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INTRODUCTION

La pathologie endodontique est la premiére cause de consultation d’'urgence en
cabinet dentaire.

Le chirurgien-dentiste est aujourd’hui confronté a un certain nombre de difficultés,
puisque 60% des dents ayant été traitées par une biopulpectomie font face a une
réinfection endodontique.

La prévalence des échecs de traitement endodontique constitue donc un enjeu
majeur de santé publique. Ces échecs sont directement liés a la persistance de

bactéries au sein d’un réseau canalaire tridimensionnel complexe.

Dans ce contexte, la désinfection du réseau endodontique doit associer une mise
en forme canalaire et une irrigation efficace pour étre optimale.
Actuellement, différents systémes existent pour potentialiser I'action de

I’lhypochlorite de sodium au sein du systéme endocanalaire, dont le laser Er : YAG.

L’objectif de cette thése est d’évaluer I'efficacité de l'irrigation assistée par le laser

Er : YAG par rapport a la méthode conventionnelle d’irrigation passive a la seringue.

Dans une premiere partie, nous détaillerons la problématique bactérienne en
endodontie.

Ensuite, nous exposerons les intéréts de l'irrigation endodontique, ainsi que les
agents irrigants et leurs modes d’action.

Puis, nous décrirons le principe d’activation photonique de la solution d’irrigation,

auquel nous nous sommes intéresseés.

Nous avons réalisé une étude expérimentale in vitro, afin de comparer I'efficacité
de l'activation de I’hypochlorite de sodium par le laser Er : YAG, avec la méthode
conventionnelle d’irrigation a la seringue a déflexion latérale. Nous exposerons les

résultats de ce travail, ainsi que les conclusions que nous avons pu en tirer.
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. Problématique bactérienne en endodontie

Les bactéries sont la premiére cause du développement et de la progression des
maladies pulpaires et péri-apicales, suite a la destruction des tissus durs (I’émail et

le cément) qui protégent la dent.

Dans le systéme canalaire, certains facteurs physico-chimiques, appelés
« déterminants écologiques » peuvent influencer le pouvoir pathogene des micro-
organismes (1) :

Les ressources nutritives : la disponibilité en nutriments est essentielle a la survie

des bactéries.

Le niveau d’oxygéne disponible : il conditionne le caractére aérobie ou anaérobie

de l'infection ; Une baisse d’oxygéne est nocive pour les défenses de I'héte, et au
contraire, favorise la croissance des bactéries anaérobies.

L’anatomie canalaire : de nombreuses zones inaccessibles a la préparation

canalaire favorisent le développement des bactéries; on parle de surface
d’adhérence bactérienne.

Dans ces conditions, la formation d’'un biofilm endodontique est a considérer
comme |'adaptation des bactéries colonisatrices aux conditions environnementales

canalaires.

Eliminer la totalité des bactéries est illusoire. Les traitements chimio-mécaniques
visent a diminuer au maximum la charge bactérienne intra-canalaire, si possible au-
dessous d’un seuil ne permettant pas d’activer les défenses immunitaires de I’héte
ou de détruire les tissus péri-apicaux ; On parle de seuil « critique », équivalent a
103 ou 10* bactéries. (2)(3)
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A. Flore bactérienne endodontique

1. Selon la localisation intra-canalaire

La répartition des déterminants écologiques influence la composition du microbiote
endodontique. En effet, les bactéries ne se répartissent pas uniformément tout au

long du canal.

a) Tiers coronaire : porte d’entrée bactérienne

En cas d’effraction de la chambre pulpaire, la communication entre les milieux
buccal et endodontique est autorisée. Dans ces conditions, la flore bactérienne
endodontique est colonisée par des espéces présentes dans la salive ou la plaque
dentaire ; Il s’agit essentiellement de bactéries anaérobies facultatives, dites
colonisatrices primaires, telles que Streptococcus, et Lactobacillus.

On retrouve en quantité plus variable des bactéries anaérobies strictes :
Fusobacterium, Propionibacterium, Peptostreptococcus, Porphyromonas, et
Prevotella. (4)(5)

La plupart des bactéries orales sont incapables de se déplacer : elles avancent par
multiplication cellulaire. (6)

De plus, elles ont la capacité de reconnaitre le collagéne dentinaire, et d’y adhérer
par le biais d’adhésines spécifiques.

Plus la superficie dentinaire est étendue, plus les bactéries pourront pénétrer
profondément. Les tubulis dentinaires sont plus larges, et plus nhombreux dans la
partie cervicale de la racine, qu'au niveau de l'apex : ils permettent donc une

contamination bactérienne plus importante dans le tiers coronaire.
Les bactéries colonisatrices primaires sont saccharolytiques. Elles produisent des

acides, a l'origine d’une déminéralisation dentinaire localisée par diminution du pH :

on parle d’acidose transitoire.
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Une fois fixées aux parois dentinaires canalaires, elles synthétisent les produits
nécessaires au meétabolisme des micro-organismes dits « colonisateurs
secondaires » : cela permet la formation de chaines de bactéries, en progression

vers I'apex. (7)(8)

L’'oxygéne cervical est rapidement consommé par les bactéries anaérobies

facultatives, bien que non nécessaire a leur développement.

Tout est question d’interaction et de compétition dans la sélection bactérienne intra-
canalaire.

En effet, les bactéries anaérobies strictes sont incapables de survivre seules tant
qu’il reste de 'oxygéne. Leur présence varie donc en fonction des associations
établies avec les bactéries anaérobies facultatives.

D’un autre cété, les streptocoques produisent du peroxyde d’hydrogéne, capable
d’inhiber la croissance de bactéries anaérobies strictes a leur proximité.

Tout ceci permet d’expliquer la prédominance de bactéries anaérobies facultatives
dans la partie coronaire du canal, la ou la quantité d’oxygéne provenant de la cavité
buccale est suffisante pour leur survie.

Elles laisseront place aux bactéries anaérobies strictes, indépendantes dans un

milieu anoxique, au fur et a mesure de I'’évolution de l'infection. (9)

b) Progression des bactéries en direction
apicale

Les bactéries en progression le long des parois canalaires sont soumises a un
processus de sélection, conditionné notamment par leurs besoins nutritifs. La
quantité et la qualité des nutriments présents dans le canal évoluent constamment.
Cela dépend, de la méme maniére que I'oxygéne, du niveau considéré du canal
non traité (fluide salivaire, pulpe nécrosée, fluides péri-apicaux). Malgré tout,

I’évolution de l'infection est corrélée a la quantité de nutriments disponibles. (3)
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Sundqvist a classifié trois phases d’évolution, analysant le type de métabolisme
bactérien en fonction du temps :

Une premiére phase correspondant au développement des bactéries
saccharolytiques, a partir du glucose (cf. 1.1.1.). Une deuxiéme phase, ou la
proportion de bactéries anaérobies facultatives diminue, en parallele avec la
diminution du taux de glucose. Elles sont progressivement remplacées par des
bactéries assacharolytiques, vivant de I'hydrolyse de glycoprotéines et de la
fermentation d’acides aminés. Celles-ci, dominent lors de la troisieme phase, par

fermentation exclusive d’acides aminés.

Figure 1 : Types de métabolisme bactérien, Sundqvist, 1992 (9)

C’est en interagissant entre elles que les bactéries se répartissent a I'intérieur de
'endodonte.
On parle de biofilm poly microbien : la co-agrégation entre les bactéries est dictée

par leurs interactions, et aboutit a la formation de niches écologiques structurées.

3)

(1) Compétition bactérienne

La compétition bactérienne est une interaction négative qui limite la densité de la
population bactérienne a lintérieur du canal. Les produits du métabolisme de
certaines bactéries empéchent la croissance des autres.

Par exemple, Porphyromonas endodontalis inhibe le développement de Prevotella
intermedia ; C’est pourquoi ces deux espéces anaérobies strictes ne sont jamais

retrouvées ensemble dans une méme niche écologique.
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(2) Synergisme bactérien

Au contraire, certaines interactions bactériennes sont bénéfiques et permettent aux
micro-organismes de survivre dans le canal, grace a une entraide nutritionnelle et
métabolique.

Le synergisme bactérien est le moteur de I'élaboration du biofilm endodontique : il

assure la diversitt des micro-organismes qui le composent. (10)(11)

Ainsi, certains « couples » bactériens sont souvent retrouvés ensemble dans les
canaux radiculaires infectés :
Fusobacterium nucleatum et Porphyromonas gingivalis (12)

Peptostreptococcus micros et Prevotella intermedia

2. Selon le type d’infection endodontique

Un micro-organisme pathogéne n’est pas responsable seul de tel ou tel type
d’infection endodontique : il existe de multiples combinaisons bactériennes, difficiles
a classer selon une taxonomie unique.

De plus, il est actuellement impossible d’analyser et d’identifier tous les constituants
d’un biofilm endodontique ; Environ 50% du microbiote endodontique est composé

de phylotypes viables mais non cultivables. (13)(14)(9)

De nombreux facteurs sont susceptibles de faire varier la population bactérienne
d’un biofilm endodontique :

Le type, la durée, et le stade de I'infection

Le site endocanalaire de l'infection

La présence ou non d’une Iésion péri-radiculaire

La communication ou non avec le milieu buccal

La symptomatologie

18



a) Infection endodontique primaire

Une infection endodontique primaire est une infection provoquée par des micro-
organismes colonisant initialement le systéme endodontique, a partir du tissu

pulpaire nécrotique.

Dans I'endodonte, les bactéries peuvent étre présentes sous deux formes :
Planctonique : elles proviennent de la flore buccale ou de la plaque dentaire

Biofilm bactérien : il s’agit d’une multitude de micro-colonies bactériennes

adhérentes aux parois canalaires et agrégées entre elles par des chaines
nutritionnelles. Ainsi, elles résistent mieux aux agents antibactériens, et elles

peuvent échanger du matériel génétique et des facteurs de croissance. (15)(16)

La flore endodontique est globalement dominée par les bactéries anaérobies.
Al’intérieur d’'un canal nécrosé, on retrouve une a douze espéces bactériennes (soit
102 a2 108 CFU). (8)(17)(18)

Voici ci-dessous un tableau récapitulatif des principales bactéries retrouvées lors

d’'une infection endodontique primaire :

BACTERIES Anaérobies strictes Anaérobies facultatives

Gram + Coccis : Coccis :
Peptostreptococcus Streptococcus
Streptococcus

Bacilles :

Bacilles : Lactobacillus
Lactobacillus Actinomyces
Actinomyces
Propionibacterium
Eubacterium

Gram - Coccis : Coccis :
Veillonella Neisseria
Bacilles : Bacilles :
Porphyromonas Capnocytophaga
Prevotella Eikenella
Fusobacterium
Campylobacter

Levures Candida albicans

Figure 2 : Genres et espéces bactériennes identifiés dans les canaux radiculaires de dents
infectées, Bergenholtz et al., 2003 (19)

19



b) Infections endodontiques secondaire et
persistante

(1)  Définitions

Une infection est dite secondaire lorsqu’elle est causée par des micro-organismes
qui étaient absents lors de l'infection initiale, et qui ont pénétré dans le systéme
canalaire soit lors du traitement initial, soit entre les séances, ou bien aprés la fin
du traitement endodontique, par manque ou perte d’étanchéité coronaire. (2)(20)
Une infection endocanalaire peut persister malgré les stratégies thérapeutiques
mises en place pour I'éliminer (par rupture de la chaine d’asepsie ou par résistance
aux traitements chimiques).

On parle alors d’infection endodontique persistante.

Les bactéries causales sont dans ce cas issues soit de l'infection initiale, soit d’'une

infection secondaire.

Figure 3: Type d’infection selon le stade thérapeutique
Siqueira et al., 2008 (2)
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La flore bactérienne présente dans I'’endodonte lors d’un échec de traitement est
différente de celle retrouvée lors d’'une infection endodontique primaire (nécrose
pulpaire non traitée), car les conditions environnementales de survie sont

différentes.

Elle est essentiellement constituée de bactéries gram + anaérobies facultatifs.

En effet, la plupart des bactéries anaérobies strictes ne survivent pas dans un canal
obturé. Egalement, les bactéries gram + sont plus résistantes et s’adaptent mieux
aux modifications environnementales.

On retrouve une a cinqg espéces différentes dans les échecs de traitement
endodontique.

Il s’agit essentiellement des espéces suivantes :

Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus

Candida albicans

Enterococcus faecalis

Actinomyces

(2) Résistance  bactérienne  aux _traitements
chimiques

Les traitements chimiques ont un spectre d’action large face a la diversité
bactérienne du biofilm endodontique, et aux variations interindividuelles (actions
solvante, bactéricide et bactériostatique).

lls doivent cependant étre associés a un nettoyage mécanique pour désagréger

physiquement un biofilm structuré.

lls déséquilibrent le biofilm : en supprimant certaines espéces, ils compromettent la
survie d’autres espéces. Le biofilm ainsi désagrégé ne peut pas survivre. (21)

lls s’attaquent principalement aux membranes des bactéries situées en superficie
du biofilm, et notamment des bactéries gram -. C’est pourquoi, on retrouve
essentiellement des bactéries anaérobies facultatives gram + dans les infections

secondaires et persistantes. (20)
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Parmi les traitements antibactériens, c’est I'hypochlorite de sodium qui est le plus
utilisé a I'neure actuelle. Cependant, lorsqu’il est employé passivement, en
association avec un traitement canalaire mécanique, il persiste encore une charge

bactérienne non négligeable, autour de 40%.

La résistance des bactéries aux traitements chimiques découle directement de leurs
capacités a élaborer un biofilm structuré. En effet, la matrice extracellulaire qu’elles
synthétisent permet de diminuer la pénétration de I'agent chimique au cceur du
biofilm.

De plus, la faible quantité de nutriments disponibles a I'intérieur du canal ralentit le
métabolisme des bactéries, les rendant insensibles aux produits de désinfection

canalaire ; lls sont plus efficaces sur les cellules en phase de division. (22)

(3) Cas particulier d’Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis est un pathogéne opportuniste de la cavité buccale,

anaérobie facultatif.

Elle est caractéristique de I'échec de traitement endodontique : c’est le marqueur
de I'infection endodontique secondaire. En effet, on ne la retrouve que dans 5% des
infections endodontiques primaires. Elle ne survit pas a la compétition bactérienne

intra-canalaire dans un canal nécrosé non instrumenté. (23)(24)

Dés lors qu’il réussit a envahir 'endodonte, Enterococcus faecalis fait preuve d’'une
résistance extréme. En effet, il est capable d’adhérer tout seul au collagéne
dentinaire, de coloniser les tubulis et de former un biofilm bactérien. (25)(26)

Cette bactérie peut survivre dans des conditions normalement Iétales pour d’autres
micro-organismes : dans un milieu trés salé (jusqu’a 6,5% d’hypochlorite de

sodium), et une large gamme de pH et de température (10 a 60°C).
La dentine radiculaire a physiologiquement un pouvoir tampon naturel, empéchant

le pH intra-canalaire de dépasser les valeurs suivantes : 10,8 en cervical et 9,7 en
apical. (27)
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Les médications utilisées en inter-séances assurent une élévation extréme du pH
intra-canalaire, pouvant aller jusqu’a 11 ou 12. Cette propriété est bénéfique contre
la plupart des bactéries, détruites a partir de pH = 9,5. (28)

Enterococcus faecalis fait exception a la regle : cette bactérie posseéde un systeme
de pompe a protons intra-membranaire, capable de réguler le pH, a une certaine

valeur compatible avec sa survie. (23)

Dés que la quantité de nutriments devient insuffisante, Enterococcus faecalis est
capable de dissoudre la fraction minérale de la dentine en produisant des toxines.
Le principe de dissolution est le suivant : détruire les minéraux dentinaires pour les
reprécipiter et calcifier son propre biofiim. Ce dernier obtient finalement une
structure de carbonato-apatite, proche des fluoro-carbonato-apatites de la dentine.

Enterococcus faecalis devient alors super résistante, voire intouchable. (16)

3. Selon I’ancienneté de 'infection
endodontique

La profondeur de pénétration des bactéries augmente parallélement a 'ancienneté
de l'infection endodontique.
Les tubulis dentinaires sont plus contaminés dans une infection chronique,

qu’aigue. (28)

De plus, les proportions et le nombre d’espéces bactériennes varient en fonction du
stade de maturation du biofilm endodontique selon les interactions mises en place.
(27)(16)

Au fur et a mesure de I'avancée de l'infection, les espéces anaérobies facultatives
restent concentrées dans le tiers coronaire et laissent progresser les espéces
anaérobies strictes en direction apicale.

Le pourcentage de bactéries anaérobies strictes est de 50% au début de l'infection
endodontique, et augmente progressivement au cours du temps jusqu’a devenir

quasi exclusif. (8)(19)
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B. Complexité du systéeme endocanalaire : un
co-facteur infectieux

1. Tubulis dentinaires

Les tubulis dentinaires s’étendent depuis la jonction entre la dentine et la pulpe, en
direction des tissus durs (jonction amélaire en coronaire, et jonction cémentaire en

radiculaire).

lls constituent un milieu favorable a la survie microbienne.
En effet, toutes les bactéries ayant un diamétre inférieur a celui de la lumiére
tubulaire peuvent y pénétrer, coloniser les tubulis dentinaires, et ce jusqu’a 150

micrometres de profondeur. (29)

Figure 4 : Mise en évidence de bactéries dans les tubulis dentinaires MEB X5000
Torabinejad et al., 2002 (30)

2. Anatomie canalaire

La complexité anatomique des canaux rend leur mise en forme plus délicate, et
limite la pénétration des solutions de désinfection. (31)
C’est pourquoi I'analyse préopératoire de I’'anatomie radiculaire de la dent a traiter

est une étape trés importante.
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Les courbures canalaires influencent [lefficacité mécanique des solutions
d’irrigation. Plus la courbure canalaire commence a distance de I'apex, et avec un
degré important, plus I'accés a la longueur de travail sera difficile, et la préparation

canalaire irréguliére. (31)(32)

Les canaux accessoires sont une source endogéne de nutriments pour les bactéries
colonisatrices. lls sont inaccessibles a toute préparation mécanique. Il est donc
nécessaire, apres la mise en forme des canaux principaux, d’éliminer la couche de
boue dentinaire les recouvrant pour permettre leur désinfection par les agents

irrigants. (33)

La zone apicale est la partie du canal la plus difficile a nettoyer, par manque de
visibilité, ou d’accessibilité instrumentale. En effet, elle présente trés fréquemment
une configuration particuliere de type isthme, delta, ou ramifications apicales. (34)
L’irrigation prend ici tout son sens, puisqu’elle est le seul reméde pour assainir cette

zone inaccessible mécaniquement. (35)

Les régions peu ou pas accessibles a l'instrumentation servent de réservoirs
bactériens. Elles ne peuvent étre nettoyées que par le biais de lirrigation.

Il est donc nécessaire de pouvoir déplacer les solutions d'’irrigation antiseptiques et
déminéralisantes dans ces zones anfractueuses, en les activant, afin de compléter

au mieux le nettoyage canalaire. (36)(37)

C. L’enduit pariétal, ou « boue dentinaire »

L’Association Américaine des Endodontistes (A.A.E.) a défini la « boue dentinaire »
comme étant un « dépbt de débris retenus sur la dentine, ou sur d’autres surfaces,
apres instrumentation canalaire mécanisée ou manuelle, composé d’'un amas de
particules dentinaires, résidus pulpaires vivants ou nécrotiques, composants

bactériens et solution d’irrigation. » (38)
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1. Formation

La boue dentinaire, ou « smear layer » en anglais, est un enduit créé par 'action
des instruments sur les parois canalaires lors de la mise en forme. Sa formation est
donc inévitable. (39)(40)

La smear layer recouvre et adhere fortement aux parois canalaires. D’épaisseur
variable (un a cinq micrométres), elle peut pénétrer dans les tubulis dentinaires
jusqu’a quarante micrometres de profondeur. (41)

Son infiltration est favorisée par la pression exercée par les instruments de mise en

forme, et par phénomene de capillarité au sein des tubulis dentinaires. (30)

Elle est facilement repérée lors du travail des instruments, qui en sont recouverts a

la sortie du canal, et lors de lirrigation, qui fait remonter de nombreux débris.

Figure 5 : Paroi canalaire recouverte de smear layer aprés instrumentation canalaire MEBX3000
Hulsmann et al., 2003 (42)

KV

mm

8500

Figure 6 : Pénétration de la smear layer dans les tubulis dentinaires MEBX8500
Hulsmann et al., 2003 (42)
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2. Elimination

L’élimination de la smear layer ne fait plus débat a I’heure actuelle, car le seul fait
gu’elle contienne des micro-organismes suffit a exiger son élimination. (30)

En effet, les bactéries présentes lors de l'infection endodontique primaire (avant
toute intervention thérapeutique) vont étre incorporées aux débris de I'enduit
pariétal pendant toute la durée de la mise en forme canalaire. La smear layer peut
donc protéger ces bactéries et leurs toxines, leur permettant de survivre, et de
continuer leur invasion tubulaire.

La boue dentinaire limite physiquement la pénétration des agents antiseptiques
(solutions d’irrigation et médications intra-canalaires) dans le canal et les tubulis
dentinaires.

De plus, du fait de sa composition a la fois organique et minérale, la séquence
d’irrigation doit prévoir I'alternance d’un agent antiseptique et d’'un agent chélateur
déminéralisant. (43)(44)

Enfin, son élimination permettrait une meilleure adhésion des matériaux

d’obturation aux parois canalaires, en autorisant une pénétration plus profonde des

ciments endodontiques. (45)(46)
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II. L’irrigation en endodontie

A. Intéréts de l'irrigation

1. Objectifs

L’objectif du traitement endodontique est de prévenir I'apparition d’'une l|ésion
inflammatoire des tissus péri-radiculaires ou d’en obtenir la cicatrisation.

Comme l'ont démontré Bystrom et Sundqvist, l'instrumentation mécanique est
insuffisante pour éliminer complétement l'infection bactérienne de I'endodonte.
(47)(48)

La mise en forme des canaux radiculaires est donc indissociable d’une irrigation
efficace pour optimiser la désinfection du réseau endodontique. En effet, l'irrigation
a pour but d’amener un certain volume de solution jusqu’a I'apex radiculaire, afin
d’éliminer les débris organiques et minéraux (boue dentinaire) créés par les

instruments de mise en forme canalaire.

L’irrigation en endodontie joue donc un double réle indispensable a la désinfection

intra-canalaire (49):

Une action physique :

e Par la mise en suspension des débris dentinaires (organiques pour le
contenu canalaire, et minéraux par le passage successif des instruments de
mise en forme canalaire) et des micro-organismes ; I'objectif étant d’éviter la
sédimentation de débris et le blocage de I'accés aux parties radiculaires
profondes (butées intra-radiculaires)

e Par la lubrification des parois afin d’optimiser I'efficacité de nettoyage et de

coupe des instruments de mise en forme canalaire
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Une action chimique :

e Par I'élimination des bactéries présentes ou pouvant étre introduites durant
I’acte endodontique : on parle d’efficacité anti bactérienne

e Par la dissolution des débris organiques localisés dans les espaces
inaccessibles a 'instrumentation

e Par une absence de cytotoxicité du péri-apex : les solutions d’irrigation

doivent idéalement étre non agressives envers les tissus péri-radiculaires

L’équilibre toxicité — désinfection tissulaire représente un véritable défi.

2. Cahier des charges de l’irrigant idéal

La solution dirrigation doit tenter de répondre au plus grand nombre des
problématiques suivantes (50):

Avoir un large spectre antibactérien, efficace contre les bactéries aérobies,
anaérobies, et les micro-organismes s’organisant en biofilm

Maintenir un contact intime avec les parois canalaires

Dissoudre la pulpe et les tissus restants

Prévenir 'accumulation de boue dentinaire durant I'instrumentation mécanique, et
la dissoudre aprés formation

S’introduire dans I'ensemble du systéme canalaire y compris la zone apicale

Avoir une action antibactérienne a long terme appelée rémanence
Pour cela, elle doit étre fréquemment renouvelée pour rester efficace

Etre non toxique et biocompatible : le systéme d'irrigation utilisé ne doit pas

provoquer d’extrusion de la solution dans les tissus péri-apicaux
La solution d’irrigation répondant a I'ensemble de ces caractéristiques n’ayant

toujours pas été trouvée, il est nécessaire d’avoir recours a plusieurs irrigants,

chacun ayant ses propres avantages et limites.
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B. Les agents d’irrigation

1. Hypochlorite de sodium

a) Mode d’action

L’hypochlorite de sodium est le fruit de la réaction d’ébullition de chlore sous forme

gazeuse (Cl2) dans une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) :

2 NaOH + Cl2 NaCl + NaOClI + H20

Les mécanismes d’action de I'hypochlorite de sodium résultent de sa dissociation
en solution aqueuse.

Voici I'’équation de son hydrolyse (5) :

NaOCl + H.O <—» NaOH +HOC|I <—> Na'+OH +H"+ OCI

Lorsque I'’hypochlorite de sodium va entrer en contact avec des micro-organismes
et du tissu organique, les trois réactions ci-dessous vont déclencher son processus
de dissolution tissulaire et son effet antibactérien (51) :

Réaction de saponification : dégradation des acides gras en savon et en alcool
Elle permet de diminuer la tension de surface de la solution : action lubrifiante
Réaction de neutralisation des acides aminés en eau et en sels : la libération d’ions
hydroxyles OH- éléve le pH du site

Réaction de chloramination (réaction antibactérienne) : au contact des tissus,
'acide hypochloreux HOCI agit comme un solvant et libére du chlore. Le chlore
exerce son pouvoir antibactérien en oxydant les groupements thiols (-SH) des
enzymes bactériennes, en les rendant non fonctionnelles : il détruit ainsi la cellule

bactérienne. (52)
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Le niveau de chlore actif, et donc d’efficacité de la solution d’irrigation, est
directement influencé par la quantité de matiéres organiques intra-canalaires et par
le pH.

Au fur et a mesure de leur consommation, I'effet oxydant sur les tissus diminue la
quantité de chlore actif disponible : I'activité de la solution décroit. C’est pourquoi,
seul un renouvellement continu de celle-ci permet une désinfection canalaire

optimale, par le maintien permanent de la solution active in situ. (53)

b) Intéréts en endodontie

L’hypochlorite de sodium est la solution d’irrigation la plus utilisée en endodontie,

car c’est elle qui répond le mieux au cahier des charges de la solution idéale.

(1)  Antiseptique

L’hypochlorite de sodium est utilisé en premier lieu pour son action antiseptique.
C’est la solution la plus efficace pour éliminer les germes pathologiques de

I’endodonte, tels que E. faecalis. (54)

Doté d’'un large spectre antibactérien, il est également efficace contre les virus, les
spores, les levures, et les bactériophages. (53)

Cependant, I'hypochlorite de sodium ne permet pas I'élimination de la totalité des
bactéries.

Aussi, son efficacité dépend de sa concentration et de son temps de contact intra-
canalaire : la consommation rapide des agents actifs nécessite un perpétuel

renouvellement de la solution.
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(2) Solvant

Il s’agit de l'unique solution d’irrigation ayant un effet solvant sur les tissus
organiques.
Elle libére des ions chlorures par le biais de I'acide hypochloreux (HOCI). Le chlore

libéré dissout les tissus pulpaires et 'ensemble des substances organiques.

Cette action solvante est amplifiée proportionnellement a la concentration de la
solution, a son temps de contact, et donc au renouvellement régulier de solution

« fraiche » active.

Cependant, I'hypochlorite de sodium n’a aucun effet solvant sur les tissus minéraux.
C’est pourquoi, il devra étre associé a d’autres solutions lors du protocole
d’irrigation. (55)

(3) Lubrifiant

Comme expliqué précédemment dans la partie 2.1.1., la faible tension superficielle
de I'hypochlorite de sodium renforce son action, en facilitant sa pénétration dans les

anfractuosités canalaires et les tubulis dentinaires.

c) Limites

(1) Instabilité

L’hypochlorite de sodium réagit rapidement au contact des tissus : la solution
devient vite inactive. C’est pourquoi, il faut la renouveler réguliérement pour en
optimiser I'efficacité.

La réaction de dégradation est d’autant plus rapide que la solution est concentrée.
(45)
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(2) Absence d’action chélatante

L’hypochlorite de sodium n’a pas d’action solvante sur les tissus inorganiques.
Il est donc inefficace sur la prévention de la formation de la smear layer lors de
'instrumentation de mise en forme endodontique, et doit étre couplé avec un produit

a action chélatante pour I'éliminer complétement. (56)

(3) Diffusion dans les zones difficiles d’accés

Les propriétés physico-chimiques de I’hypochlorite de sodium ne se suffisent pas
a elles-mémes pour optimiser son action.

En effet, il est indispensable de le propulser a l'intérieur du réseau canalaire, pour
désinfecter les zones difficiles d’acceés (zones non instrumentées, delta apical,
canaux accessoires).

L’irrigation conventionnelle a la seringue ayant une vitesse d’écoulement faible,
nous verrons par la suite qu’il est recommandé d’activer la solution d’hypochlorite

de sodium pour intensifier son action.

d) Conclusion

L’hypochlorite de sodium ne peut pas étre considéré comme une solution d’irrigation
exclusive, compte tenu de ses limites : toxicité collatérale potentielle, incapacité a
retirer la phase minérale de la smear layer, et a pénétrer dans les zones radiculaires

profondes sans y étre propulsé.

Un temps de travail optimal est nécessaire pour que la solution désinfectante puisse
exercer son action.

Augmenter le temps de contact de I'hypochlorite de sodium Iui permet de mieux
penétrer dans la dentine : il doit rester en contact pendant au moins 10 minutes pour
étre efficace. (566) Un renouvellement fréquent de la solution d’hypochlorite permet
donc d’optimiser ses propriétés antibactériennes et de l'utiliser a une concentration

plus faible, moins toxique. (43)
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De plus, nous allons voir que I'activation de la solution d’hypochlorite de sodium
facilite sa pénétration dans les zones non instrumentées, et améliore également le

nettoyage des canaux prépares.

2. EDTA: Acide Ethyléne Diamine Tétra-
Acétique

a) Mode d’action

L’EDTA est un agent de chélation.
Figure 7 : molécule ’EDTA

Les chélatants sont des complexes stables d’ions métalliques, couplés a des
substances organiques. lls agissent en altérant la composition de la dentine : ils
déminéralisent la fraction minérale des parois dentinaires. lls retirent le calcium Ca?*
et le phosphore PO4* des tissus dentaires durs : on parle d’abaissement du rapport

calcium / phosphore dentinaire.

Cliniqguement, 'EDTA se couple aux ions calcium constitutifs de la structure
minérale dentaire afin de la désorganiser, et forme un soluté de calcium chélaté.
(57)(58)(59)

Il existe sous plusieurs présentations, mais la formulation de choix est 'TEDTA

liquide, concentré entre 8 et 17%.
Le volume d’utilisation recommandé varie de 3 a 20 mL par canal.

Mello et coll., dans leur étude de 2008, recommandent d’utiliser 5 mL d’EDTA par
canal. (60)
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b) Intéréts en endodontie

(1)  Elimination de la smear layer

La smear layer (ou boue dentinaire) étant soluble en solution acide, 'TEDTA semble

étre adapté pour I'éliminer. (30) (59)

D’aprés la littérature, 'EDTA, concentré a 17%, a une action chélatante sur les
composants minéraux de la smear layer : il est efficace pour débarrasser les débris
dentinaires de la mise en forme canalaire.

Cependant, ’TEDTA a une faible action désinfectante (action bactéricide minime par
chélation des membranes bactériennes externes), ce qui peut laisser subsister des
résidus organiques et des micro-organismes.

C’est pourquoi, son utilisation doit étre couplée au passage d’hypochlorite de
sodium en complément pour s’assurer de I’élimination compléte de la smear layer.
(61)(62)

(2)  Action lubrifiante

La micro-dureté dentinaire est liée a la profondeur radiculaire : elle décline de la

chambre pulpaire vers les régions plus profondes.

La chélation altére les proportions d’origine des fractions organiques et
inorganiques de la dentine.

Les conseéquences sont les suivantes :

Diminution de la dureté de la dentine

Augmentation de la perméabilité et de la solubilité dentinaire
L’action chélatante de 'EDTA ramollit donc la dentine pariétale. Cet effet relatif

facilite le passage des instruments, notamment au début de la mise en forme

canalaire pour éviter les bouchons, ainsi que dans les canaux étroits. (65)
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c) Limites

(1) Interactions moléculaires

Le potentiel toxique du mélange entre NaCIO et EDTA est connu. En effet, le chlore
s’associe instantanément a I'EDTA pour former un précipité qui consomme le
pouvoir d’action des deux solutés. (66)

D’aprés Clarkson et coll., mélanger 'EDTA directement a I’hypochlorite de sodium
affaiblit jusqu’a 80% le chlore actif disponible.

Ainsi, les recommandations déconseillent fortement leurs utilisations simultanées.
Si le praticien prévoit de les utiliser en alternance, et en voulant tirer le meilleur parti
des solutions employées, il devra s’assurer de bien rincer et/ou sécher le canal entre

leurs utilisations. (67)

d) Conclusion

L’EDTA n’agit que sur la fraction minérale de la boue dentinaire.

Concentré a 17%, il est trés efficace. Cependant, son temps d’application doit étre
limité afin de retirer efficacement la smear layer sans trop éroder les murs
dentinaires. (68)(69)(65)

Nous retiendrons que I'efficacité de 'EDTA est dépendante du temps d’application,
méme si a partir d’'une minute d’action, 'TEDTA a 17% retire suffisamment de smear
layer. (70)

Enfin, il est vivement recommandé d’alterner I'utilisation d’EDTA et d’hypochlorite

de sodium pour dissoudre la totalité de la smear layer (fractions organique et
minérale). (59)(71)
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C. Les moyens d’irrigation

1. Protocole d’irrigation conventionnelle

La durée du traitement canalaire potentialise I'effet de [I'hypochlorite, par
renouvellement régulier en solution dite « fraiche ». Il faudra s’assurer en
préopératoire de la présence de quatre parois a la cavité d’accés endodontique pour
faire office de réservoir : plus I'hypochlorite pourra étre maintenu au contact des
parois canalaires, plus la désinfection sera efficace.

L’irrigation a I’lhypochlorite de sodium débute dés I'ouverture de la chambre pulpaire
et doit étre abondante tout au long de la procédure. (72)

L’HAS recommande 1 mL par canal a renouveler entre chaque passage
d’instrument, de telle sorte que les canaux soient toujours remplis de solution
d’irrigation pour augmenter le temps d’application, et donc de nettoyage.
(72)(73)(44)

L’injection doit se faire lentement et a faible pression.

Une fois la préparation canalaire effectuée, les parois sont recouvertes de smear
layer, bien que le renouvellement permanent d’hypochlorite de sodium pendant la
phase de préparation ait éliminé une grande partie des débris au fur et a mesure.
Pour I'éliminer, on utilise d’abord une solution ’EDTA a 17% pendant 1 a 2 minutes
araison de 2 a 5 mL par canal.

Enfin, on effectue un ringage final et abondant a I’hypochlorite de sodium (5 mL par
canal) pour éliminer la partie organique de la smear layer ainsi qu’un maximum de

micro-organismes restants dans les anfractuosités révélées du réseau canalaire.

L’irrigation conventionnelle a la seringue permet de faire pénétrer la solution
d’irrigation a l'intérieur du réseau canalaire. Cependant, la vitesse d’écoulement
pour un débit normal (0,1 a 0,25 mL par seconde) est trop faible pour propulser
I’lhypochlorite de sodium a distance de laiguille vers I'apex, et détacher le biofilm

bactérien ou la boue dentinaire. (74)
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2. Irrigation assistée

L’activation de la solution d’irrigation permet de potentialiser ses propriétés

mécaniques et chimiques.

Elle a pour objectif principal de propulser l'irrigant plus profondément dans le réseau
canalaire tridimensionnel : elle facilite sa pénétration dans les zones non

instrumentées.

L’agitation améliore le nettoyage des canaux préparés : son mouvement dilue les
débris résiduels et les évacue de la zone apicale en direction coronaire. De plus, le
stress généré par I'agitation des fluides aide a éliminer les dépdbts adhérents a la

surface des parois canalaires. (75)

Elle peut se faire :

En modifiant les facteurs physico-chimiques de la solution (cf. 2.1.4., 2.2.4.)

En agitant |la solution :

Par mouvements manuels de linstrument dans le canal par le praticien
(a l'aide d’'un cbne de gutta par exemple)

Par mouvements mécaniques : systémes d’activation dynamique

Par activation sonique ou ultrasonique

Par activation photonique

Nous allons par la suite détailler le principe d’activation photonique de la solution

d’irrigation : c’est le mode d’action du laser Er : YAG.
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lll. Apports du laser Er : YAG en endodontie

A. Mode de fonctionnement

Le terme laser provient de I'acronyme anglais « Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation ».
Par définition, un laser est un appareil produisant un rayonnement

électromagnétique amplifié par émission stimulée.

La compréhension des principes physiques du laser est essentielle pour une
utilisation correcte des appareils et I'obtention de résultats cliniques satisfaisants.
La longueur d’onde émise conditionne les milieux d’absorption des différents lasers.
Cette interaction est spécifique et sélective, basée sur I'absorption et la diffusion.
Moins il y a d’affinité, plus la lumiére est transmise et/ou réfléchie. Leurs effets
découlent directement des propriétés de leur rayonnement, et en particulier de leur
niveau d’absorption dans les tissus cibles

Le laser Er : YAG présente le niveau d’absorption le plus élevé de tous les lasers :
il émet un rayonnement a 2940 nm, trés absorbé par I'eau et I’hydroxyapatite. (76)
C’est la propriété incontournable du laser Er: YAG : I'énergie étant massivement
absorbée par le tissu cible, elle n’est pas diffusée sous forme de chaleur dans les
tissus adjacents. Le rayonnement Er : YAG est donc maximalement efficace sur la

cible, et ce a bas niveau d’énergie.

L’irradiation d’un tissu ciblé par le faisceau laser produit deux effets thérapeutiques

principaux :
A l'impact : les photons émis au contact des molécules d’'eau entrainent leur
explosion : elles sont vaporisées. Cette série de micro-explosions se manifeste par

un phénomene de micro-ablation tissulaire.

Autour de l'impact : I'explosion provoque des ondes de choc dans les trois

dimensions de [I'espace, qui permet d’agiter les fluides: c'est [Ieffet

photoacoustique du rayonnement laser, appelé « blasting effect ». (75)
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Concernant les bactéries, il a été constaté une destruction cellulaire par dégradation
membranaire grace a I'action photoacoustique du laser Er : YAG : effet bactéricide
égal a 73%, et plus important sur les cellules gram — que gram +, grace aux

caractéristiques de leur membrane cellulaire. (77)

1. Effet micro-ablatif

Le laser Er: YAG agit précisément sur les tissus dentaires en fonction de leur
charge hydrique : il a une action sélective, et traite de fagon non invasive les tissus
en respectant leur intégrité.

La micro-ablation tissulaire est de I'ordre de cent microns a la seconde, et se produit
dans 'axe du faisceau laser.

Dans le cas d’un gradient de charge hydrique décroissant, c’est-a-dire pour une
intervention en situation de tissus mous contre tissus durs, le praticien peut opérer
sans danger a I'aide du laser Er : YAG.

En revanche, il est préconisé d’agir en solution en situation de tissus durs contre
tissus mous, afin de limiter les risques de cratérisation tissulaire lors de I'impulsion
laser. (78)

2. Effet photoacoustique

Contrairement a l'effet de micro-ablation, qui ne se produit que dans I'axe du
faisceau, le « blasting effect » se fait latéralement, dans les trois dimensions de
'espace.

L’onde de choc émise a des propriétés biologiques intéressantes. En agitant les
solutions, elle permet de potentialiser leur effet, et de déstabiliser le biofilm
bactérien. (79)
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B. Technique d’activation photonique

La solution d’irrigation délivrée a la seringue a déflexion latérale, sans coincer
I'aiguille dans le canal, ne va pas plus loin que le bout de I'aiguille en raison de la
présence d’'une colonne d’air. En effet, tout passage instrumental provoque une
entrée d’air. Il se retrouve comprimé dans un systeme clos. A ce stade, lair
empéche la solution d’irrigation de diffuser jusqu’a la zone apicale : un bouchon
d’air est en place a 'apex, c’est I'effet physique « vapor lock ». (80)

L’irrigation devient efficace en fin de mise en forme, lorsque I'espace de reflux entre
l'aiguille de la seringue et les parois canalaires est suffisant pour permettre la

remontée des débris intra-canalaires.

L’irrigation conventionnelle a la seringue n'a pas une vitesse d’écoulement
suffisante pour détacher le biofilm bactérien. Activer la solution d’irrigation permet
de potentialiser ses propriétés mécaniques et chimiques. C’est ici que l'utilisation
du laser prend tout son sens: I'onde de choc générée a l'intérieur du réseau

canalaire clos contribue a agiter efficacement les solutions d’irrigation. (74)

En effet, le laser Er: YAG émet des photons qui, au contact de la solution
d’irrigation, créent un plasma. Dans le méme temps, la molécule d’eau ciblée
explose. Autour de I'impact, le résultat est la création d’'une onde de choc appelée
blast. Ce « blast » augmente la pression intra-canalaire et favorise I'élimination des
bactéries et des débris dentinaires en propulsant l'irrigant dans le réseau canalaire.
(81)(82)

De plus, le placement de la fibre laser 2 mm au-dessus des entrées canalaires
permet d’amplifier le « blasting effect » : il faut tirer dans la solution présente dans

la chambre pulpaire. (83)
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Figure 9 : Effets 3D de I'impulsion laser Er : YAG

Le laser Er: YAG permettrait donc de potentialiser les effets de I’hypochlorite de
sodium en permettant de le faire diffuser dans la totalité du réseau canalaire, y

compris dans les zones non instrumentées. (84)

De plus, certaines études ont montré que I'activation de I’hypochlorite de sodium au
laser Er : YAG entrainait une augmentation de température de la solution dans le
tiers apical, la rendant ainsi plus active (meilleure libération de chlore actif) : la
tension superficielle diminue, ce qui augmente la profondeur de pénétration
dentinaire. (85)

Nous nous sommes donc posé la question de la nécessité de [I'utilisation
complémentaire du laser Er: YAG a I'hypochlorite de sodium pour optimiser la
désinfection endodontique.

Pour cela, nous avons décidé de mettre en place une étude ex vivo pour analyser

cette action présumée du laser Er : YAG.
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IV. Protocole de recherche expérimentale

L’objectif principal de notre étude est d’évaluer la contribution du laser Er : YAG
dans la désinfection endodontique lors de l'irrigation canalaire.

Afin de répondre a cet objectif, nous avons réalisé une étude expérimentale ex vivo
sur 36 dents monocanalaires. Nous avons confronté deux protocoles d’irrigation
(irrigation au NaClO classique a la seringue a déflexion latérale versus irrigation au
NaClO activée par le laser Er: YAG), sur deux bactéries différentes (E. faecalis,
aéro-anaérobie versus P. gingivalis anaérobie).

Notre choix s’est porté sur ces bactéries car E. faecalis est une bactérie
caractéristique de I'échec de traitement endodontique, et P. gingivalis est

représentative du synergisme bactérien au sein du biofilm endodontique.

A. Matériels et méthodes

1. Conception de I'étude

Nous avons utilisé comme support d’étude 36 dents monocanalaires ex vivo, ayant
été avulsées chez différents patients pour des raisons autres qu’endodontiques

(canaux non préparés, non obturés).

2. Schéma expérimental

Nous avons formé deux groupes de dents de fagon aléatoire dans lesquels nous
avons inoculé I'une ou l'autre des bactéries d’intérét. Ces groupes ont encore été
divisé de moitié, au hasard, pour I'attribution de I'une ou l'autre des méthodes

d’irrigation canalaire.
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Le schéma expérimental de notre étude en groupes paralléles est le suivant :

18 dents contaminées par E. faecalis

18 dents contaminées par P. gingivalis

—
~
__—
~—~

9 dents irriguées au NaClO seul

9 dents irriguées au NaClO +
Er: YAG

9 dents irriguées au NaClO seul

9 dents irriguées au NaClO +
Er : YAG

Figure 10 : Schéma expérimental de I'étude

3. Criteres d’inclusion

Dents monocanalaires avulsées (cause parodontale)

4. Critéeres d’exclusion

Traitement endodontique entrepris

Dents monoradiculées a ramifications canalaires

Lésions carieuses ou non carieuses pouvant empécher le bon déroulement du

traitement endodontique ex vivo

5. Data collection

L’étude que nous avons réalisée est multicentrique (Faculté de Chirurgie Dentaire

de Toulouse, INSERM de Toulouse).

En effet, nous avons commencé par une phase préliminaire de préparation

standardisée des dents recueillies, en cabinet et a la Faculté de Chirurgie Dentaire

de Toulouse.

La culture, I'ensemencement, et le prélevement des bactéries, ainsi que la

désinfection endodontique ont été secondairement réalisées a I'INSERM de

Toulouse.
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6. Déroulement de I’expérimentation

a) Préparation des dents recueillies

Nous avons réalisé la préparation endodontique des dents recueillies selon un

protocole standardisé.

L’aménagement des voies d’accés a été réalisé de fagon classique, par voie
occlusale pour les prémolaires et par voie palatine pour les incisives et les canines.
Un acces ovalaire ou rond assez large a été réalisé, de fagon a obtenir un réservoir

a quatre parois pour l'irrigation canalaire.

Figure 11 : dent monocanalaire recueillie pour I'expérience

Figure 12 : vue palatine aprés aménagement de la voie d’accés
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Ensuite, nous avons effectué la mise en forme des canaux radiculaires de chacune
des dents a I'aide du systéme de rotation continue TwoShape 6% 25/100.

Entre chaque passage instrumental, nous avons irrigué les canaux a la seringue
conventionnelle, de 2 mL d’hypochlorite de sodium, et vérifié la vacuité foraminale

a 'aide d’une lime manuelle K n°10.

Figure 13 : vérification de la vacuité foraminale

Figure 14 : dents mises en forme conservées dans du sérum physiologique
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Une fois les dents mises en forme, nous avons réalisé un bouchon de composite a
I'apex de chacune d’entre elles : I'objectif étant de simuler la cavité péri-apicale et
de potentialiser les effets des solutions d’irrigation testées afin de se rapprocher le
plus possible des effets cliniques réels.

Ce bouchon de résine a été réalisé selon le protocole M&R2 de collage en
odontologie restauratrice (mordangage — primer/adhésif — composite), tout en
vérifiant que I'adhésif ne pénétre pas dans le 1/3 apical des dents lors du collage :

photo polymérisation de I'adhésif avec lime de récapitulation en place dans le canal.

Figure 15 : plateau technique utilisé pour la réalisation du bouchon de composite apical

Figure 16 : dents avec bouchons de composite apicaux, conservées dans du sérum physiologique
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Figure 17 : dents mises en forme, bouchées apicalement, soclées dans du silicone

Une fois prétes, nous avons disposé les dents verticalement sur des socles en
silicone, afin de faciliter leur manipulation par la suite.
Nous avons ensuite mis en sachet les différents socles supportant les dents, et les

avons stérilisés a I'autoclave a 134°C pendant 17 minutes.

Figure 18 : échantillons stériles, préts a étre colonisés par les bactéries d'intérét
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b) Mise en culture des souches bactériennes

En paralléle de la préparation des dents recueillies, nous avons mis en culture les
deux souches de bactéries (Enterococcus faecalis et Porphyromonas gingivalis) en
respectant leurs conditions usuelles de pousse. Toutes les manipulations de
préparation des géloses de culture ont été réalisées de fagon stérile, dans un rayon
de 20 cm autour d’'un bec bunsen. Pour cela, nous nous sommes servis d’'une

solution stock congelée de chacune des bactéries.

Le milieu de culture utilisé est le Brucella agar. C’est un milieu riche en nutriments,
dans lequel poussent toutes les bactéries, y compris les plus exigeantes (bactéries
anaérobies). L’agar est un gélifiant, permettant de solidifier le milieu. La gélose est
aussi composée d’hémine et de ménadione (vitamines), et de sang de mouton

stérile.

Enterococcus faecalis est une bactérie aéro-anaérobie, facilement cultivable car
peu exigeante au niveau nutritionnel. De plus, elle est hémolytique : elle utilise le

sang de mouton contenu dans la gélose de culture pour survivre.

Tout d’abord, nous avons décontaminé une pipette automatique P1000 au bec
bunsen. La pipette de contenance P1000 permet de réaliser des prélévements
automatiques de 100 microlitres. Nous avons prélevé 100 microlitres de la solution
stock. L’ensemencement de la gélose fraiche a été réalisé par la technique des

cadrans (ou par épuisement).

Les mémes manipulations ont été réalisées pour Porphyromonas gingivalis. C’est
une bactérie anaérobie a pigmentation noire, dont 'odeur est reconnaissable. Elle

est hémolytique également, comme Enterococcus faecalis.

Nous avons mis en culture a I'étuve a 37°C les géloses bactériennes, en prenant
soin de respecter les conditions d’anaérobiose pour Porphyromonas gingivalis.

La culture d’Enterococcus faecalis a duré 24 a 48 heures. Porphyromonas
gingivalis, qui a besoin de plus de temps pour se développer a été mise en culture
pendant 10 jours.
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Figure 19 : gélose d’E. faecalis aprés mise en culture

Figure 20 : gélose de P. gingivalis aprés mise en culture
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c) Ensemencement des dents préparées

A l'aide d’'une pipette automatique P1000, nous avons prélevé environ 1 mL de
bouillon Brucella que 'on a mis dans un tube stérile de 5 mL. Ensuite, avec un
écouvillon stérile, nous avons prélevé des bactéries dans une zone de forte densité
de colonies. Nous avons trempé I’écouvillon contaminé a l'intérieur du bouillon afin
d’obtenir les bactéries en solution (bouillon trouble). Enfin, nous avons rajouté un
geélifiant a l'aide d’une spatule stérile (Carboxymeéthylcellulose sodium salt) pour
épaissir le bouillon. Nous avons passé le tube ainsi préparé au vortex pour obtenir

un mélange homogene a ensemencer.

Figure 21 : prélevement d’'E. faecalis avec I’écouvillon stérile

Figure 22 : prélevement de P. gingivalis avec I'écouvillon stérile
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Les dents ont été ensemencées a I'aide d’une seringue stérile par la voie d’accés
aménagee auparavant. L’ensemencement a été réalisé de fagon stérile a proximité
d’un bec bunsen chaud. L’aiguille a déflexion latérale de la seringue d’injection nous
a permis de faire pénétrer la solution bactérienne du plus profond de la dent vers la

surface coronaire.

Nous avons vérifié que la solution, Iégérement gélifiée, reste en place a l'intérieur

de la dent et ne s’évapore pas.

Figure 23, Figure 24 : ensemencement des bactéries a l'intérieur des dents stériles

Les échantillons ainsi préparés ont ensuite été placés dans des boites, oxygénées
pour Enterococcus faecalis, et en anaérobiose pour Porphyromonas gingivalis.

Les boites ont ensuite été remises a I'étuve a 37°C, pendant 7 jours pour la
colonisation radiculaire d’Enterococcus faecalis, et pendant 11 jours pour

Porphyromonas gingivalis.
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Figure 25 : boite aérobiose pour la colonisation par E. faecalis

Figure 26 : boite anaérobiose pour la colonisation par P. gingivalis

53



d) Désinfection des dents contaminées

Le protocole de désinfection des dents préparées que nous avons suivi a été le
méme pour Enterococcus faecalis et Porphyromonas gingivalis.
Les différentes manipulations ont été réalisées en milieu stérile, sous une hotte a

flux laminaire.

(1) Prélévement des bactéries intra-radiculaires
avant le début du protocole de désinfection

Avant toute chose, nous avons réalisé un prélevement de bactéries intra-
radiculaires au temps dit T(0), aprés colonisation bactérienne. L’objectif est de
pouvoir comparer les quantités de bactéries ayant colonisé les canaux radiculaires

avant (a T(0)) et aprés désinfection (a T(1)).

Pour cela, nous avons utilisé deux pointes de papier stérile 20/100 par canal, que
nous avons ensuite conservé dans des tubes stériles individuels fermés de 500

microlitres, contenant du bouillon Brucella.

Les pointes ont d’abord été insérées telles quelles dans les dents, pour un test
d’humidité a vide. Nous avons pu remarquer qu’elles ressortaient des canaux, la
plupart du temps, séches. Afin de mieux parvenir a y absorber les bactéries, nous
avons humecté les pointes de papier dans le bouillon Brucella avant de réaliser les

prélevements.
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Figure 27 : prélévement des bactéries colonisatrices a TO, avant désinfection

Une fois tous les prélevements a T(0) réalisés, les tubes ont été passés au vortex
directement, puis une deuxiéme fois deux heures apres.

Enfin, 'ensemencement des bactéries a été réalisé sur des géloses individuelles de
Brucella agar, correspondant aux différentes dents testées.

L’ensemencement a été effectué avec 100 microlitres de chaque tube et par gélose,
par la méthode d’'inondation, a I'aide d’un rateau stérile.

Les géloses ont ensuite été remises a I’étuve a 37°C pendant 10 jours (en aérobiose

pour E. faecalis, et en anaérobiose pour P. gingivalis).

(2) Désinfection a I’lhypochlorite de sodium

Deux groupes de neuf dents, respectivement contaminées par I'une ou l'autre des

bactéries ont suivi le premier protocole de désinfection.

Nous avons irrigué les canaux a I'aide d’une seringue a déflexion latérale stérile, a
hauteur de 5 mL par canal en 30 secondes.
Nous avons, a la fin de I'’étape d’irrigation, mis les dents a sécher afin que les débris

et bactéries en suspension puissent finir de s’évacuer.
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Figure 28 : plateau technique utilisé pour le protocole du groupe
« Désinfection a I’hypochlorite de sodium seul »

Figure 29 : irrigation conventionnelle a la seringue

Figure 30 : prélévement des bactéries apreés irrigation et séchage

Le prélévement des bactéries aprés irrigation, ainsi que I'ensemencement sur

gelose ont été réalisés selon le méme protocole que celui du temps TO.
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(3) Désinfection a I’hypochlorite de sodium, assistée
au laser Er : YAG

Les deux groupes de neuf dents restantes, également respectivement contaminés
par I'une ou l'autre des bactéries ont été irrigués a I’hypochlorite de sodium, activé

par le laser Er : YAG.

Nous avons effectué les réglages du laser au préalable : 40 mJ - 10 Hz- 0,4 W.

Figure 31 : écran de commande du laser Er : YAG utilisé

L’irrigation a cette fois-ci été effectuée a quatre mains afin que I'action du laser soit
couplée a celle de I'hypochlorite de sodium.

Nous avons positionné a I'entrée de la voie d’accés canalaire une seringue a
déflexion latérale stérile, et injecté 5 mL dans chaque canal en 30 secondes a débit
constant.

Dans le méme temps, nous avons inséré a l'intérieur de la chambre pulpaire la fibre
optique du laser. L’activation de la solution d’irrigation a été effectuée pendant tout
le temps d’injection de I’hypochlorite.

Nous avons pu constater I'effet mécanique de I'Er : YAG par la remontée de bulles

d’air a l'intérieur de I’hypochlorite a la surface des dents.
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Figure 32 : irrigation a I'hypochlorite de sodium assistée au laser Er : YAG

Figure 33 : préléevement des bactéries aprés irrigation et séchage

De la méme fagon que pour le protocole précédent, le séchage des dents, ainsi que
le prélévement de bactéries et 'ensemencement sur gélose a ensuite été effectué.
Les géloses préparées ont été remises a I'étuve a 37°C, a l'air libre et pendant 4
jours pour Enterococcus faecalis, et en anaérobiose et pendant 10 jours pour

Porphyromonas gingivalis.

58



e) Comptage des bactéries survivantes

Nous avons effectué le comptage des colonies bactériennes dans chaque gélose,
et les avons répertoriées dans un tableau, en fonction de la méthode d'’irrigation

utilisée et de la bactérie ciblée.

B. Résultats

L’expérience que nous avons réalisée consistait a comparer deux protocoles
d’irrigation endodontique, et ainsi évaluer l'intérét potentiel de I'activation de

I’hypochlorite de sodium par le laser Er : YAG.

L’étude réalisée avec Porphyromonas gingivalis n’a pas abouti. Lors de la sortie des
boites de gélose de I'étuve, nous avons constaté que la bactérie n’avait pas poussé
sur les géloses, ni au temps de prélévement aprés colonisation, ni au temps de

préléevement aprés désinfection.

Nous avons colonisé 18 dents avec Enterococcus faecalis. 9 dents ont été irriguées
a I'hypochlorite de sodium seul, et les 9 autres dents a I'hypochlorite de sodium
activé par le laser Er : YAG.

Nous avons répertorié les résultats obtenus dans les tableaux suivants, avec :
T(0) : temps de prélévement des dents aprés colonisation d’E. faecalis

T(1) : temps de prélévement des dents colonisées par E. faecalis aprés irrigation
avec l'un ou lautre des protocoles de désinfection endodontique (NaClO seul
versus NaClO + Er : YAG)

Deux des résultats n‘ont pas été répertoriés car jugés impertinents a cause d’une

mauvaise colonisation initiale de la dent par E. faecalis.
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Colonies bactériennes présentes avant
et apres irrigation au NaClO seul
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Figure 34 : Colonies bactériennes présentes avant et aprés irrigation au NaClO seul (en UFC)
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Figure 35 : Pourcentage de dents contaminées avant et aprés irrigation au NaClO seul (en %)

Nous pouvons constater que le nombre de colonies d’E. faecalis présentes dans les
dents est plus faible a T(1) qu’a T(0) : l'irrigation a I’hypochlorite de sodium seul a
permis de diminuer significativement la charge bactérienne intra-radiculaire
(Fig.34).

Le pourcentage de dents contaminées aprés irrigation a I'hypochlorite de sodium
seul est plus faible qu’a T(0) : ce protocole d'’irrigation a permis de désinfecter 75%
des dents contaminées par E. faecalis (Fig.35).
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Colonies bactériennes présentes avant et
apres irrigation au NaClO + Er : YAG
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Figure 36 : Colonies bactériennes présentes avant et aprés irrigation au NaClO + Er : YAG
(en UFC)
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Figure 37 : Pourcentage de dents contaminées avant et apres irrigation au NaClO + Er : YAG
(en %)

Nous pouvons constater que le nombre de colonies bactériennes présentes dans
les dents est beaucoup plus faible a T(1) qu’a T(0). Nous pouvons en déduire que
lirrigation a I’hypochlorite de sodium activée au laser Er : YAG a permis de réduire
significativement la charge bactérienne a l'intérieur des dents (Fig.36).

61



Nous pouvons comparer les pourcentages de dents contaminées aux temps T(0) et
T(1) pour le groupe de dents irriguées au NaClO + laser Er : YAG (Fig.37).

Aprés contamination par E. faecalis, 100% des dents ont été contaminées. Aprés
désinfection activée au laser Er : YAG, il ne reste que 37,5% de dents contaminées.
L’irrigation a I'’hypochlorite de sodium activé au laser Er : YAG a permis de réduire

le pourcentage de dents contaminées.

Comparaison des colonies bactériennes
restantes apres irrigation

180
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Colonies bactériennes (en UFC)

Figure 38 : Histogrammes comparatifs des colonies bactériennes restantes apreés irrigation
(en UFC)

Nous pouvons constater que le nombre de colonies bactériennes est plus faible
aprés irrigation a I'’hypochlorite de sodium activé au laser Er: YAG qu’a
I’lhypochlorite de sodium seul, mais pas de facon significative (Fig.38).

Nous pouvons en déduire que lirrigation a I'’hypochlorite de sodium activé par
PEr : YAG a légérement tendance a étre plus efficace que lirrigation a I’lhypochlorite

de sodium seul pour éliminer E. faecalis.
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Comparaison du
pourcentage de dents
contaminées apres
irrigation
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Figure 39 : Histogrammes comparatifs du pourcentage de dents restant contaminées apres

irrigation (en %)

Nous pouvons dire que le pourcentage de dents restant contaminées aprés

désinfection est plus élevé pour NaClO + Er : YAG que pour NaClO seul (Fig.39).

Comparaison des ratios
de colonies
bactériennes éliminées
apres irrigation
(en %)
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Figure 40 : Histogrammes comparatifs des ratios de colonies bactériennes éliminées aprés
irrigation (en %)
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Nous pouvons constater que les deux méthodes d’irrigation (NaClO seul versus
NaClO + Er : YAG) ont permis d’éliminer un ratio comparable de colonies
bactériennes d’'E. faecalis : 83,25% pour l'irrigation a I’hypochlorite de sodium
seul, et 84,62% pour l'irrigation a I’lhypochlorite de sodium activée par le laser

Er: YAG. (Fig.40).

Nous ne pouvons donc pas conclure a une difféerence d’action entre lirrigation

activée au laser Er : YAG, et l'irrigation conventionnelle au NaCIlO seul.

Cela peut s’expliquer par le fait que nous avons mis a I'étude des dents
monocanalaires qui, une fois préparées, ont autorisé un espace de reflux suffisant
entre 'aiguille de la seringue et les parois canalaires pour permettre a I’hypochlorite
de sodium de pénétrer profondément vers I'apex. De plus, les dents sélectionnées
ne présentaient pas de difficultés anatomiques type courbure canalaire, ou isthme,
qui auraient davantage empéché la propagation passive de I'hypochlorite de

sodium, sans activation.

Il convient de rajouter aux résultats statistiques présentés ci-dessus, une
observation qui a été faite lors du préléevement d’Enterococcus faecalis a I'aide des
pointes de papier aprés désinfection des dents.

En effet, aprés chacun des protocoles d’irrigation, nous avons fait sécher les dents,
afin d’éliminer I'humidité et les débris/bactéries résiduels, avant de réaliser le

second prélévement.

Ensuite, lors du prélévement bactérien, nous avons d’abord inséré dans les dents
une pointe de papier stérile séche, non humectée de bouillon Brucella, afin de

constater le taux d’humidité de chaque canal.

Nous avons constaté :

Que la pointe de papier stérile test ressortait séche dans 7/9 dents ayant été
irriguées a I’lhypochlorite de sodium a la seringue conventionnelle

Que la pointe de papier stérile test ressortait humide a son tiers apical dans toutes
les dents ayant été irriguées a I’hypochlorite de sodium activé au laser Er : YAG
Cela peut vouloir dire que, dans le cas de l'irrigation conventionnelle a la seringue,

I’lhypochlorite de sodium n’a pas pénétrée le réseau canalaire dans sa totalité.
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Dans le cas de l'irrigation activée au laser Er : YAG, I'humidité révélée sur le tiers
apical de la pointe de papier insérée atteste de la propulsion de l'irrigant jusqu’au

dernier tiers de la racine.

C. Discussion

Aucune colonie de Porphyromonas gingivalis n’a poussé sur les géloses apres les
ensemencements aux temps (T0) et (T1). On aurait pu penser que les bactéries
étaient si bien accrochées qu'il aurait été impossible de les prélever au temps T(0).
Mais, si ca avait été le cas, des colonies auraient pu étre prélevées aprés les

protocoles d’irrigation.

Porphyromonas gingivalis est une bactérie anaérobie, trés sensible. Le milieu de
culture utilisé dans notre expérience (dent + bouillon Brucella) n’a pas permis a cette

bactérie de survivre et de se développer.

Le déficit nutritif n’a pas pu venir de la gélose nutritive, car au départ, lors de
’ensemencement sur gélose avant introduction des bactéries a l'intérieur des
canaux radiculaires, Porphyromonas gingivalis a correctement pousse.

Nous pouvons en déduire que les dents, déshydratées se sont nourries du milieu
nutritif. En effet, lors de 'ensemencement, les dents utilisées étaient séches depuis
quelques jours. On imagine que du fait de leur porosité, elles ont absorbé I'hnumidité
du milieu nutritif pour se réhydrater : Porphyromonas gingivalis n’y a donc pas
survecu.

Afin de saturer les dents en eau, pour qu’elles n’absorbent pas le milieu nutritif
injecté :

Nous aurions peut-étre pu renouveler 'ensemencement plusieurs fois

Nous aurions pu réhydrater les dents en les laissant dans du sérum physiologique

jusqu’a ensemencement pour qu’elles s’engorgent moins du milieu nutritif bactérien

Quant a Enterococcus faecalis, nous avons pu constater une forte diminution de sa

concentration apres irrigation quelle que soit la méthode.
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Les résultats obtenus lors de l'insertion des pointes de papier stériles séches
témoignent de la capacité trés aléatoire et peu reproductible de I'hypochlorite de
sodium d’atteindre le tiers apical de la racine sans activation.

En effet, dans la littérature, selon la technique d’Augusto Malentacca, des tests ont
pu étre réalisés sur des dents rendues transparentes. Le constat était clair : les
solutions d’irrigation diffusent trés mal vers I'apex. A chaque irrigation du canal
instrumenté, il reste une bulle d’air apicale, possiblement déplacée par le passage
de la lime de perméabilité, mais jamais éliminée. (86)

Les ondes de choc consécutives a I'activation laser de la solution permettent de la
faire diffuser. La création d’'un plasma d’eau par vaporisation de I’hypochlorite de
sodium génére des molécules oxygéneées trés réactives permettant de propulser

I’lhypochlorite de sodium. (87)

Cependant, dans notre étude, nous ne pouvons pas conclure a une différence
d’action entre lirrigation activée par le laser Er : YAG et l'irrigation conventionnelle

a la seringue, sur I'élimination d’Enterococcus faecalis.

Il serait intéressant de continuer les recherches en utilisant des dents pluri-
canalaires, au systeme endodontique complexe (courbure canalaire, isthme,
bifurcation canalaire, etc..) pour tenter de mettre en évidence la potentialisation des
effets de I'hypochlorite de sodium par le laser Er : YAG.

En effet, dans notre expérience, la colonne d’air créée par la mise en forme
canalaire a autorisé la diffusion de I'hypochlorite de sodium lors de lirrigation
conventionnelle dans une grande partie du canal, malgré le faible écoulement de la
seringue a déflexion latérale.

Nous pouvons émettre I'hypothése que dans le cas d’'une anatomie complexe, avec
des zones difficiles d’acces, voire non préparées (delta apical), les différences entre
les deux méthodes d’irrigation seraient plus marquées : il y aurait certainement un
manque de diffusion de I’hypochlorite de sodium a la rencontre de particularités
anatomiques lors de l'irrigation passive a la seringue. On imagine en revanche une
plus large distribution de I'hypochlorite de sodium via 'activation photonique dans

les trois dimensions de I'espace du laser Er : YAG.

Lors des futures expérimentations, il faudra veiller a maintenir les dents recueillies

dans un milieu humide jusqu’a la phase d’ensemencement, afin qu’elles restent
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hydratées, et que le milieu nutritif et les bactéries introduits ne soient influencés que
par I'intervention réalisée.

De plus, il serait judicieux de faire précéder l'irrigation finale a I’hypochlorite de
sodium (activée versus non activée) par un ringage a 'EDTA. Cela permettrait de
se rapprocher du protocole conventionnel d’irrigation in vivo, et ainsi d’optimiser nos

chances de conclure a un intérét ou non.

D. Conclusion

En conclusion, nous avons pu illustrer I'importance de suivre un protocole
d’irrigation efficace et reproductible pour optimiser I'élimination des bactéries intra-
radiculaires.

En mettant en paralléle Pirrigation conventionnelle a I’hypochlorite de sodium seul,
et l'irrigation activée par le laser Er : YAG, notre étude n’a pas montré de différence
significative d’efficacité antibactérienne.

Nous avons également été confrontés a certaines difficultés : les bactéries ont des
modes de vie et donc des exigences différentes. Leur habitat doit étre mimé au plus
proche de la réalité, afin de se donner toutes les chances de réaliser une expérience
cliniguement pertinente.

Cette étude ouvre des pistes intéressantes qui permettraient d’appuyer nos
résultats, en particulier I'utilisation de modéles de dents au réseau endodontique

complexe.
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CONCLUSION

L’élimination bactérienne lors du traitement endodontique est un réel enjeu de
santé publique.

Nous savons aujourd’hui qu'’il est indispensable d’allier une mise en forme
canalaire et une irrigation efficace pour éradiquer les bactéries et prévenir les
récidives d’infection endodontique.

L’activation de la solution d’irrigation a pour objectif de potentialiser ses effets
mécaniques et chimiques, ainsi que de la propulser plus profondément dans le

réseau canalaire tridimensionnel pour parfaire sa désinfection.

Nous avons défini notre projet de thése a partir de ce postulat.

Notre étude expérimentale avait pour objectif de comparer une méthode
d’activation de I'lhypochlorite de sodium, I'activation photonique par le laser
Er: YAG, a la méthode conventionnelle d’irrigation a la seringue a déflexion
latérale. D’aprés nos résultats, il n’y a pas de différence significative entre ces

deux méthodes d’irrigation dans des dents monocanalaires ex vivo.

Cette expérience, réalisée dans le cadre de ma thése de fin d’études, m’a permis
d’'une part d’approfondir mes connaissances en endodontie, et de m’interroger sur
les différents moyens d’optimiser l'irrigation endodontique lors du traitement pour

diminuer les risques d’infection récidivante.

De plus, ce travail de recherche m’a permis de me familiariser avec I'esprit
critique, indispensable pour progresser dans notre métier de professionnel de

santé.

Cette étude ouvre la voie a des pistes de recherche prometteuses, visant a mettre
en avant I'activation de la solution d'’irrigation pour optimiser la désinfection lors de
I'irrigation endodontique.

Vu Directeurs de thése Vu président du jury

V Blasco-Baque Pr F Diemer
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ANNEXES

Dentn’l  Dentn®2  Dentn3 Dentn’4 Dentn’5 Dentn°6  Dentn°7  Dentn°8  Total Moyenne  Pourcentage
300 112 300 300 85 278 300 300 1975 247 100%
0 0 300 0 0 0 108 0 408 51 20,65%

Tableau 1 : Valeurs a T(0) et T(1) pour le protocole d’irrigation NaClO seul
Nombre, total et moyenne des colonies bactériennes d’E. faecalis (en UFC)

Pourcentage des colonies bactériennes d’E. faecalis (en %)

Dentn®9  Dentn°l0 Dentn°ll Dentn°l2 Dentn13 Dentn°14 Dentn°l5 Dentn°l6 Total Moyenne  Pourcentage
300 114 300 118 1 114 211 121 1279 160 100%
3 0 0 0 0 52 0 92 147 18 11,25%

Tableau 2 : Valeurs a T(0) et T(1) pour le protocole d’irrigation NaCIO + Er : YAG
Nombre, total et moyenne des colonies bactériennes d’E. faecalis (en UFC)
Pourcentage des colonies bactériennes d’E. faecalis (en %)
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EVALUATION DE LA DESINFECTION
ENDODONTIQUE DES DENTS PAR LE LASER
ER : YAG LORS DE L'IRRIGATION CANALAIRE

RESUME EN FRANCAIS : La colonisation bactérienne est la premiére cause du
développement des maladies pulpaires et péri-apicales. Le traitement
endodontique doit allier une mise en forme canalaire et une irrigation optimale
pour améliorer I'élimination du biofilm bactérien installé. L’hypochlorite de sodium
est aujourd’hui l'irrigant de choix en endodontie. Plusieurs méthodes permettent
de I'activer pour potentialiser ses effets, dont I'activation photonique. Le laser Er :
YAG permettrait de rendre plus actif 'hypochlorite de sodium, et de favoriser la
désorganisation du biofilm bactérien par propulsion de la solution. Nous avons
réalisé une étude expérimentale ex vivo afin de mettre en évidence cette action
présumée du laser Er : YAG.
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