurs susceptibles de diagnostiquer et de
déterminer le stade du cancer du sein. Parmi ceux-ci, certaines molécules ont révélé
des différences significatives telles que, la lysophosphatidylcholine et le
monoacylglyceride (Wang et coll., 2017).

La taurine semble intéressante en ce qui concerne lidentification des stades

précoces du cancer du sein, tandis que la valine a démontré un excellent résultat au
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test de précision diagnostique pour les stades avancés. L'augmentation de l'acide
sialique salivaire peut étre un marqueur prédictif utile pour ce cancer (Porto et coll.,
2017).

e Association de biomarqueurs

La combinaison de ces molécules : CSTA + TPT1 + IGF2BP1 + GRM1 + GRIK1 +
H6PD + MDM4- + S100A8 + CA6 a présenté un excellent résultat au test de
précision diagnostique, distinguant précisément les patientes atteintes du cancer du

sein des témoins (Porto et coll., 2017).

Toutes ces études montrent l'intérét croissant des métabolites salivaires dans
I'identification de biomarqueurs cancéreux pouvant orienter le diagnostic. Cependant,
a ce jour, les preuves restent trop limitées pour confirmer ['utilisation des

biomarqueurs salivaires comme outils de diagnostic de ce cancer.

2.2.3 - Cancer gastrique
Le cancer gastrique est le quatrieme cancer le plus courant et 'une des principales
causes de déces liée au cancer dans le monde entier. Environ 880 000 personnes
succombent dans le monde a cette malignité chaque année. Une telle mortalité
elevée est principalement due au diagnostic retardé, car les premiers stades du
cancer gastrique sont généralement asymptomatiques ou ne causent que des
symptoémes non spécifiques. Trois marqueurs salivaires ont été associés au cancer
gastrique: la présence des protéines cystatine B (CSTB) et triosephosphate
isomérase (TPI1) et la perte du géne suppresseur de tumeur cérébrales 1 (DMBT1).
Ces marqueurs pourraient étre utilisés pour différencier les patients atteints de
cancer gastrique des sujets témoins avec 85% de sensibilité et 80% de spécificité

(Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

Bien que l'incidence et la mortalité aient considérablement diminué au cours des
derniéres décennies, H. pylori, causant l'inflammation de la muqueuse de l'estomac,
peut également conduire a un cancer gastrique. Des niveaux cliniquement pertinents

de deux métabolites de H. pylori dans la salive, NH3 et CO,, pourraient étre utilisés
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en complément des analyses de routine pour diagnostiquer ces cancers (Wang et
coll., 2017).

2.2.4 - Cancer des Poumons
Le cancer du poumon est la principale cause de décés par cancer chez les hommes
et les femmes du monde entier. Etant donné que la plupart des symptémes
constatés pour le cancer du poumon ne sont pas spécifiques, le diagnostic se fait
principalement a la fin et a un stade avancé avec un mauvais taux de survie. Des
techniques efficaces de détection précoce sont nécessaires. Le domaine émergeant
du diagnostic salivaire pourrait fournir des méthodes de détection scientifiquement

crédibles, faciles a utiliser, non invasives et rentables.

Certaines techniques peuvent détecter les mutations du récepteur du facteur de
croissance épidermique (EGFR) directement dans les fluides corporels, y compris la
salive. L'étude des marqueurs hormonaux circulants d’'une biopsie liquidienne est
possible par L'EFIRM (Electric Field Induced Realease and Measurement) qui est
une méthode d’analyse électrochimique basé sur des sondes d'acide nucléique
fixées capturant les séquences mutées aprés l'application de champs électriques
pour faciliter le processus d'hybridation. En raison de la rapidité et de la simplicité de
la méthode, EFIRM pourrait étre un outil potentiellement intéressant pour la
surveillance de la mutation oncogéne des patients. Un test en aveugle a été effectué
sur des échantillons de salive provenant de 40 patients atteints de carcinome
pulmonaire a petites cellules (non-small cell lung carcinoma (NSCLC)). EFIRM a
permis de détecter la suppression de l'exon 19 et les mutations L858R dans les
echantillons de salive et de plasma de patients atteints de cancer du poumon, et a
mis en évidence une surexpression de la mutation L858R, légérement plus élevée

dans la salive que dans le plasma (Wang et coll., 2017).

e Transcriptome

Les transcriptomes salivaires de patients atteints de cancer du poumon ont été
établis et ont mené a la découverte et a la pré validation de sept biomarqueurs
transcriptomiques hautement discriminatoires (BRAF, CCNI, EGRF, FGF19, FRS2,
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GREB1 et LZTS1). Le modéle de régression logistique combinant cinq des
biomarqueurs d'ARNm (CCNI, EGFR, FGF19, FRS2 et GREB1) pourrait différencier
les patients atteints de cancer du poumon des sujets témoins sains, avec une
sensibilité de 93,75% et une spécificité de 82,81%. Ces biomarqueurs d'ARNm
salivaires sont discriminant de la détection du cancer du poumon. Ces résultats ont
mis en évidence des biomarqueurs salivaires qui nécessitent d’étre validés par des
études multicentriques a cohorte importante pour étre définitivement utilisés comme
outil diagnostique de détection non invasive du cancer du poumon. Ainsi I'équipe
menée par Zhang a initié une validation multi-centre PRoBE (acronyme de
prélevement d'échantillons prospectifs, évaluation aveugle rétrospective) afin de les
valider (Zhang et coll., 2012).

e Protéome

Il existe en particulier trois protéines : haptoglobine, zinc-a-2-glycoprotéine et
calprotectine, qui peuvent discriminer les patients atteints de cancer du poumon
d'individus en bonne santé. Ce sont des biomarqueurs efficaces avec une sensibilité
de 88,5% et une spécificité de 93,3%, qui pourraient étre utilisés pour la détection

précoce et le pronostic du cancer du poumon (Zhang et coll., 2016).

2.2.5 - Cancer du pancréas
Le cancer du pancréas affecte environ 340 000 individus et 330 000 succombent a la
maladie chaque année dans le monde. La survie a cinq ans pour le cancer du

pancréas est la plus basse de tous les cancers qui touchent I'étre humain.

e Transcriptome

Les transcriptomes des échantillons de salive de 42 patients atteints de cancer du
pancréas, dont 30 patients atteints de pancréatite chronique et 42 sujets témoins
sains ont montré que la combinaison de 4 biomarqueurs d'ARNm (KRAS, MBD3L2,
ACRV1 et DPM1) pourrait différencier les premiers des seconds avec une sensibilité

élevée de 90,0% et une spécificité de 95,0%.
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Il a été montré que les ARNm sont importants dans les diagnostics salivaires. Les
meilleurs candidats sont 5 miARN (miR-17, miR-21, miR-181a, miR-181b et miR-
196a) qui ont été exprimés difféeremment dans les échantillons de salive des patients
atteints de cancer du pancréas par rapport aux témoins. Wang et son équipe
rapportent que parmi 94 miARNs salivaires examinés chez les patients atteints de
cancer du pancréas, de pancréatite, de néoplasie muqueuse papillaire intraductique
et des témoins sains, les transcriptomes miR-21, miR-23a, miR-23b et miR-29c¢ sont
présents de maniere significative dans la salive des patients atteints de cancer du
pancréas par rapport aux témoins, montrant une spécificité parfaite (100%), mais
avec une faible sensibilité respectivement de 71,4%, 85,7%, 85,7% et 57% (Wang et
coll., 2017). De plus que les ARN miR-23a et miR23b ont été surexprimés dans des

|ésions au stade précoce (Zhang et coll., 2016).

Des puces a ADN (microarray) ont été utilisées pour évaluer le miARN salivaire des
patients atteints d'un cancer pancréatique résécable. Le modéle combinant miR-
3679-5p et miR-3679-5p a permis de distinguer le cancer du pancréas résécable,
présentant respectivement des sensibilités de 72,5%, 62,5%, 70,0% et des
spécificités de 70%, 80% et 70% (Wang et coll., 2017).

Selon I'équipe dirigée par Kaczor-Urbanowicz, le pouvoir discriminatoire des miARN
salivaire permettrait de différencier les patients atteints de tumeurs pancréatiques
non opérables de ceux présentant des Iésions précancéreuses, des maladies
inflammatoires ou des sujets témoins sans cancer (Kaczor-Urbanowicz et coll.,
2017).

L’équipe de Liu a utilisé une méthode de calcul efficace pour utiliser pleinement
l'information a partir du transcriptome salivaire. Elle a caractérisé les génes liés au
cancer du pancréas grace a une méthode de classification fondée sur des
caractéristiques biologiques et a identifié 29 biomarqueurs d'ARNm salivaires, parmi
lesquelles: CA2, HES1, MGMT, STAT5B, FOXC1, MCM7 et PDGFRA. Ces
nouveaux biomarqueurs d'’ARNm identifiés s’ajoutent a ceux déja mis en évidence et
renforcent I'intérét des tests salivaires pour la détection précoce plus précise et plus

spécifique du cancer du pancréas (Liu et coll., 2017).
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e Meétabolome

Dans la famille métabolomique, huit marqueurs spécifiques du cancer du pancréas
(leucine avec isoleucine, tryptophane, valine, acide glutamique, phénylalanine,
glutamine et acide aspartique), permettraient de discriminer les sujets sains des

sujets atteints de cancer du pancréas (Wang et coll., 2017).

De plus une surexpression du récepteur au facteur de croissance épidermique
(EGFR) a été détectée dans la salive de patients avec le cancer du pancréas

(Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

e Microbiome

Une variation significative du microbiote salivaire a été relevée entre 10 sujets
atteints de cancers du pancréas et 10 sujets témoins en utilisant une microarray
d'identification microbienne orale humaine (HOMIM), puis validée au moyen d’une
gPCR. Il a été noté une diminution de 25 espéces bactériennes dans la salive et la
présence combinée de N. elongata et de S. mitis ont permis de distinguer les
patients atteints de cancer du pancréas des sujets sains avec une sensibilité de
96,4% et une spécificité de 82,1%. Ces données sont complétées par la présence
significativement plus élevée de Leptotrichia et Porphyromonas dans la salive des
patients diagnostiqués avec un cancer du pancréas par rapport aux témoins sains et

a ceux souffrant d'autres maladies (Wang et coll., 2017).

2.2.6 - Cancer de la prostate
Le cancer de la prostate se situe au premier rang des cancers chez I'nomme, la
mortalité suite a ce cancer ne cesse de diminué mais une prise en charge précoce

grace aux biomarqueurs continuera a lutter contre ce cancer.

MiR-141 et miR-21 sont deux biomarqueurs de la tumeur de la prostate détectés
dans la salive. Le premier est significativement élevé chez les patients atteints de
cancer de la prostate a un stade avanceé, alors que le dernier est surexprimé dans le
cancer de la prostate a un stade précoce. On espére que leur détection permettra

une approche non invasive pour diagnostiquer le cancer de la prostate, en particulier
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a ses prémices aprés validation dans des cohortes plus importantes (Zhang et coll.,
2016).

En conclusion, toutes ces différentes publications mettent en avant la possibilité de
diagnostic non invasif par le biais de biomarqueurs salivaires afin de mettre en

évidence certains cancers.

Toutefois, en dépit de l'intérét scientifique des biomarqueurs salivaires pour la
détection de maladies humaines, l'absence d'une dissémination identique et
reproductible des molécules tumorales issues des différents cancers dans la salive

nuit a I'application et son utilité clinique comme outil diagnostic.

A I'heure actuelle, les microvésicules dérivées des cellules tumorales (exosomes)
présentent un intérét pour les chercheurs, car ils pourraient étre la clé pour
comprendre la communication entre le cancer et la cavité buccale, entrainant un
nouveau champ d’investigation prometteur dans le développement de biomarqueurs

salivaires spécifiques de tumeurs.

2.3 - Maladies auto-immunes

2.3.1 - Syndrome de Gougerot-Sjogren
Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) est une maladie auto-immune systémique
et chronique caractérisée par une kératoconjonctivite et une xérostomie. Avec le
développement du SGS, le débit salivaire est diminué et les constituants salivaires

changent.

Ainsi, les études protéomiques montrent une diminution du niveau de cytokines telles
que IL-2, IL-4, IL-5 et d’IL-6 qui pourrait aider de diagnostiquer les patients atteints
du SGS.

On constate également une augmentation de la concentration des éléments
métabolomiques suivants : IgA, IgG, IgM, Na, lactoferrine, albumine, microglobuline
B2, cystatine S et C, lipides, prostaglandines E2 et thromboxane B2.
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Les analyses génomiques ont identifiess 19 genes (EPSTI1, IFl44, IF144L, IFIT1,
IFIT2, IFIT3, MX1, OAS1, SAMDOL, PSMB9, STAT1, HERC5, EV12B, CD53, SELL,
HLA-DQA1, PTPRC, B2M et TAP2) qui seraient étroitement liés au processus
pathologique de SGS, caractérisé par des fonctions telles que l'induction

d'interférons, I'osmose des lymphocytes et la présentation d'antigenes.

La découverte avec succés d’'un panel de biomarqueurs chez les patients atteints du
SGS primaire, y compris I'association de trois biomarqueurs d'ARNm (antigéne de
différenciation nucléaire de cellules myéloides, protéines de liaison au guanylate 2 et
récepteur lllb a faible affinité pour le fragment Fc d'lgG) et de trois biomarqueurs de
protéines (cathepsine D, A-énolase et B2-microglobuline), constitue un pas de plus
vers la validation d’'un diagnostic de SGS a partir de biomarqueurs. La synthése des
données du protéome et du transcriptome pourrait déboucher sur le développement
d'un outil clinique peu colteux et simple pour le diagnostic des SGS primaires et
secondaires dans les premiers stades (Zhang et coll., 2016 ; Kaczor-Urbanowicz et
coll., 2017 ; Khurshid et coll., 2016).

2.3.2 - Sclérodermie systémique
La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie auto-immune caractérisée par
une fibrose progressive de la peau et des organes internes. Une étude a établi une
corrélation entre les niveaux de psoriasine salivaire (S100A7) et I'atteinte pulmonaire
chez les patients atteints de ScS par rapport a des populations saines. Les résultats
montrent une augmentation de la psoriasine chez les patients souffrant de ScS. Son
dosage pourrait étre une méthode rapide permettant aux cliniciens d'évaluer I'atteinte
pulmonaire, qui jusqu'a maintenant n'est révélée que par l'utilisation de techniques

plus invasives et colteuses (Giusti et coll., 2016).

2.4 - Maladies endocriniennes, nutritionnelles et métaboliques

2.4.1 - Diabete
L'une des maladies chroniques les plus courantes est le diabéte, qui se produit soit
lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment d'insuline, soit lorsque le corps ne

peut pas utiliser efficacement l'insuline qu'il produit. L'hyperglycémie est un effet du
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diabéte incontrolé et au fil du temps entraine des dommages graves au niveau de

plusieurs organes du corps, principalement les vaisseaux sanguins et les nerfs.

Le diabéte sucré est un trouble métabolique qui conduit a des changements
morphologiques dans les glandes salivaires et la composition de la salive. Selon
Malicka et ses co-auteurs, la myéloperoxydase et I'lgA sont corrélées avec un état

parodontal altéré chez les patients diabétiques (Malicka et coll., 2015).

Dans une étude transversale portant sur 451 patients, Rathnayake et son équipe ont
trouvé des niveaux salivaires élevés de métalloprotéases matricielles MMP-8 chez

les patients diabétiques (Rathnayake et coll., 2017).

e Diabéte de type 1 :

Chez les patients atteints de diabéte de type 1, la N-acétyl-B-d-hexosaminidase
salivaire a été significativement augmentée par rapport aux sujets témoins sains.
Tandis qu’'une autre étude a détecté 52 protéines différentes et certains
biomarqueurs inflammatoires salivaires hautement liés au diabéte (Rathnayake et
coll., 2017).

L’étude menée par Caseiro s’est focalisée sur le diabéte de type 1 : les résultats du
protéome salivaire ont mis en évidence une surexpression des régulateurs
endogénes comme le récepteur de type Toll Like Receptor (TLR), les anticorps
MRP8/14 et la protéine PAUF, affectant I'activation de la protéine myéloide MyD88
dépendante du facteur de transcription NF-kB et I'expression du facteur de nécrose
tumorale TNF-a dans la salive des sujets atteints de rétinopathie et de néphropathie

liée au diabéte (Caseiro et coll., 2013).

e Diabéte de type 2 :

Chez les patients souffrant de diabéte sucré de type 2, une corrélation positive existe
entre I'hémoglobine glyquée (HbA1c) et la quantité totale de protéines (Kaczor-

Urbanowicz et coll., 2017).
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Une corrélation positive a été trouvée entre I'HbA1c et la glycoprotéine a-2-
macroglobuline. Le niveau de cette protéine salivaire pouvait refléter le contrble
glycémique chez les patients atteints de diabete de type 2. En revanche, la
concentration de la mélatonine salivaire a diminué chez les patients atteints de
diabéte de type 2. Cela indique que la mélatonine salivaire pouvant jouer un role
important dans la pathogenése du diabéte et pourrait devenir un biomarqueur clé
dans le diagnostic et le traitement de cette maladie. Par ailleurs, les patients atteints
de diabéte de type 2 avaient des niveaux significativement plus élevés de glucose et
d'a-hydroxybutyrate. Par conséquent, ces métabolites pourraient étre utiles pour le
diagnostic, le traitement et I'évaluation pronostique du diabéte. Il y avait une
corrélation significative entre les concentrations de HbA1c et de glucose salivaire
chez les patients atteints de diabéte. Cela indique que la glycémie pourrait étre
surveillée par I'analyse de la salive chez les patients atteints de diabéte (Zhang et
coll., 2016).

On peut également analyser la salive chez les enfants. En effet, le profil salivaire des
enfants diabétiques differe du profil salivaire des enfants en bonne santé selon
I'étude menée par De Olivieira et ses co-auteurs. De plus, les enfants atteints de
diabete incontrolé présentent plus d'altération de la salive avec une augmentation
significative de lactate, d’acétate et de formate, ainsi qu’une diminution de succinate

que les enfants ayant leur diabéte contrélé (De Oliveira et coll., 2016).

Etant donné que le diabéte est une maladie chronique courante avec de nombreuses
comorbidités associées, mesurer les altérations qualitatives et quantitatives des
salives pourrait étre un moyen prometteur, moins invasif et moins colteux pour

surveiller les patients atteints.

2.4.2 - Amylose/Amyloidose
L'amyloidose familiale de Ila transthyrétine (ATTR) est une maladie
neurodégénérative autosomique dominante ou la transthyrétine (TTR), une protéine
du plasma homotétramérique, est le principal composant des dépbts de fibrilles
amyloides. Il s'agit d'une maladie systémique et mortelle qui entrave les fonctions

des organes et finit par causer la mort.
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Plus de 80 mutations ponctuelles TTR sont connues pour étre associées a des
maladies amyloides systémiques. La mutation amyloideuse la plus courante est le
remplacement de la valine a la position 30 par la méthionine, la variante V30M.
Comme la TTR plasmatique est principalement produite dans le foie, la seule
thérapie définitive pour I'ATTR est la transplantation du foie de donneurs
cadavériques. Aprés la transplantation, la forme TTR mutée en circulation est
facilement substituée par celle produite par le foie transplanté, c'est-a-dire la TTR
non muté. Pour que cette procédure soit plus efficace, les patients ATTR doivent
recevoir un nouveau foie le plus tot possible dés que le diagnostic de la maladie, qui
reste difficile a faire, est posé. De plus, un nombre considérable de porteurs de
mutation TTR sont asymptomatiques et sont déclarés non admissibles a une
transplantation hépatique. Ainsi, la détection précoce de l'apparition de la maladie,
grace a l'utilisation de biomarqueurs appropriés, est une stratégie pour surmonter
ces problémes. Les changements de profil de l'a-synucléine salivaire ont été
comparés entre des individus sains, des porteurs de mutation TTRV30M
asymptomatiques et des patients ATTR (porteurs symptomatique de mutation
TTRV30M). Il a été découvert une oligomérisation de I'a-synucléine salivaire accrue
chez les patients ATTR par rapport aux sujets témoins ou aux porteurs TTRV3OM
asymptomatiques. De plus, dans le cas de patients transplantés, I'agrégation de I'a-
synucléine est diminuée. Donc la collecte d'échantillons de salive totale, qui est une
méthode simple et non invasive, permettrait de mettre en évidence I'oligomérisation
de l'a-synucléine et pourrait étre utilisée comme biomarqueur pour I'ATTR (Guerreiro
et coll., 2012).

2.4.3 - Obésiteé
L’'obésité touche toute la société. L'obésité infantile est un fléau et grace a des
biomarqueurs présents dans la salive, il est plus aisé de suivre I'intensité de cette
maladie. Chez les enfants obéses, les concentrations salivaires en protéine C
réactive (CRP), insuline et leptine sont remarquablement plus élevées que chez les

enfants sains (Rathnayake et coll., 2017).

De plus, la découverte des endocannabinoides et leur réle dans la régulation du

bilan énergétique ont considérablement amélioré notre compréhension des
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mécanismes physiopathologiques menant a I'obésité et au diabéte de type 2. De
nouvelles connaissances sur le role de ce systeme chez I'hnomme ont été acquises
en mesurant les endocannabinoides sanguins. Les endocannabinoides et les N-
acyléthanolamines sont quantifiables dans la salive et leurs niveaux sont en
corrélation avec l'obésité mais pas avec le statut alimentaire. La perte de poids
corporel diminue significativement la N-arachidonoylethanolamide salivaire, qui

pourrait représenter un biomarqueur utile dans l'obésité (Matias et coll., 2012).

2.4.4 - Autres troubles endocriniens
En endocrinologie, la salive s'est révélée étre un outil de diagnostic utile pour
mesurer la concentration d'hormones stéroides anabolisants et de mélatonine,
composants analysés jusqu’a aujourd’hui dans d'autres fluides biologiques (tels que
le plasma, le sérum et I'urine). Actuellement, les diagnostics salivaires permettent le
suivi du cycle des sécrétions hormonales et des fonctions endocriniennes en utilisant
des tests qui déterminent la fraction libre de ces derniéres. Ces tests salivaires
permettent aussi de contrbler la concentration et le métabolisme des hormones
issues de traitement hormonal substitutif. Une mise au point affinant la spécificité de
ces techniques pourrait réduire considérablement les colts des études endocrines

hormonales.

En pratique, la salive est utilisée pour surveiller les taux d'aldostérone, d’hormones
parathyroidiennes, de glucose et d'insuline. Les récents progrés ont permis de
découvrir que le suivi de certains de ces marqueurs permet une meilleure prise en

charge de certaines pathologies :

e Les niveaux de déhydroépiandérostérone sont utiles dans le diagnostic
de ['hirsutisme, des tumeurs surrénales et du syndrome génital

surrénal,

e La progestérone dans le diagnostic de troubles de la menstruation ou
de l'infertilité, I'cestriol dans le diagnostic de maturation fcetale,

e Le cortisol dans le diagnostic du syndrome de Cushing.

75



La salive est également utilisée pour déterminer les taux d'cestradiol et de
testostérone dans le diagnostic de I'hirsutisme, des troubles menstruels, des tumeurs
surrénales et testiculaires, des troubles de la stéroidogénése et du contrbéle des
résultats de la thérapie anti-androgéne. Du fait que la testostérone dans la salive est
libre et non liée avec des protéines (globulines liant les hormones sexuelles-SHBG),
sa détermination est incontestablement de meilleure qualité par rapport a d'autres

biofluides (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

2.5 - Troubles mentaux et du comportement

2.5.1 - Dépression
L'élévation du cortisol sérique se retrouve chez de nombreux patients présentant un
trouble dépressif majeur et peut étre due a un dysfonctionnement chronique dans le
rétrocontréle de I'axe hypotalamo-hypophysaire et surrénal. Le cortisol salivaire est

un indicateur valide du cortisol sérique.

Un niveau plus élevé de cortisol dans la salive confirme la symptomatologie
dépressive au fil du temps dans le trouble dépressif majeur unipolaire. Une sécrétion
plus élevée de cortisol est associée a une tendance plus chronique de la dépression
(Bringer et coll., 2007).

Récemment, des mesures de la testostérone dans la salive ont largement été
utilisées dans I'évaluation du degré d'agressivité, de dépression, de violence et de

comportement antisocial en psychiatrie (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

2.5.2 - Stress
Plusieurs biomarqueurs du stress salivaire sont actuellement reconnus, tels que
l'amylase, le cortisol, les protéines de choc thermique et d'autres composés. A
I'neure actuelle, il est peut-étre trop tét pour introduire la plupart de ces biomarqueurs
dans les applications quotidiennes de diagnostic de routine, mais les progrés dans la
normalisation des biomarqueurs salivaires devraient permettre leur utilisation a
grande échelle a I'avenir, y compris une estimation slre, fiable et non invasive des

niveaux de stress aigus et chroniques chez les patients (Kerémi et coll., 2017).
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Plusieurs auteurs ont démontré des variations dans les hormones telles que le
cortisol et I'alpha-amylase dans les troubles anxieux. |l peut s’agir par exemple des
taux de cortisol salivaire dans une population de femmes enceintes présentant un

trouble anxieux (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

2.5.3 — Migraine
Jang et son équipe ont observé une augmentation des niveaux de facteur de
croissance nerveux (NGF) et des neuropeptides sensoriels (y compris la substance
P et le peptide relié au géne calcitonine [PRGC]) dans la salive chez les patients
étudiés souffrant de migraine. Ces biomarqueurs sont fortement corrélés a la gravité
de la douleur chez les patients diagnostiqués avec une migraine chronique. Les
résultats des analyses de la salive pourraient, aprés de plus amples investigations,
servir d'indice d'état pathologique et de résultat thérapeutique chez les patients

souffrant de migraine chronique (Jang et coll., 2011).

2.6 - Maladies du systéme nerveux

e Maladie d’Alzheimer

Le diagnostic salivaire peut-étre un outil efficace pour prévenir les maladies
neurodégénératives et en premier lieu la maladie d’Alzheimer. C’est ce que révele la
synthése des études menées par les membres de I'équipe dirigée par Kaczor-
Urbanowicz, qui rapportent que les personnes souffrant de la maladie d’Alzheimer
ont une concentration plus importante de protéines TAU phosphorylées. A cela
s’ajoute une concentration plus importante de facteur de croissance nerveux (NGF)
et de neuropeptides sensoriels (incluant la substance P, la calcitonine) (Kaczor-

Urbanowicz et coll., 2017).

A cette découverte s’ajoute la découverte de Bermejo stipulant I'utilité de la protéine
AB42 pour le diagnostic des stades précoces de cette maladie (Bermejo et coll.,
2010).

Certains auteurs ont proposé que le tréhalose salivaire puisse fournir un moyen

sensible et direct de détecter la maladie d'Alzheimer (Lau et coll., 2015).
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Récemment l'étude métabolomique de la salive par résonnance magnétique
nucléaire des protons (1H NMR) a identifie¢ avec précision des variations de la
concentration de 22 métabolites dans la salive de patients souffrant d’Alzheimer
(Yilmaz, 2017).

Ces découvertes basées sur les biomarqueurs montrent bien qu’ils peuvent jouer un
réle futur pour aider a cibler le traitement spécifique de la maladie d’Alzheimer et
guider le pronostic. Mais les chercheurs indiquent qu’ils ne sont pas encore préts

pour obtenir un outil fiable, capable de modifier les procédures actuelles.

2.7 - Maladies de I’appareil cardiovasculaire

e Infarctus du Myocarde

L’évaluation de certaines molécules salivaires permettrait de connaitre le risque de
développer des maladies cardiovasculaires (MCV). Les derniéres sont liées a des
troubles circulatoires et comprennent I'athérosclérose, l'infarctus du myocarde et les
maladies coronariennes. Dans la littérature, les niveaux salivaires de cytokines
inflammatoires, telles que IL-1B3, IL-6, TNF-a et prostaglandine E2 augmentent de

maniéere significative dans I'athérosclérose (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

Lors d'une Iésion du myocarde causée par l'ischémie et la nécrose des tissus
myocardiques, certains biomarqueurs sont libérés, comme les troponines cardiaques
I (Tnl) et T (TnT), la créatine kinase-MB, la créatine kinase totale, la myoglobine, et
la lactate déshydrogénase. Tnl cardiaque et TnT sont considérés comme la
référence pour le diagnostic de l'infarctus aigu du myocarde (IAM) car ils sont

spécifiques du myocarde (Zhang et coll., 2016).

Les niveaux de Tnl dans la salive atteignent leur maximum dans les 10 a 14 heures
qui suivent un IAM et, selon des études antérieures, les niveaux de Tnl peuvent étre

détectés dans la salive dans les 24 heures suivant I'apparition de I'|AM.

Rathnayake décrit dans une revue de littérature que les tests salivaires couplés a un
électrocardiogramme (ECG) pourraient fournir une méthode de dépistage rapide
pour les patients atteints d'lAM au stade avant hospitalisation. De plus, cette revue

rapporte la détection de niveaux salivaires élevés de créatine kinase -MB,
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myoglobine, Tnl et T, protéines C-réactives (CRP), TNF-a, MMP-9 et
myéloperoxydase chez les patients atteints d'IAM. En outre, d’autres marqueurs,
comme la cystatine C, le facteur de croissance GDF15 et la pro hormone N-terminale
du peptide cérébral natriurétique (NT-proBNP), sont détectables dans la salive
(Rathanayake et coll., 2017).

L’analyse de la salive peut étre particulierement utile chez les patients présentant un
IAM mais dont ’'ECG ne présente pas d’élévation du segment ST (NSTEMI), car ces
cas ne sont pas facilement identifiés par ECG. Le sérum et la salive entiére non
stimulée (UWS) recueillies auprés de 92 patients atteints d'lAM dans les 48 heures
aprées le début de la douleur thoracique et 105 sujets témoins sains
asymptomatiques ont été testés pour 13 protéines liees aux maladies
cardiovasculaires. L’équipe de Miller a identifié que la protéine C-réactive (CRP) était
le biomarqueur le plus prédictif de l'infarctus aigu du myocarde. L'infarctus aigu du
myocarde a été prédit par une combinaison de 'ECG et du taux de CRP. Ces
données ont démontré que I'utilisation potentielle de biomarqueurs salivaires couplés
a un ECG permettait de faire le diagnostic d'infarctus aigu du myocarde avec 80,0%
de sensibilité et 100% de spécificité (Miller et coll., 2014).

Parmi le protéome, on peut relever que:

e Les taux de glycoprotéine a-2-HS dans la salive ont diminué chez les patients
atteints de maladie cardiovasculaire, appuyant le protéome comme moyen
potentiel de diagnostic précoce des patients atteints de cette pathogénie
(Zhang et coll., 2016).

e La protéine irisine, sécrétée par le muscle est d’autant plus présente dans le
muscle squelettique cardiaque lors d'un exercice aigu et est associée a un
infarctus du myocarde. Méme si le moment et I'importance de sa libération
chez les patients atteints d'infarctus aigu du myocarde nécessitent une
enquéte plus approfondie, il existe une relation entre la concentration d'irisine
sérique et salivaire avec I'lAM chez I'hnomme. L’étude menée par Aydin et son
équipe stipule que dans les premiéres 48h lirisine sérique et salivaire a
graduellement diminuée, par rapport au groupe témoin. L’irisine pourrait étre
un biomarqueur utile mais d’autres études sont nécessaires pour confirmer

I'intérét de ce biomarqueur (Aydin et coll., 2014).
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e Le NT-proBNP est majoritairement secrété par les cardiomyocytes. |l possede
une action antagoniste du systéme rénine-
angiotensine/aldostérone/vasopressine exercant ainsi des effets diurétique,
natriurétique (augmentation de sodium) et vasodilatateur. En cas
d’insuffisance cardiaque, il y a une élévation du NT-proBNP plasmatique, une
surcharge hydrique et une hypertension artérielle. Cependant, le NT-proBNP
ne peut étre considéré seul comme un marqueur d’insuffisance cardiaque car
il est aussi associé a d’autres pathologies pouvant entrainer une sécrétion de
peptides natriurétiques. En 2012, Foo et ses collegues ont montré une
corrélation significative entre le NT-proBNP salivaire et sérique. Ainsi le test
salivaire, non invasif et peu couteux, pourrait se substituer a un prélevement
sanguin techniquement plus difficile dans le diagnostic d’infections (Foo et
coll., 2012).

En résumé, |'utilisation synergique de multiples marqueurs biologiques permettrait
de définir des marqueurs optimaux, leur séquence d'utilisation et des seuils de
concentration cliniquement pertinents pour prédire un diagnostic de détection d'lAM.
Bien que les biomarqueurs de la salive soient moins sensibles et spécifiques que
ceux du sérum, la facilité évidente de l'acquisition de la salive et son pouvoir
discriminatoire présenté plus haut pallient la faiblesse actuelle de la reproductibilité
des mesures hospitalieres individuelles. L'analyse de 'ensemble de ces données et
la littérature accumulée suggerent que la salive pourrait fournir des informations de
diagnostic de dépistage importantes des MCV. Celles-ci, aprés validation par des
études cliniques futures, pourraient étre essentielles pour orienter les patients vers
une intervention coronarienne percutanée de premiére intention, il a été prouvé que
cette prise en charge améliore l'état des patients, ainsi que les décisions

diagnostiques ultérieures (Eitel et coll., 2010).

2.8 - Maladies de la peau :

e Rosacée/Couperose

Il a été démontré la présence de glycanes sulfatés en concentration similaire dans

les larmes et la salive qui était significativement plus important chez les patients
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atteints de rosacée par rapport au groupe témoin. L'abondance de N-glycans
hautement fucosylés dans les échantillons témoins et d’O-glycanes sulfatés dans les
échantillons de patients présentant une rosacée oculaire pourraient étre des

marqueurs diagnostique objectif de cette maladie (Vieira et coll., 2012).

Dans cette perspective, les changements dans I'abondance des O-glycanes sulfatés
dans les larmes et la salive du patient a la rosacée peuvent signaler un changement
potentiel dans l'interaction entre I'héte et son microbiome. Cette situation pourrait
favoriser des groupes spécifiques de bactéries. Il est important de suivre les futures
eétudes qui examineront les changements dans les microbiomes de la bouche et des
yeux pour mieux prendre en charge les maladies des yeux secs comme la rosacée
(Ozcan et coll., 2013).

2.9 - Maladies de I’appareil respiratoire

2.9.1 - Mesure de la concentration de nicotine
Une étude a montré que les niveaux de concentration de nicotine et cotinine dans
I'air ambiant des foyers de personnes utilisant la cigarette électronique, étaient plus
elevés que dans les maisons témoins. La concentration de nicotine dans la salive
des non-fumeurs exposés a la vapeur des cigarettes électroniques était
significativement plus élevée que celle relevée chez les non-fumeurs dans une
maison témoin. Les niveaux salivaires de ces molécules étaient statistiquement
similaires aux foyers utilisant les cigarettes classiques. Les résultats montrent que
les non-fumeurs passivement exposés aux cigarettes électroniques absorbent la
nicotine tout autant que ceux exposés a des cigarettes classiques, comme le prouve

I'analyse salivaire (Ballbé et coll., 2014).

2.9.2 - Asthme/ Allergies
L’étude pilote menée par Langie et son équipe, indique que des profils de
méthylation de haute qualité peuvent étre générés a partir de la salive entiére en
utilisant des puces a ADN. Les profils de méthylation entre des individus atteints
d’allergie respiratoire et des témoins sains sont différents. Les régions génétiques,

telles que celles sélectionnées pour la validation de I'étude (STK32C, FGFR2 et
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PM20D1) ont montré une forte difféerence de méthylation détectée entre les groupes
malades et témoins. Le peu d'études sur ce sujet pousse a la prudence pour
extrapoler les résultats mais I'analyse de la salive pourrait simplifier I'évaluation des
schémas de méthylation de I'ADN dans les études d'épidémiologie moléculaire, en
particulier pour contréler les niveaux dans les populations vulnérables telles que les

enfants (Langie et coll., 2016).

2.10 - Maladies de I'appareil digestif

2.10.1 - Maladies carieuses

L'utilisation du diagnostic salivaire pour I'évaluation des risques carieux comprend les
approches microbiome, protéomique, génomique et transcriptomique. Les espéces
et les propriétés des bactéries salivaires ont été étudiées comme marqueurs
prédictifs potentiels pour I'apparition de la carie. Les pathogénes associés aux caries
dentaires les plus courantes sont Streptococcus mutans (S. mutans), Streptococcus
sobrinus (S. sobrinus), Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivarius,
Lactobacilli Actinomyces spp, Veillonella et Candida albicans (Rathnayake et coll.,
2017).

Il existe aussi une surabondance du genre Prevotella dans le microbiote de la carie.
Dans les caries actives, les espéces de Prevotella different, indiquant le réle prédictif

de Prevotella dans 'apparition des caries dentaires (Zhang et coll., 2016).

Une autre étude du méme groupe a établi le premier modéle, connu sous le nom de
« Microbial Indicators of Caries », pour diagnostiquer les caries et prédire I'apparition
potentielle de caries pour des échantillons cliniquement considérés comme sains
(Zhang et coll., 2016).

En sus des bactéries, il existe un certain nombre de protéines de défense et de
peptides constitutives qui pourraient étre utilisées comme biomarqueurs salivaires
pour les caries dentaires. On peut notamment citer les agglutinines, I'amylase, les
peptides antimicrobiens, les lysozymes, la lactoferrine, les glycoprotéines
muqueuses, la peroxydase, la métalloprotéinase matricielle 9, la mucine-7 (MUC?7),
lactotransferrine, I'anhydrase carbonique 6 (CAG6), I'azurocidine (AZU) (Khurshid et
coll., 2016).
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Les faibles niveaux salivaires des a-défensines HNP1-3 contribuent a la
susceptibilité aux caries chez les enfants tandis que les mucines salivaires (en

particulier MUC7) favorisent I'agrégation des streptocoques.

Les outils de diagnostic incluent des méthodes basées sur la culture bactérienne
telles que la bacitracin mitis salivarius (MSBB), ainsi que les nouvelles technologies

moléculaires émergentes telles que :

e ['hybridation d’ADN,

e I'empreinte génomique,

e le clonage et le séquengage du géne de I'ARNr 16S,

¢ le polymorphisme de longueur de fragments de restriction terminaux T-RFLP,
e le séquencgage de I'ADN, y compris l'analyse des données sur le génome

bactérien et l'identification bactérienne basée sur la PCR

Ces outils font tous partie de l'arsenal permettant de mesurer les espéces

cariogénes dans la salive (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

Au-dela de ces champs de recherche, la combinaison avec le débit salivaire, le pH
dans la salive, la capacité de tampon et le taux de clairance du sucre salivaire sont
des biomarqueurs salivaires complémentaires pour cibler les patients a risque
(Rathnayake et coll., 2017).

2.10.2 - Maladies Parodontales

La parodontite est la sixieme maladie inflammatoire chronique la plus fréquente dans
le monde. C'est une maladie multifactorielle qui est associée a des interactions
complexes entre les bactéries parodontales, la réponse inflammatoire de I'héte et les
facteurs de risque génétique, environnementaux et comportementaux. La forme la
plus fréquente de la maladie est la parodontite induite par la plaque, caractérisée par
une inflammation gingivale, la libération de différentes cytokines pro-inflammatoires
et la destruction des tissus parodontaux et de I'os alvéolaire. La présence de poches
parodontales et de gencive oedématiée sont des signes cliniques de la parodontite.
La parodontite chronique est une maladie qui progresse lentement, avec des phases
d’activité et de latence (Rathnayake et coll., 2017).
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L’évaluation de biomarqueurs salivaires spécifigues de cette maladie
complémentaires aux examens cliniques et radiologiques pourrait apporter des
informations pronostiques et/ou de dépistage précoce de cette maladie (Rathnayake
et coll., 2017).

L'analyse de biomarqueurs salivaires pourrait servir d'outil pour I'évaluation de I'état
parodontal durant 'examen initial, la surveillance de la réponse au traitement et la
prédiction de la progression de la maladie. Les biomarqueurs salivaires pour cette
pathologie comprennent les protéines provenant de I'héte, les cellules hétes, les
hormones, les bactéries et leurs produits, les ions et les composés volatils (Kaczor-

Urbanowicz et coll., 2017).

e Microbiome

Les agents pathogénes parodontaux les plus courants impliqués dans les maladies
parodontales sont Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia,
Porphyromonas gingivalis et Treponema denticola, qui pour les trois dernieres

appartiennent au "complexe rouge" de bactéries (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

Porphyromonas gingivalis est la bactérie du «complexe rouge» qui est étroitement
associée a la parodontite. Récemment, certains chercheurs ont développé un kit qui
analyse une enzyme produite par P. gingivalis et donc permet de détecter
spécifiquement cette bactérie dans la salive. Le kit de salive P. gingivalis est rapide
et a une sensibilité de 92% et une spécificité de 96% (O’Brien-Simpson et coll.,
2017).

e Protéome

La salive entiere contient des molécules issues de la production locale et
systémique. Les molécules inflammatoires, telles qu’lL-1B, IL-6 et IL-8, MMP-8,
TIMP-1 et TNF-a associés a la gingivite et a la parodontite, ont été détectés dans la

salive (Rathnayake et coll., 2017).
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Dans les troubles inflammatoires, les métalloprotéinases de la matrice (MMP) sont
trés impliquées. Parmi elles, selon plusieurs études, MMP-8 et -9 sont associées a
une maladie parodontale. MMP-8 est libérée en raison de troubles inflammatoires
par les neutrophiles, les cellules musculaires endothéliales et lisses et les
macrophages. Des études antérieures ont montré que les niveaux de MMP-8
salivaire sont associés a une perte progressive du niveau d’attache dans la
parodontite. De plus, ces niveaux de MMP-8 sont significativement associés aux taux
salivaires d'IL-18 chez les patients atteints d’'une parodontite sévere par rapport aux

témoins sains (Rathnayake et coll., 2017).

En complément de ceux cités précédemment, I'équipe dirigée par Kaczor-
Urbanowicz évoque d’autres médiateurs inflammatoires comme ['élastase, 'aspartate
et I'aminotransférase qui pourraient s’avérer pertinent, ainsi que les marqueurs
spécifiques de la destruction des tissus osseux et de la rupture du tissu conjonctif
tels que les télopeptides du collagéne, l'ostéocalcine, les protéoglycanes ou la

fibronectine (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

e Meétabolome

Le profil métabolique de la salive peut fournir une vision globale des changements
associés aux maladies parodontales. Ainsi en dehors des enzymes hotes, les
métabolites tels que la 8-hydroxy-désoxyguanosine, les dipeptides (la
leucylisoleucine, le phénylphénol et la serylisoleucine), ainsi que les acides gras
(arachidonate, arachidate et dihomolinolate) sont aussi quantifiés dans la salive

(Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

Une étude récente a évalué les niveaux d'adrénomédulline (AM) et d'oxyde nitrique
(NO) dans la salive et le fluide créviculaire recueillis auprés de patients atteints de
gingivite, de parodontite agressive et de parodontite chronique, et les ont comparé a
ceux des témoins sains. Ces données indiquent une implication du NO et I'AM dans
la maladie parodontale, ces molécules pourraient étre utilisées comme marqueurs de
diagnostic salivaire pour la parodontite. Les données provenant d'une autre étude ont
démontré que le NO et ses métabolites finaux dans la salive sont plus discriminants
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pour diagnostiquer les patients sains de ceux atteints de gingivite et/ou parodontite

que le NO du fluide créviculaire (Zhang et coll., 2016).

De plus, les niveaux salivaires du TLR-4 (Toll Like Receptor), de I'lL-18, de I'acide
urique, de l'aspartate transaminase et de la procalcitonine dans les patients atteints
de parodontite étaient plus élevés que chez les individus en bonne santé, montrant
des corrélations positives avec les mesures cliniques, y compris la profondeur de
sondage, le niveau d'attachement clinique et l'indice gingival. Par conséquent, ces
parametres pourraient étre utiles dans le diagnostic et le pronostic des maladies
parodontales. Récemment, un nouveau systéme estimant I'abondance des
neutrophiles dans la salive (a travers MMP-8) a été développé pour détecter la
présence de maladies parodontales. Ce systeme, présenté ci-aprés (cf. 3.1.2),

fournit des informations précieuses et exhaustives (Zhang et coll., 2016).

Il existe une corrélation entre le pH de la salive et les maladies parodontales. Le pH
salivaire chez les patients atteints de gingivite chronique généralisée était plus alcalin
que chez les patients présentant une gencive cliniquement saine. Chez les patients
atteints de parodontite chronique généralisée, le pH salivaire était plus acide que le

groupe témoin.

Des études incluant des cohortes plus importantes confirment ces analyses, le pH
recoupé avec des analyses du microbiote pourrait aider a identifier les patients

susceptibles de développer une parodontite (Baliga et coll., 2016).

2.10.3 - Orthodontie
Il existe de nombreuses raisons d'utiliser la salive comme aide diagnostique pour
surveiller le risque et le développement de la résorption radiculaire pendant le
traitement orthodontique. Actuellement, les méthodes d'évaluation clinique
disponibles sont principalement radiographiques. Bien qu'elles soient faciles et
accessibles, elles présentent des inconvénients tels que des angulations limitées et

des rayonnements ionisant.

La composition de la salive peut refléter la physiopathologie de nombreuses
maladies liées au traitement orthodontique. Plusieurs études ont rapporté des

changements dans la salive chez les patients recevant un traitement orthodontique, y
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compris la présence d’anticorps de l'immunoglobuline A salivaire. La présence en
concentration élevée avant le traitement accentue le risque et la gravité du

développement de la résorption radiculaire (Ramos S de P et coll., 2011).

Khurshid et son équipe rapportent que pour le mouvement des dents en orthodontie,
ces protéines sont aussi valables en tant que marqueurs: S100-A9, CRISP-3,
chaine J d'immunoglobuline et région C de la chaine Ig-1et pourrait servir pour le
suivi de l'inflammation et du remodelage osseux lors du mouvement (Khurshid et
coll., 2016).

2.10.4 - Maladie cceliaque (intolérance au gluten)
La maladie cceliaque provoque une rare intolérance au gluten. Elle est souvent
découverte par I'analyse de 'immunoglobuline A et I'anti-transglutaminase humaine
(anti-TG) dans le sang. Ces molécules ont été également identifiées dans la salive
dont I'échantillonnage est moins invasif. Les données indiquent que la mesure de
I'immunoglobuline A et de l'anti-TG salivaire est en adéquation avec I'analyse
sérologique. Le test salivaire est donc un test précieux et non invasif qui pourrait étre
utilisé pour le dépistage de la maladie cceliaque dans des populations présentant

peu de symptoémes (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017 ; Ocmant et coll., 2007).

Toute suspicion de maladie cceliaque basée sur ces tests devra étre confirmée par le
diagnostic classique, autrement dit, la mise en évidence d'une atrophie villositaire

typique de la muqueuse duodénale.

2.10.5 - Allergies alimentaires
Des protéines ou peptides issues d’aliments allergénes sont identifiés dans la salive
plusieurs heures aprés leur ingestion. Ces molécules pourraient étre impliquées dans
les réactions allergiques retardées. Des protéines d'arachide autour de 20 et 30 kDa
ont été identifiées dans la salive de différents individus, 6 a 18 heures apres
l'ingestion. Par ailleurs, le fait que ces protéines ou ces peptides survivent aux
enzymes digestives, soient absorbées dans la circulation sanguine puis excrétées

dans des fluides biologiques, pourrait indiquer qu’elles sont trés probablement des
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agents de sensibilisation ou de tolérance de l'aliment allergéne ingéré et aussi

orienter le diagnostic d’allergie (Maleki et coll., 2006).

2.10.6 - Plaintes sensorielles orales (OSC)
Les troubles sensoriels idiopathiques du syndrome de la bouche brilante, les
troubles du golt (dysgeusie) et la bouche séche (xérostomie) ont récemment été
reconnus comme une entité a part entiére qui a pris le nom générique des plaintes

sensorielles orales (OSC : Oral Sensorial Complaints).

Le réle possible de l'altération des ions salivaires dans la pathogenése des OSC
semble de plus en plus crédible grace a plusieurs études qui démontrent clairement
que les déseéquilibres ioniques, comme les conditions hypertoniques, activent les

neurones sensoriels de petit diamétre et augmentent la douleur.

Cependant il reste a découvrir si les altérations de la composition salivaire et les
mécanismes de réduction du flux salivaire sont la cause ou le résultat de cette
neuropathie. Ainsi, les résultats obtenus ne permettent pas de savoir s'’il s’agit d’'une
neuropathie idiopathique régionale qui affecte la sécrétion salivaire et la sensation
orale chez les patients atteints d’OSC, ou s'il s’agit d’'un dysfonctionnement salivaire
idiopathique primaire qui peut provoquer un dysfonctionnement sensoriel des

neurones au niveau du récepteur en modifiant le milieu de la cavité buccale.

Quel que soit I'hnypothese retenue, il est préconisé d’inclure I'analyse salivaire et
sensorielle/gustative dans le protocole diagnostique usuel des patients atteints
d’OSC. Ainsi cest selon les résultats de ces analyses, que des moyens
thérapeutiques visant a corriger les irrégularités de I'un ou l'autre ou des deux

aspects devront étre considérés en conséquence (Granot et coll., 2005).

2.11 - Maladies rénales
La corrélation entre le niveau sérique et salivaire de la créatinine a été étudiée chez
les patients atteints d'insuffisance rénale chronique. Les résultats de ces études ont
montré que la créatinine était plus élevée dans le sérum et la salive des malades. La

salive peut-étre utilisée pour évaluer la créatinine des patients malades avec une
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sensibilité de 97,1% et une spécificité de 86% lorsque la créatinine dépasse une

valeur seuil de 0,2mg/dl (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

Les niveaux de créatinine salivaire dans la salive peuvent étre utilisés pour surveiller
les fonctions rénales et pour déterminer l'efficacité de la dialyse chez les patients

atteints d'une maladie rénale en phase terminale.

De plus, la salive des patients atteints d'insuffisance rénale chronique a présenté des
niveaux significativement plus élevés de nitrite comparés aux personnes saines.
Aprés un traitement par hémodialyse, les niveaux salivaires d'immunoglobuline (1g)
A, 1gG et la protéine C réactive (CRP) étaient significativement plus élevés par
rapport aux patients non hémodialysés et sains. Des études plus approfondies sont
nécessaires pour valider ces molécules en tant que marqueurs de l'efficacité de la

dialyse et/ou du fonctionnement rénal (Zhang et coll., 2016).

2.12 - Médecine du Sport

L'analyse de la salive permet de surveiller la réponse métabolique des sportifs lors
d'une activité physique. Ainsi, ils peuvent éviter le surentrainement et diminuer le
risque de blessures. De plus, ils peuvent modifier leur plan de formation en termes
de durée, de fréquence et d'intensité des exercices. Gatti et de Palo ont publié un
examen approfondi des composants salivaires et de leurs changements par rapport
aux exercices physiques. Il est intéressant de noter les changements découverts
dans les niveaux de protéines et de métabolites dans la salive lors d'exercices
excessifs, permettant ainsi de mieux connaitre le fonctionnement métabolique lors
d’activités physiques. L'usage de la salive dans la détection de substances illicites
est aussi un champ d’investigation prometteur (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017,
Gatti et coll., 2011).

2.13 - Médecine légale
La salive est un outil de diagnostic utile dans les sciences judiciaires, ou il est
possible de différencier les individus qui sont encore vivants des cadavres ; car en

raison du renouvellement rapide des tissus oraux, I'ADN extrait de la salive est d’'une
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valeur beaucoup plus pertinente que les autres sources d'ADN (Kaczor-Urbanowicz
et coll., 2017).

2.14 - Pharmacothérapie

2141 - Surveillance du niveau médicamenteux et de

I'empoisonnement.
Le diagnostic salivaire joue un rdle crucial dans la pharmacothérapie pour surveiller
les niveaux des médicaments, évaluer les résultats du traitement des maladies par
l'utilisation de médicaments, détecter un surdosage ainsi qu’étudier les effets
biochimiques et physiologiques des médicaments tels que la carbamazépine, le
cisplatine, le diazépam, la digoxine, I'ethosuximide, lirinotecan, le lithium, le
metoprolol, le paracétamol, la phénytoine, la primidone, la procainamide, la quinine,
la théophylline ou l'acide valproique. Nous rappelons que la cotinine peut étre

surveillée dans la salive des sujets fumeurs (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

2.14.2 - Usage de stupéfiants
La salive joue un réle important dans la détection de diverses substances également
présentes dans le sang telles que I'amphétamine, la cocaine, la méthadone, la
phéncyclidine, la marijuana ou les opiacés. Nous verrons par la suite les dispositifs

permettant leur détection (Cf. 3.1.1 pages 94-96) (Kaczor-Urbanowicz et coll., 2017).

2.14.3 - Consommation de boissons alcoolisées.
Le diagnostic salivaire permet la détection de la consommation d'alcool, méme si ces
molécules sont principalement détectées dans l'air expiré (Kaczor-Urbanowicz et
coll., 2017).
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3 — Plateformes de diagnostic salivaire

Dans cette section, nous tenterons de présenter les tests déja présents sur le

marché.

Un test « point-of-care » est un test réalisé et interprété sur place qui permet de
prendre une décision clinique immédiate, c’est-a-dire au chevet du patient plutét que
dans un laboratoire. La personne habilitée a pratiquer ce type de test n'est, en
principe, pas un professionnel de laboratoire, mais plutét un médecin ou une

infirmiére (BioMérieux, 2017).

Le succes des sociétés comme Epitope (OraSure), SDS (StatSure), Sarstedt et
d'autres a ouvert la voie a une gamme beaucoup plus large de plateformes intégrées
de diagnostic de salive qui permettent d'accéder a deux domaines principaux que

sont les marchés du Diagnostic /In Vitro (IVD) et des sciences de la vie.

On distingue d’une part les dispositifs de plateforme de salive non moléculaires, sur
lesquels la plupart des technologies actuelles sont basées. lIs ciblent des protéines,
des antigénes de maladies infectieuses et des anticorps. On distingue d’autre part un
nouveau domaine qui repose sur la combinaison de prélévements d'échantillons de
maniere non-invasive et de plateformes d'essais moléculaire qui intégrent la
purification, I'hybridation et I'amplification d'acides nucléiques. Il offre la possibilité
d’obtenir des résultats permettant un diagnostic rapide et immédiat pour la plupart,
sinon pour toutes les maladies concernées par ce type de protocole. Ce secteur
pourrait rapidement devenir celui qui croit le plus rapidement dans le développement

des outils de diagnostic oral (Slowey et coll., 2015).

Il est utile de rappeler que la sensibilité et la spécificité d’'un test sont les indicateurs
importants de sa pertinence et sa fiabilité. Un test a 100% de sensibilité reconnait
tous les patients atteints de la maladie; un test a 100% de spécificité exclut la

maladie chez tous les patients en bonne santé.

Dans le paragraphe suivant, seront décrits certains des outils / dispositifs qui ont déja

eu un impact dans les domaines importants mentionnés ci-dessus.
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3.1 - Outils non moléculaires

3.1.1 Maladies infectieuses, hormones et drogues
La plupart des tests oraux actuels combinent la capacité de collecter les spécimens
de salive de fagcon standardisée avec des bandes de test
immunochromatographiques a flux latéral fonctionnel (LFT) pour obtenir des résultats
immédiats ou au plus en 20 minutes. Le nombre de tests diagnostiquant des
maladies est encore relativement peu élevé, mais des plateformes sont aujourd’hui
en cours de développement afin d’augmenter considérablement le nombre de
maladies ciblées au cours des prochaines années. Parmi les domaines qui ont connu
la croissance la plus importante on peut notamment citer la détection de la

toxicomanie et le diagnostic du VIH.

De tous les diagnostics salivaires présents aujourd'hui sur le marché, il ne fait aucun
doute que le test qui a eu le plus grand impact est le test rapide et efficace ciblant le
VIH « OraSure Technologies OraQuick Advance HIV 1 / 2® ». Ce produit a été lancé
en 2000 a l'international. Le dispositif a regu l'approbation de la FDA et a changé
'ensemble du paradigme pour les tests cliniques pour le VIH aux Etats-Unis.
« OraQuick Advance® HIV 1/2 » a été largement adopté par des organismes
gouvernementaux de santé publique, y compris par 'OMS a l'international comme
outil pour identifier les personnes infectées par le VIH dans des lieux non
médicalisés tels que les cabinets mobiles, a domicile, les salles d'urgence et les
programmes de dépistage financés par des fonds publics. |l est disponible pour le

grand public depuis 2012 (Slowey et coll., 2015).

Figure 14 : OraQuick ADVANCE Rapid HIV -1/2 Antibody Test Kit Controls (Meridian
Bioscience)
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L’OraQuick Advance® HIV 1/2 se compose d'un tampon assez rigide relié a une
bandelette de test immunochromatographique a flux latéral (LFT). L'utilisateur frotte
la zone sous ses levres et autour du haut de la ligne muco-gingivale pendant
quelques secondes afin de collecter une quantité adéquate de salive. Le dispositif
d'échantillonnage est ensuite immergé dans une solution tampon / réactif dans un
tube fourni par OraSure et le tampon permet de migrer vers le haut et sur la bande
de test LTF incorporée dans le dispositif. Aprés 20 minutes, les résultats du test
(qualitatif) sont lus. Deux lignes sont présentes, la premiére correspond a la ligne
témoin (d’'un résultat positif signant le bon fonctionnement du test), la deuxieéme
correspond au résultat de I'échantillon analysé. Donc si seulement la ligne témoin est
observée, I'échantillon est négatif. Si les deux lignes apparaissent, le résultat est
classé comme un résultat «préliminaire positif» jusqu'a ce que le résultat puisse étre
confirmé par un test plus précis (généralement l'analyse Western Blot). La
performance d'OraQuick Advance® est équivalente ou supérieure a de nombreux
tests ELISA approuvés par la FDA pour le virus du VIH et est devenue une norme

pour le diagnostic dans l'industrie (Slowey et coll., 2015).

Chembio Diagnostics, Inc. (Long Island, NY, www.chembio.com) a suivi le fabricant
OraSure et est devenu la deuxiéme entreprise a obtenir I'approbation de la FDA pour
un test de diagnostic rapide du VIH a l'aide d'échantillons de salive (Slowey et coll.,
2015).

De nouveaux tests de fluides oraux émergent et sont disponibles. Il existe un certain
nombre d'autres tests LTF oraux rapides tel que celui réalisé par la société
Microimmune et son partenaire la direction générale du laboratoire de santé publique
au Royaume-Uni, qui ont mis en place un test oral pour détecter les IgM de la
rougeole a partir d’échantillons salivaires ou sériques. Le dispositif détectant les IgM
salivaires de la rougeole est un test qualitatif qui requiert une collecte orale
d'échantillons a l'aide de 'ORACOL Oral Swab® (Malvern Medical Developments,
Royaume-Uni) suivi d'une analyse a l'aide de bandes LTF. Les échantillons sont
extraits du dispositif ORACOL® et placés sur les bandes microfim IgM LTF et
incubés pendant une période de 20 minutes. La ligne de signal est évaluée par
rapport a une ligne témoin (méme principe que I'OraQuick Advance®). Si deux lignes
sont présentes, le test est positif pour les anticorps IgM de la rougeole (Slowey et
coll., 2015).
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En aolt 2013, Oasis Diagnostics® a regu une bourse de recherche et d'innovation
pour compléter le développement d'un test du cortisol salivaire humain avec sa
plateforme « point-of-care » rapide VerOFy®. VerOFy® est un autre dispositif de
type LTF qui permet la collecte de salive grace a un tampon absorbant placé sous la
langue pendant un certain temps, jusqu'a ce qu'un indicateur d'adéquation du volume
de I'échantillon (intégré a I'appareil) change d'aspect (jaune pale-vert a bleu foncé).
Le dispositif test est retiré de la bouche et les résultats sont disponibles aprés 10 a
15 minutes. VerOFy® peut étre configuré pour la lecture visuelle ou instrumentale,
mais dans le cas du test de cortisol VerOFy®, les quantités de I'hormone sont
quantifiées a l'aide de particules fluorescentes qui sont lues par un petit appareil de
lecture portable appelé LIAM ™ (Light Module d'Analyse d'Image). Les résultats
peuvent étre téléchargés sur un smartphone ou un ordinateur. Outre le cortisol
salivaire, la plateforme VerOFy® peut étre configurée pour évaluer plusieurs
biomarqueurs (testostérone et d’autres hormones simultanément de maniere

quantitative (Slowey et coll., 2015).

Une équipe de I'Université de Rice (Etats-Unis), dirigée par le Dr John McDevitt, a
eté pionniere dans le développement de systémes pour le diagnostic cardiaque par
voie orale. L'approche ingénieuse de I'équipe du Dr McDevitt a permis le
développement du systéme de capteurs, qui reposent sur |'utilisation de micro-puces
dans des plaquettes de silicium, qui présentent une variété de "microréacteurs"”
sensibilisés chimiquement. Cet outil posséde des capacités de détection multi-
analytes ultrasensibles dans un format miniaturisé et a déja adapté cette technologie
aux tests de diagnostic pour la surveillance cardiaque, les électrolytes, les sucres,
les protéines, les toxines, les anticorps et d’autres biomarqueurs. Les tests de la
société McDevitt ont été mis a disposition de tous par une société qu'il a créée et qui
est appelée LabNow, Inc. D'autres applications en développement comprennent des
tests de parodontite, de protéines C-réactives (CRP), a destination de personnes

infectées par le VIH ou atteintes d’un cancer buccal (Slowey et coll., 2015).

L’entreprise américaine Seattle Sensors, basée dans I'Etat de Washington, travaille
avec la technologie de la résonance plasmonique de surface (SPR), qui consiste en
un phénomeéne physique principalement connu pour son utilisation comme méthode
de mesure de la liaison d'un « ligand » sur un « récepteur » absorbé a la surface

d'une couche métallique. Un systéme de détection SPR mesure la variation de
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I'indice de réfraction au voisinage de linterface quand le ligand se fixe aux
récepteurs. L'outil qui a été développé consiste en un systéme alternatif pour la
détection du cortisol dans la salive. Une étape de pré-purification dans l'instrument
sépare les petites molécules des macromolécules présentes dans la salive, avant la
présentation de I'échantillon au capteur, ce qui entraine une sensibilité accrue. Le
systéme est considéré comme utile pour un large éventail de biomarqueurs, en
particulier la détection de petites molécules dans des mélanges complexes. Les
résultats sont disponibles en utilisant la technologie en 10-20 min, mais nécessitent
une collecte de la salive totale séparée de ce dispositif, avec les outils de collecte

disponibles dans le commerce (cf. Tableau 3) (Slowey et coll., 2015).

Le test de dépistage des drogues est un domaine dans lequel le test de la salive a
pris de I'ampleur, ce développement peut étre expliqué du fait de la simplicité de
collection, d’'une maniére non invasive, des échantillons auprés des sujets. Au cours
des dix derniéres années, de nombreuses entreprises ont émergé avec de nouvelles
innovations, chacune fournissant des méthodes uniques pour détecter la série de
drogues les plus utilisées (THC / marijuana, opiacés, cocaine, amphétamine/
méthamphétamine et la phénylcyclidine). On estime qu'entre 50 et 60 millions de
tests de dépistage de drogues sont effectués chaque année aux Etats-Unis. Il reste
encore des défis technologiques a surmonter, notamment la capacité a détecter
efficacement la marijuana a des niveaux faibles dans les échantillons de salive, mais
malgré cela, de nombreux tests de drogues par voie orale sont utilisés

quotidiennement (Slowey et coll., 2015).

Les leaders historiques dans le domaine des tests oraux de dépistage des drogues

étaient Alere Toxicology (Royaume-Uni http://www.aleretoxicology.co.uk), Securetec

(Allemagne, www.securetec.net) et Mavand (Allemagne, www.mavand.com).

Alere Toxicology a créé le dispositif RapiScan, appelé DDS2, qui utilise un systéme
absorbant a base de bandelettes pour collecter des fluides oraux. Une fois recueilli,
I'échantillon est immédiatement transféré sur une cartouche de test a bord du DDS2.
Les fluides oraux se mélangent avec des solutions tampons dans l'appareil puis
s'écoulent le long des bandes de test LTF, situées dans l'unité. DDS2 peut analyser

cing classes de drogues en 5 minutes. Les résultats d'une étude récente sur cet
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appareil sont encourageants mais dans 24% des cas, 'unité DDS2 n'a pas fourni de

résultat valide (Slowey et coll., 2015).

Figure 15 : Alere DDS2 Mobile Test System (Alere Toxicology)

Le DrugWipe 5 S de Securetec AG (Allemagne) est un test qui peut détecter en 10
min le panel des 5 types de drogues (cf. Figure 15) les plus répandues suite a une
collection trés rapide d'échantillons. L’appareil DrugWipe abrite un tampon de
collecte de salive a usage unique utilisé pour collecter la salive en essuyant l'intérieur
des joues. Un colorant indicateur change de couleur du rouge au jaune, ce qui
signifie qu'un échantillon adéquat a été collecté. Le bloc de collecte est placé dans la
cassette du périphérique et les résultats sont lus visuellement sur la bandelette de

test en 8 minutes (Slowey et coll., 2015).

DrugWipe 5 A

)
SECURETEC

Figure 16 : Test de dépistage de drogue universel DrugWipe® 5 A Cannabis
(Marijuana/Haschich/THC), Amphétamines/Méthamphétamine/Ecstasy, Cocaine /Crack,
Opiacés (Morphine/Héroine) (Securetec)
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L’appareil du fabricant Mavand offre un écran multidrogue appelé RapidStat qui peut
détecter jusqu'a 8 drogues en environ 6-8 minutes. La collecte de salive est facile a
I'aide d'un écouvillon. Une fois recueillie, la salive est transférée dans des puits
d'échantillonnage sur le dispositif Mavand RapidStat, qui sont directement connectés

aux bandes de test incorporées dans l'appareil (Slowey et coll., 2015).

Figure 17 : Rapid STAT®. AMP : Amphétamines, BZO : Benzodiazépines, COC : Cocaine,
MTD : Méthadone, MET / MDMA : Méthamphétamine/Ecstasy, OPI : Opiacés, THC :
Marijuana (Mavand)

Il existe de nombreux autres appareils sur le marché qui testent avec succes la

salive pour les drogues récréationnelles.

Le tableau suivant répertorie les sites internet d’'un certain nombre de sociétés qui
commercialisent d'autres tests de drogues portables qui sont couramment utilisés
pour les tests de toxicomanie en médecine Iégale, le dépistage en entreprise et la
justice pénale. Cette liste n'est pas exhaustive et est fournie afin de compléter les

informations présentées ci-dessus (Slowey et coll., 2015).
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Tableau 4 : Principaux fabricants de kits de tests de drogues (Slowey et coll., 2015)

Fabricant Site internet Nom du produit
Confirm Biosciences www.confirmbiosciences.com SalivaConfirm®
Drug Testing America/others | www.drugtestingamerica.com i-Screen®

ASC www.americanscreeningcorp.com Discover®
ABMC www.abmc.com OralStat®

JAJ Scientific www.jajinternational.com QikTech®
Innovacon (Alere) WWwWWw.innovaconinc.com OrAlLert®
Mavand www.mavand.com RapidSTAT®
Envitec www.envitec.com SmartClip®
Ulti-med www.ultimed.org SalivaScreen®
Varian www.varian.com OralLab 6®
Securetec www.securetec.net DrugWipe 6®
Express Diagnostics www.drugcheck.com SalivaScan®

Alors que les tests rapides de salive « point-of-care » donnent des résultats
probants, ce type de diagnostic réalisé apres I'analyse d'échantillons oraux est
toujours a la phase embryonnaire de son développement malgré son potentiel
(Slowey et coll., 2015).

3.1.2 — Parodontite et péri-implantite
PerioSafe et ImplantSafe sont deux tests « point-of-care » qui sont rapides,
sensibles, précis, reproductibles et peu colteux. Il s'agit de deux tests basés sur un
dosage immunologique de MMP-8 actif (aMMP-8) pour mesurer I'état inflammatoire

de la parodontite et de la péri-implantite.
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Figure 18 : PerioSafe/ImplantSafe (Perio Prevention Network)

PerioSafe, utilise la chromatographie a flux latéral aMMP-8 fluocentrique point of
care-immunotest. Ce test permet d’identifier et d’afficher les sites anciens d’une
parodontite initiale, distingue les sites actifs des autres sites, prédit la progression de
la maladie et peut étre utilisé pour surveiller le traitement ainsi que la maintenance.
Par ailleurs, il identifie les adolescents génétiquement prédisposés. Une ligne sur le
dispositif de test indique que le test a analysé avec succés la goutte de salive totale
et que le résultat est négatif. Le résultat est positif si deux lignes sont observées, ce

qui indique un risque élevé de parodontite (Rathnayake et coll., 2017).

La sensibilité et la spécificité du test PerioSafe aMMP-8 ont été établies a 76,5% et
96,7% suivant les zones sondées. Le test a été validé de maniére indépendante et
internationale en Afrique, en Europe et aux Etats-Unis, et dans toutes les études, il
semble parfaitement différencier les patients atteints de maladies parodontales de
patients sains et étre un examen complémentaire a 'examen clinique (Rathnayake et
coll., 2017).
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ImplantSafe

L'lImplantSafe aMMP-8 (qui utilise également une chromatographie a flux latéral
rapide immunotest), est un test destiné a étre utilisé dans l'implantologie dentaire. Ce
test PoC est un test rapide pour les examens de routine dans le cadre d'un
programme régulier de maintenance des implants. Le test peut fournir des
informations précieuses dans le cadre de soins préventifs et de maintenance grace a
un dépistage précoce d'un risque d'inflammation avec une destruction osseuse
tissulaire et alvéolaire consécutive. Le dépistage précoce offre la possibilité d'un
traitement opportun pour arréter le développement des inflammations des
muqueuses et/ou osseuse autour des implants. L'échantillon est recueilli directement
par voie atraumatique autour de l'implant, en utilisant une bande de collecte de
liquide de sulcus péri-implantaire stérile (PISF) munie du test. Les résultats montrent
des valeurs élevées de collagénase (aMMP-8) dans le liquide de sillon péri-
implantaire. Cette enzyme naturelle décompose les tissus et est sécrétée dans les
stades précoces de d'inflammations parodontales / péri-implantaires (Rathnayake et
coll., 2017).

Un résultat de test négatif (seule la ligne témoin apparait) et aucun signe clinique
suggére une absence d'inflammation péri-implantaire. De méme un résultat au test
négatif lors de la maintenance signifie que les mesures prophylactiques, et
d'entretien des implants, ont été réalisées avec succes et dans le bon intervalle de
temps. Cela peut également signifier que les mesures prises pour traiter un cas
d’inflammation des muqueuses ou de péri-implantite ont été couronnées de succés
(Rathnayake et coll., 2017).

Un résultat de test positif (lignes de test et de contréle sont toutes les deux visibles)
révéle une activité collagénolytique élevée. Cela suggére un risque élevé de
destruction des tissus péri-implantaire et de perte osseuse alvéolaire due,
notamment, aux processus inflammatoires. Le résultat du test doit étre évalué par le
dentiste traitant selon la situation clinique du patient. D'autres paramétres doivent
étre pris en compte, tels que la date de pose de l'implant, le saignement au sondage,
la profondeur de poche de sondage et I'évaluation radiologique de la perte osseuse.

Pour la fiabilité du test, il doit étre pris en considération les facteurs confondants
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systémiques tels que la grossesse ou une maladie systémique (diabéte sucre,
maladies rhumatismales, maladies cardiovasculaires, etc.). Les implants qui
présentent un test positif doivent étre surveillés de trés pres, soit tous les trois mois.
Les valeurs élevées de MMP-8 suggérent la présence d’'un état inflammatoire en
cours. De plus, méme une ligne de test de faible intensité indique un risque, qu’il faut

prendre en considération et controler (Rathnayake et coll., 2017).

3.2 - Outils moléculaires
La croissance des technologies moléculaires (PCR, génotypage, microarrays, études
d'association a I'ensemble du génome, séquencage et autres) a coincidé avec
I'intérét croissant pour la salive en tant qu’échantillon d’étude, ce qui a engendré un
certain nombre d'outils commerciaux permettant I'analyse d’acides nucléiques
présents dans la salive. L’'analyse de la salive a visée de diagnostic est une
technique qui présente I'expansion commerciale la plus rapide a I'’heure actuelle. Ces
nouveaux outils analysant échantillons salivaires utilisent les mémes protocoles et
techniques que ceux analysant les prélévements sanguins mais sont plus pratiques,

plus simples a utiliser et plus rentables (Slowey et coll., 2015).

Depuis la découverte de la PCR et d'autres techniques moléculaires, l'utilisation de
I'ADN comme élément de base pour le diagnostic a rapidement évolué. De plus, de
nouveaux projets de recherche visant I'ARN salivaire (y compris I'ARNm et le
microARN) et les protéines (protéomique) confortent l'intérét de réaliser des tests
oraux et permettra de développer de nouveaux domaines de diagnostic ou la salive
sera un échantillon de choix. L'octroi récent de plus de 5 millions de dollars a I'équipe
du Dr Wong, dans une université américaine, pour examiner I'ARN extracellulaire
dans les exosomes et d'autres microvésicules dans le cancer gastrique est une

illustration significative de cette tendance (Slowey et coll., 2015).

Une publication récente dirigée par Gallo a montré que la majorité des microARN
détectables dans le sérum et la salive sont concentrés dans les exosomes,
molécules sur lesquelles se focaliseront les futures études de recherche analysant la

salive (Slowey et coll., 2015).
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Plusieurs tests ont été validés dans les laboratoires certifiées et sont en cours
d’obtention des approbations officielles pour commencer a étre commercialisés. On
peut citer sans étre exhaustif certains des tests / plates-formes validés utilisant les
spécimens de salive comme ceux ciblant le virus du papillome humain (VPH), la
maladie parodontale, le profilage génomique personnel permettant de connaitre ses
origines (23andme, Mountain View), ou encore le séquengage du génome a travers
le projet du génome personnalisé (PGP) dirigé par le Dr George Church a I'Université
de Harvard (Etats-Unis) (Slowey et coll., 2015).

La littérature fait I'inventaire de nombreuses nouvelles applications pour la salive, ce
qui rend difficile I'établissement d’une liste exhaustive. L’'un des tests moléculaires
les plus récents qu’il peut étre intéressant de citer est le test de fibrose kystique
InPlex de Hologic (Bedford, Etats-Unis), qui détecte simultanément 23 mutations
dans le géne CFTR (pour Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
(Slowey et coll., 2015).
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Conclusion

Les avantages de la salive en tant que fluide diagnostique sont nombreux : collecte
rapide et non invasive, pratique a stocker, et collecté de maniére non invasive. lls

sont, par ailleurs, de plus en plus étudiés par la communauté scientifique.

Le nombre croissant de biomarqueurs découverts, associés a I'analyse avec des
technologies de plus en plus performantes, nous permet de dire que la salive est un

substitut du sang trés intéressant pour la recherche de biomarqueurs.

Les découvertes se multiplient et on peut, dés aujourd’hui a travers des tests
disponibles pour les patients, les pouvoirs publics ou encore les professionnels de
santé, diagnostiquer le VIH, la maladie parodontale ou encore les consommateurs

de produits stupéfiants.

L'identification des biomarqueurs dans les différentes sphéeres de la « salivaomics »
permet de diagnostiquer les maladies a leur stade précoce, notamment dans le
diagnostic des cancers. Cependant, la recherche sur la salive et ses applications
pour le diagnostic de maladies systémiques en est encore a ses débuts malgré les
nombreuses publications sur le sujet. La variabilité inter- et intra-individuelle élevée
de la salive (génétique, pathologique, prise de médicaments...) reste un obstacle
dans la standardisation des échantillons salivaires afin de fournir des résultats

satisfaisants pour certaines maladies.

L’association de différents biomarqueurs formant une signature biologique ou encore
I'étude du contenu des exosomes libérés dans la salive sont les pistes les plus
prometteuses. Il parait nécessaire d’élaborer des systemes d'identification complexes

pour normaliser I'évaluation salivaire.

La meilleure compréhension des corrélations entre la salive et la santé générale
commence a porter ses fruits, ce qui favorisera de plus en plus d'applications
médicales facilitant le diagnostic et l'individualisation d'une thérapie ciblée précise,

pratique et sans douleur.
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La salive est un formidable fluide biologique dont le prélevement est non invasif et
accessible lors d’'une consultation. Elle contient une flore microbienne trés variée ainsi
qu’'un nombre important de composants moléculaires dont plusieurs milliers de protéines
différentes. Au cours des dix derniéres années, les diagnostics salivaires ont suscités un
vif intérét et ont fait I'objet d’'une attention particuliere. Les potentialités avérées pour le
diagnostic de pathologies systémiques sont trés importantes et ce-dernier pourrait
supplanter I'analyse sanguine comme outil de diagnostic pour traquer cancers, maladies
cardio-vasculaires et autres affections chroniques.

L'objectif de cette thése est de faire une synthése des données actuelles de la littérature
montrant ['efficacité diagnostic de différentes pathologies a partir de lanalyse de
prélevements salivaires : maladies d'Alzheimer, de Parkinson, les cancers du sein,
colorectal et du pancréas, diabéte (type 1 et 2), le VIH... Dans le futur, 'analyse du profil
de la salive a travers ses différents champs d’études permettra sirement de devenir un

outil diagnostique ou pronostique plus vaste de diverses maladies.
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