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Introduction

Le lien entre la présence de micro-organismes intra-canalaires et le développement de
pathologies osseuses inflammatoires d’origine endodontique aux conséquences locales,
régionales ou systémiques (Costerton, Stewart, et Greenberg 1999; Kakehashi, Stanley, et
Fitzgerald 1965) a depuis longtemps été établi. Au niveau canalaire, ces microorganismes
s’organisent en un biofilm, bactéries de méme espéce ou non, agrégées en plusieurs couches,
associées a une matrice extracellulaire, rendant ainsi I’ensemble plus résistant a nos
thérapeutiques de désinfection (Ramachandran Nair 1987). De nombreuses solutions
techniques ont été mises au point pour améliorer la désinfection intracanalaire et la pérennité
des traitements endodontiques. Cependant, malgré le déploiement de protocoles avancés, nous
observons toujours des échecs des traitements endodontiques. Certes, les systemes de mise en
forme ont notamment fortement bénéficié des améliorations techniques, mais dans le méme
temps, la désinfection chimique a 1’aide de solutions désinfectantes n’a pas autant évolué. Les
innovations sont peu nombreuses et ne proposent souvent que des évolutions ou des
associations de solutions existantes. A I’heure actuelle, aucune des solutions ou des associations
de solutions utilisables pour les traitements canalaires ne sont efficaces a 100% contre les
bactéries organisées en biofilm. C’est pour cela qu’il est nécessaire d’explorer pour
I’endodontie des solutions déja étudiées dans d’autres domaines tels que les prétraitements

enzymatiques.

Ce travail a pour but, dans une premiere partie, de faire un état des lieux des connaissances
actuelles sur le biofilm endodontique et sur les solutions de désinfection utilisées. Puis, dans
une seconde partie, nous analyserons 1’intérét d’utiliser les enzymes en endodontie et leur

efficacité sur le pré-traitement d’un biofilm a 1’aide d’une étude in vitro.



1. Biofilm et endodontie

1.1. Définition

Un biofilm est une communauté de micro-organismes réunis en colonies et attaches a un
substrat, une interface, ou les uns avec les autres. La formation du biofilm a été décrite comme
une adaptation ancienne des procaryotes a un environnement hostile (Kolenbrander et al. 2010;
Hall-Stoodley, Costerton, et Stoodley 2004; Westall et al. 2001).

1.2. Formation et détachement du biofilm

La formation du biofilm suit toujours les mémes étapes :

- 1. Attachement des bactéries a une surface
- 2. Prolifération

- 3. Adhérence d’autres bactéries

- 4. Production d’une matrice extracellulaire

- 5. Maturation des colonies bactériennes

Figure 1 : Développement et dispersion du biofilm d’aprés M. Kostakioti et al.

(Kostakioti, Hadjifrangiskou, et Hultgren 2013)

Une fois le biofilm mature, les micro-organismes sont disséminés, entrainant la
contamination de nouveaux sites et I’apparition de nouveaux biofilms (Costerton, Stewart, et
Greenberg 1999; McDougald et al. 2011). Plusieurs mécanismes ont a ce jour été identifiés

pour expliquer le détachement du biofilm :

- Arrét de la synthese de la matrice extracellulaire
- Dégradation de la matrice extracellulaire

- Perturbation des liaisons non-covalentes entre les différents composants de la matrice.



De nombreuses bactéries utilisent le « Quorum Sensing » pour réguler 1’activation de leurs
mécanismes, basé sur une communication cellulaire régulée par une expression génique elle-
méme dépendante de la densité de cellules au sein du biofilm. Ce systeme retrouvé dans les
especes bactériennes Gram * et Gram - repose sur I’échange de molécules de signalisation
appelées « auto-inducteurs », qui diffuse au sein du biofilm. Des exemples d’auto-inducteurs
sont les N-acyl-L-homosérine lactones (AHL) et des peptides modifiés post traduction. Le
Pseudomonas aeruginosa et le Staphylococcus aureus utilisent des AHL et des peptides pour
respectivement controler I’expression de génes de virulence en fonction de la densité cellulaire.
En effet, le quorum sensing permet a la communauté cellulaire de réguler I’expression de génes
de virulence en réponse a leur propre densité cellulaire : la densité cellulaire doit étre suffisante
avant que les genes codant les facteurs de virulence ne s’expriment afin que I’infection soit plus
efficace. Le processus de formation du biofilm (notamment 1’attachement, la prolifération, la
production de la matrice extracellulaire et le détachement) est également contrdlé via le quorum

sensing.

1.3. Spécificité du biofilm : La matrice extracellulaire

Les micro-organismes ne représentent qu’une faible portion du biofilm qui est
principalement composé d’une matrice hautement hétérogéne produite par les bactéries. Celle-

ci représente 90% de la masse séche du biofilm.

La matrice, également appelée matrice extra-cellulaire (MEC), posséde plusieurs roles : (i)
structurer le biofilm et favoriser la rétention d’eau, (ii) protéger les micro-organismes, (iii)
faciliter les échanges ioniques et de nutriments et (iv) jouer un réle dans les échanges de
matériel génétique (Flemming et Wingender 2010). D’un point de vue clinique, elle constitue
une barriére physique limitant 1’accés aux bactéries qui doivent étre éliminées du systeme

endodontique (Flemming et Wingender 2010; Sutherland 2001).

La matrice est essentiellement constituée de polysaccharides, de protéines extracellulaires
et d’ADN (acide désoxyribonucléique) extracellulaire. Les polysaccharides incluent des
homopolymeres de glucose et de fructose (Flemming et Wingender 2010) : ils régulent
I’adhésion aux surfaces et contribuent au développement de résistances bactériennes en limitant
I’acces des agents antibactériens a leurs sites d’action ou en protégeant le biofilm contre les
défenses de I’organisme (Sutherland 2001; Absalon, Van Dellen, et Watnick 2011). Les

protéines de la matrice, parmi lesquelles des adhésines de surface, des sous-unités protéiques



des flagelles ou pili, des protéines de la membrane externe des vésicules (Fong et Yildiz 2015),
sont responsables de fonctions structurales et enzymatiques. L’ADN extracellulaire est

important lors des premieres étapes de formation du biofilm.

1.4. Lien entre biofilm et infection endodontique

L’infection bactérienne a depuis longtemps été identifiée comme le principal facteur
étiologique du développement de lésions inflammatoires pulpaire et péri-radiculaire
(Kakehashi, Stanley, et Fitzgerald 1965). L’infection endodontique peut se produire de deux
maniéres différentes : soit la nécrose septique de 1’organe pulpaire par la pénétration de

bactéries, soit une colonisation secondaire de la pulpe nécrosée par les bactéries.
I1 existe plusieurs types d’infection endodontique :

- Infection intra-radiculaire lorsque les bactéries sont localisées dans le systeme
endodontique. On distingue alors I’infection :
o Primaire : les micro-organismes se développent au sein du tissu pulpaire en
cours de nécrose ou nécrosé.
o Secondaire : lorsqu’elle est causée par des bactéries colonisant le systéme
endodontique pendant ou a la suite d’un traitement canalaire.
o Persistante : lorsque les bactéries proviennent de I’infection primaire ou
secondaire mais ont résisté aux procédures de désinfection.
- Infection extra-radiculaire lorsque les bactéries sont localisées hors du systeme

endodontique.

La composition de la flore endodontique varie en fonction de la localisation au sein du
systéeme endodontique (coronaire ou apicale), des conditions nutritives, de la concentration en
oxygene et du type d’infection (Tableau 1). Toutes les parties d’un canal infecté contiennent
des micro-organismes organisés en biofilms. Plusieurs études se sont concentrées sur
I’identification du microbiote intracanalaire des racines infectées. Classiquement, les espéces
que I’on retrouve sont Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Peptostreptococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Actinomyces, Propiobacterium et Candida
Albicans. (Géran Sundqvist 1976; Kantz et Henry 1974; Baumgartner et Falkler 1991) .
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Paz et al. 2003, Molander et al. 1998 (Endodontic Microbiology, Seconde Edition, A. Fouad 2017)

Plus récemment, avec I’aide de la biologie moléculaire, il a été démontré que la flore
endodontique est beaucoup plus diverse que ce que 1I’on pensait jusqu’alors (L. Li et al. 2010;
Ozok etal. 2012; José F. Siqueira, Alves, et Rocas 2011). En plus des bactéries citées ci-dessus,
on peut retrouver la présence de Parvimonas micra (56%), Porphyromonas endodontalis
(51%), Tannerella forsythia (48%), Prevotella intermedia (44%) et Porphyromonas gingivalis
(37%) (Qi et al. 2016). L’identification des différentes espéces en présence est d’autant plus
primordiale que Enterococcus faecalis, fréguemment retrouvé dans les Iésions chroniques,

n’interagit pas de maniére identique en fonction des souches et des autres bactéries présentes,

influencant probablement sa virulence (Paz et al. 2015).

Infections initiales

Infections

Lésion chronique ou
asymptomatique

Abces apical aigu

secondaires
persistantes

ou

Infections  extra

radiculaires

Bactérioides
Treponema
Prevotella
Prophyromonas
Fusobactérium
Peptostreptococcus
Streptococcus
Eubacterium
Actinomyces
Campylobacter

Porphyromonas
Treponema
Fusobacterium
Bacterioides
Prevotella
Streptococcus
Peptostreptococcus

Enterococcus
Actinomyces
Streptococcus
Candida
Propionibacterium
Staphylococcus
Pseudomonas

Actinomyces
Propionibacterium

Tableau 1 Principales espéces retrouvées dans le systeme endodontique en fonction du type d'infection d’aprés Siquiera

(José F. Siqueira 2002)




Malgré ces nouvelles découvertes, 1'une des difficultés récurrentes dans 1’¢tude de la
désinfection endo-canalaire reste que la flore contient des bactéries non-identifiées dont la
plupart ne sont pas cultivables (Rolph et al. 2001; J. F. Siqueira et R6¢as 2005). Des techniques
comme le séquencage de nouvelle génération pourront certainement améliorer la détection et

I’identification des espéces bactériennes présentes.

Les bactéries vont exprimer leur pouvoir pathogéne par trois aptitudes : 1) la capacité a
coloniser I’endodonte ; 2) la capacité a détruire les tissus ; 3) la capacité a échapper aux défenses

propres a I’espace endodontique (Perez dans Simon, Machtou).

Figure 3 Coupe histologique indiquant la présence de bactéries organisées en biofilm dans le tiers apical d’une
prémolaire d'apres Ricucci (Ricucci et al. 2018)

L’organisation des bactéries au sein de 1’endodonte se fait sous forme de biofilm
(Ramachandran Nair 1987).

2. Désinfection en endodontie et biofilm

L’objectif pour assurer la décontamination du canal radiculaire est donc la
désorganisation du biofilm en bactéries planctoniques, suivie de leur élimination. Pour cela, il
est nécessaire d’avoir recours a la fois a une désinfection mécanique et & une desinfection
chimique. Cette derniére implique 1’usage de solutions d’irrigation. Dans ce travail, nous ne
développerons pas les aspects mécaniques du traitement endodontique bien qu’ils soient un
prérequis indispensable au succes thérapeutique. Nous nous concentrerons principalement sur
certains aspects de la désinfection chimique a I’aide des solutions d’irrigation (Haapasalo et al.
2010). L’intérét des solutions d’irrigation a été montré depuis plusieurs décennies, notamment
avec les travaux de Bystrom et Sundqvist (Bystrom et Sundgvist 1983; Bystrom et Sundqvist
1985).



Les objectifs de I’irrigation sont mécaniques (Haapasalo et al. 2010) avec I’élimination des
débris et la lubrification du canal pour faciliter le travail des instruments endodontiques ;
chimiques avec la dissolution des tissus organiques et du matériel inorganique et biologiques
ou microbiologiques via 1’action directe contre les bactéries anaérobies (planctoniques ou en

biofilm) ou via I’inactivation des toxines.

2.1. Les solutions d’irrigation

La solution d’irrigation idéale doit avoir une action anti bactérienne efficace, permettre une
dissolution des matiéres organiques et inorganiques et ne pas étre irritante pour les tissus
périapicaux. Elle doit également présenter une excellente mouillabilité afin de s’insinuer dans

I’anatomie complexe endodontique.

2.1.1. L'hypochlorite de sodium
L’hypochlorite de sodium (NaOCI) est actuellement la solution d’irrigation la plus utilisée grace
a son large spectre antibactérien et sa propension a dissoudre les tissus organiques (Haapasalo
et al. 2010; Naenni, Thoma, et Zehnder 2004). En solution aqueuse, I’hypochlorite (NaOCl) se
dissocie en acide hypochloreux (HOCL). Celui-ci va se dissoudre en ion hypochlorite en milieu
basique. Les deux composants vont donc étre en équilibre et le niveau de chlore actif est lié au
pH de la solution. L’acide hypochloreux posséde 1’action oxydante la plus élevée. Cette activité
oxydante est importante a prendre en considération car elle implique une consommation
progressive en chlore actif au cours du traitement et la nécessité d’un renouvellement régulier

de la solution.

L’hypochlorite de sodium agit par trois mécanismes principaux sur les micro-organismes : il
interfére avec I’intégrité de la membrane cytoplasmique par des inhibitions enzymatiques
irréversibles, perturbe les mécanismes de biosynthése et enfin dégrade les phospholipides
(Estrela et al. 2002). Une étude récente a également montré une capacité de 1’hypochlorite a
briser les liens glycosidiques et dissoudre les glyco-conjugaisons au sein du biofilm (Tawakoli
et al. 2017). Cependant, I’efficacité de I’hypochlorite de sodium diminue face aux biofilms en
comparaison aux bactéries planctoniques (Anwar, Dasgupta, et Costerton 1990). Son
inconvénient principal est son effet caustique sur la matiére organique avec des risques
d’ulcération et de nécrose des tissus périapicaux en cas d’extrusion accidentelle (risque
d’ulcération, nécrose). Son efficacité est fortement en lien avec la quantité utilisée et le temps
d’application (Chau, Chung, et Jeon 2015; Petridis et al. 2019; Gazzaneo et al. 2019) ainsi

qu’avec la concentration bactérienne initiale (Zandi et al. 2016) mais moins avec la

10



concentration employée (Verma et al. 2019). Il semble que son effet puisse étre amélioré en
I’associant a un ammonium quaternaire tel que le chlorure de benzalkonium (Baron et al. 2016).
De plus, d’aprés une étude de 2018, une préparation a base d’acide glycolique et de surfactant

potentialise son effet sur les tissus organiques (Pefia Lopez et al. 2018).

2.1.2. Ledigluconate de chlorhexidine

La chlorhexidine (CzsHs4CI2N10014) est largement utilisée comme désinfectant en médecine
étant donné son large spectre antibactérien. Les bactéries Gram*, Gram" ainsi que les levures y
sont sensibles et elle a gagné en popularité en étant moins caustique que I’hypochlorite de
sodium vis-a-vis des tissus (Spangberg, Engstrom, et Langeland 1973). La chlorhexidine est
bactériostatique a basse concentration (0.2%) et bactéricide a haute concentration (2%),
entrainant des dommages cellulaires et la précipitation du cytoplasme. Dans ce dernier cas, elle
s’attache aux phospholipides de la membrane interne, augmentant la perméabilité et ainsi les
fuites de contenu intra-cellulaire et son effet peut étre potentialisé par le cétrimide, antiseptique
bactériostatique de la famille des ammoniums quaternaires (Ruiz-Linares et al. 2017).
Néanmoins, n’ayant pas la capacité a dissoudre les tissus nécroses, elle est surtout utilisée lors
du rincage final (Naenni, Thoma, et Zehnder 2004) et sa capacité antibactérienne ne semble pas
étre supérieure a 1’hypochlorite de sodium (Gongalves et al. 2016; Rocas et al. 2016). Elle
posséde également une capacité de rémanence jusqu’a 7 jours (Bottcher et al. 2015). Son
efficacité, comme celle de 1’hypochlorite, est dépendante de la charge bactérienne initiale

(Zandi et al. 2016).

2.1.3. EDTA

L’acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) appartient au groupe des solutions
chélatantes dont la fonction est principalement de dissoudre la phase minérale (hydroxy apatite)
de la boue dentinaire créée au cours de la préparation canalaire par les instruments de mise en
forme. La présence sur les parois de boue dentinaire réduit en effet la diffusion des solutions
d’irrigation au niveau des tubules et des zones anatomiques complexes, protégeant ainsi les
pathogénes. L’EDTA possede également une capacité a désorganiser le biofilm (Casalinuovo
etal. 2017) via la perte des ions Mg?* et Ca®* de la membrane externe des bactéries, permettant
I’exposition des phospholipides de la membrane interne. Ce mécanisme améliorerait ainsi
I’efficacité des autres solutions. Il possede également un effet d’inhibition sur la croissance des

pathogénes (Finnegan et Percival 2015).
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2.1.4. L'iodure de potassium
L’iodure de potassium (IKI) est utilisé depuis le XIX¢éme siécle pour de multiples applications
comme désinfectant et antiseptigue mais n’est pas d’usage courant en endodontie.
Généralement compose d’iodure et de potassium iodé avec un ratio de 1:2, sa concentration
varie de 0.2/0.4% a 5/10%. L’iode semble étre le principal agent actif antibactérien (Fréater et
al. 2013), pénétrant rapidement les parois cellulaires. Il affecte les cellules par plusieurs
mécanismes, le plus important étant I’oxydation du groupe S-de la cystéine, qui empéche la
synthese correcte des protéines par élimination de la formation des ponts disulfites. L’usage de
I’IKT présente plusieurs avantages : un spectre large, une toxicité relativement faible et un
possible effet rémanent (Abbas Abbaszadegan, Khayat, et Motamedifar 2010; Anders 2012).
Les travaux de Anders (Anders 2012), Stojicic (Stojicic, Shen, et Haapasalo 2013) ainsi que
Jing X (Jing et al. 2019) confirment que I’iodure de potassium est un agent antibactérien

efficace contre un biofilm polymicrobien complexe.

2.1.5. Autres solutions a I'étude
Les solutions présentées ci-dessus sont les plus fréquemment utilisées et les plus connues,
mais de nouveaux produits sont a 1’é¢tude actuellement et certains semblent présenter des

résultats encourageants.
Nous pouvons ainsi citer :

- T’eau électrolysée fortement acide équivalente a 1’hypochlorite de sodium a 5,25%
(Cheng et al. 2016),

- I’Octenisept®(traitement antiseptique bactéricide et fongicide) a montré une plus
grande efficacité que la chlorhexidine (Bukhary et Balto 2017),

- Tacide lipotéichoique de Lactobacillus Plantarum qui inhibe la formation d’un biofilm
oral multi-especes (A. R. Kim et al. 2019),

- I’eau ozonée qui montre également des propriétés proches de I’hypochlorite de sodium
avec respectivement 98,02% et 98,07% de diminution du décompte bactérien (Pinheiro
et al. 2018),

- l’eau super-oxydée semble également avoir des propriétés antibactériennes
intéressantes par rapport a 1’hypochlorite de sodium avec une absence de différence
statistiquement significative entre les deux solutions face a E. faecalis (Zan et al. 2016),

- T’huile d’olive ozonée a également été¢ mise a 1’essai avec des résultats prometteurs

(Elshinawy et al. 2018)
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- On retrouve enfin de nombreuses recherches a base de phytothérapie :
o Le propolis (Oncag et al. 2006)
o Le curcumin (Rai et al. 2008) qui semble plus efficace que la chlorhexidine
(Ashok, Ganesh, et Deivanayagam 2017),

o Melaleuca alternifolia (Sadr Lahijani et al. 2006)

2.2. Limites a la désinfection endodontique

- La complexité de I’anatomie endodontique avec la présence de canaux latéraux et

accessoires ou secondaires, de ramifications et d’isthmes (Peters et al. 2000)

Figure 4 : Réseaux canalaires complexes de racines palatines de premiéres molaires a partir de reconstruction 3D.
D’apres Yeun Kim, Kee-Yeon Kum (Y. Kim et al. 2013)

- La persistance de biofilm endodontique a été observée dans des zones endocanalaires
inaccessibles aux instruments endodontiques de dents avec lésions apicales persistantes
(Ricucci et Siqueira 2010).
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Figure 5 : Persistance de bactéries viables au sein des tubules dentinaires aprés désinfection a I’hypochlorite de sodium
in vitro par microscopie confocale a balayage laser et coloration LIVE/DEAD (Z. Wang, Shen, et Haapasalo 2012)

- Le pouvoir tampon de la dentine, qui correspond a une réduction de I’efficacité de
certains produits de désinfection comme 1’hypochlorite de sodium ou la chlorhexidine
(Karale et al. 2016).

- Laprésence de biofilm entouré d’une matrice extra-cellulaire qui diminue 1’habilité des
solutions antiseptiques a atteindre leurs cibles et contribue a la persistance d’agents
pathogenes intracanalaires (Ricucci et Siqueira 2010). En effet, cette structure empéche
le contact direct entre les bactéries et les désinfectants chimiques utilisés lors des
traitements endodontiques, contact nécessaire au bon fonctionnement des désinfectants.
Ainsi, le biofilm est considéré comme un moyen de défense, permettant la survie des
micro-organismes confrontés a des conditions extrémes (Hgiby et al. 2010; Fux et al.
2005; Philip S. Stewart et Franklin 2008; Poole 2012). Il faut également évoquer
I’épaisseur du biofilm qui permet aux bactéries positionnées en profondeur de ne pas

étre directement exposées aux antibactériens.

- Les bactéries persistantes se trouvent pour la plupart au sein d’un biofilm et ont la
capacité de résister durant de longues périodes sans nutriment, ainsi qu’a des
modifications de la MEC. La persistance de bactéries que I’on peut mettre en culture et
d’acide lipotéichoique a d’ailleurs été démontrée a toutes les étapes du retraitement
endodontique (Barbosa-Ribeiro et al. 2016). De plus, le canal étant ouvert a son
extrémité apicale, la survie bactérienne pourrait étre possible grace a ’apport de
nutriments par voie parodontale, ceci n’ayant pour le moment pas été confirmé. Ces

éléments contribuent a la persistance de I’infection intracanalaire et, indirectement, au

14



développement de Iésions apicales ou a un retard voire a 1’absence de cicatrisation
(Fabricius et al. 2006).

- La présence de bactéries résistantes qui correspond a la capacité de certains micro-
organismes a résister aux effets de médications auxquelles ils étaient précédemment
sensibles. 1l existerait un lien entre la tolérance aux désinfectants et la résistance
bactérienne aux antibiotiques. Les recommandations ne préconisent pas 1’usage
d’antibiotiques par voie locale au cours des traitements canalaires mais ceux-ci sont
utilises de facon trés importante pour traiter les complications des infections
endodontiques.

L’apparition de résistances peut aussi étre facilitée par la proximité des bactéries au sein

du biofilm facilitant les échanges de matériel génétique.

En raison de ces obstacles, certaines especes sont protégées (Molander et al. 1998; G. Sundqvist

et al. 1998; Hancock et al. 2001) et contribuent a la persistance de I’infection.

2.3. Optimisation de la désinfection

La solution de désinfection doit donc é&tre amenée au contact du biofilm afin de garantir une
efficacité. L’irrigation passive qui consiste a délivrer la solution avec une seringue introduite
dans le systéme endodontique a montré ses limites a la propagation de la solution d’irrigation
dans le 1/3 apical et dans les zones anatomiques complexes (McGill et al. 2008; Huang,
Gulabivala, et Ng 2008). L’habilité de la solution a pénétrer et a se répandre dépend de ses
propriétés, de sa concentration et des outils de potentialisation utilisés (chauffage de la solution,
activation mécanique ou chimique, etc...) (Stewart et Costerton 2001; del Pozo et Patel 2007,
Konig, Schwank, et Blaser 2001; Spoering et Lewis 2001) .

2.3.1. Optimisation physique
2.3.1.1.  Activation manuelle dynamique
La technique la plus simple pour permettre la mise en mouvement des solutions d’irrigation
dans le systéme endo-canalaire ainsi qu’améliorer leur renouvellement consiste en 1’utilisation
d’un cbne de gutta percha mis en mouvement dans le canal par va et vient rapide a I’aide d’une
precelle (fréquence : 100 mouvements / minute). L’ intime adaptation du maitre cone permettrait
de créer une surpression lors des mouvements de poussée, permettant ainsi une meilleure

répartition de la solution d’irrigation au niveau de zones anatomiquement complexes.
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Cette technique, bien que plus contraignante pour 1’opérateur, semble étre aussi efficace
que 1’usage d’un activateur sonique en ce qui concerne 1’¢élimination des débris, de la boue

dentinaire et la désintégration du biofilm (Caron et al. 2010; McGill et al. 2008)

2.3.1.2.  Activation sonore et ultrasonore
L’impact de 1’activation mécanique de I’hypochlorite de sodium sur sa capacité a
dissoudre les tissus a I’intérieur du canal a été établi (Moorer et Wesselink 1982; van der Sluis
et al. 2007). Les mouvements liquidiens entrainent un effet de cisaillement facilitant le

détachement du biofilm de la surface dentinaire.

L’activation sonore repose sur la transmission d’ondes provenant d’un insert spécifique
d’une fréquence comprise entre 1 et 6kHz. L’Endoactivator® est une piéce a main sans fil
permettant la vibration d’inserts en plastique a une fréquence de 10 000 cycles /minute. Il est
utilisé dans le canal avec un mouvement de va et vient. Cette double composante (horizontale

et verticale) permet la formation de turbulences hydrodynamiques.

L’activation ultrasonore implique que I’énergie ultrasonore Soit transmise a une lime
montée sur piece a main a une fréquence comprise entre 25 et 30 kHz. Celle-ci crée des
turbulences acoustiques générant des mouvements liquidiens. Les vibrations vont également
créer des zones de pression-dépression a 1’origine de bulles d’oxygéne : le phénomene de
cavitation gazeuse. Ces bulles vont éclater contre les parois canalaires et participeraient a

I’élimination mécanique du biofilm.

Des travaux ont également montré 1’effet de 1’activation ultrasonore sur le flux liquidien et
sur I’efficacité de I’hypochlorite de sodium a dissoudre les tissus (Paragliola et al. 2010). Dans
un modeéle in vitro, I’activation ultrasonore semble plus efficace que 1’agitation sonore pour
activer une solution d’hypochlorite et retirer un biofilm d’Enteroccocus Faecalis (Mohmmed
etal. 2018). Ces résultats semblent prometteurs mais la trop grande hétérogénéité des protocoles
de recherche rend la comparaison des différentes méthodes d’activation compliquée, comme
cela est relevé dans une récente revue de littérature concernant 1’élimination de la boue

dentinaire (Virdee et al. 2018).

Les moyens d’activation sonore (Caron et al. 2010) et ultrasonore ont démontré leur
efficacite par rapport a I’irrigation passive a la seringue (Boutsioukis et al. 2007; 2014;

Konstantinidi et al. 2017), développant une force de cisaillement plus importante sur les parois
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(Bryce et al. 2018; Chen et al. 2014), contre les bactéries elles-mémes mais pas forcément
contre leurs endotoxines (Nakamura et al. 2018) et 1’activation ultra-sonore ne semble pas plus
efficace que I’irrigation conventionnelle pour retirer la boue dentinaire (Schmidt et al. 2015).
De méme, elle ne peut pas se substituer a I’instrumentation manuelle pour la désinfection des

canaux de large diametre (Pladisai, Ampornaramveth, et Chivatxaranukul 2016) .

2.3.1.3.  Laser et Photo-activation

2.3.1.3.1. Laser en endodontie

Il existe différents types de laser que 1’on distingue en fonction de la longueur d’onde
d’émission. On retrouve les lasers émettant dans le proche infra-rouge (débutant a 803 nm et
jusqu’a 1340 nm) avec notamment le laser Néodium Nd:Yag (1064 nm) et les lasers diodes
(810 nm, 940nm, 980n, et 1064 nm), ainsi que les lasers émettant dans le moyen infra-rouge
avec les lasers au grenat d’yttrium-scandium-gallium dopés au chrome et a 1I’Erbium
(Er,Cr:YSGG, 2 780 nm) et le laser au grenat d’yttrium-aluminium dopé a I’Erbium (Er:YAG,
2 940 nm) (laria s. d.). En complément des différentes familles de lasers, on trouve différents
protocoles d’irrigation tel que le LAI (irrigation activée par laser) ou le PIPS (Photon Induced

Photoacoustic Streaming ou flux photo-acoustique induit par 1’absorption de photons).

Comme dans d’autres disciplines de la chirurgie dentaire, 1’utilisation d’instrumentation
laser est beaucoup étudiée en endodontie. Le systeme PIPS® semble permettre une bonne
pénétration de la solution d’irrigation dans les tubules (Azim et al. 2016) et une étude a montré
qu’un laser diode (255nm) est efficace contre Enteroccocus Faecalis et promeut également la
production de marqueurs cellulaires inducteurs de la cicatrisation osseuse, initiateurs de
I’angiogenese et pro inflammatoires, par des fibroblastes gingivaux et par des cellules
mésenchymateuses embryonnaires (HEPM) (Morio et al. 2019). Pour ce qui est de I’¢limination
d’un biofilm d’Enteroccocus faecalis le laser Er,Cr: YSGG semble supérieur au laser Er :
YAG ® (Kasi¢ et al. 2017). Ces résultats sont donc assez prometteurs. Mais une autre étude
réalisée avec le laser dentaire Erbium :YAG® n’a pas montré de supériorité par rapport aux
autres méthodes d’activation pour éliminer les débris (Passalidou et al. 2018) et globalement
I’utilisation des lasers n’est pas plus efficace que I’irrigation conventionnelle (Granevik

Lindstrom, Wolf, et Fransson 2017).
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2.3.1.3.2. Thérapie photo-dynamique
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Figure 6 : Mécanisme de la thérapie photo-dynamique comprenant un colorant excitable, I’oxygeéne et la lumiére
(Gallardo-Villagran et al. 2019)

La thérapie photo-dynamique repose sur la photo-activation, qui correspond a 1’excitation
d’un colorant non toxique ayant la capacité d’absorber 1’énergie et de la transférer a une autre
molécule a I’aide d’une source lumineuse (Figure 6). Elle présente une action sur les molécules
extra-cellulaires du biofilm parce qu’elle est médiée par de I’oxygene singulet qui a une forte
réactivité chimique. Elle a démontré une réduction de la charge bactérienne au sein du canal
(Hoedke et al. 2018) et certaines études la trouvent plus efficace en comparaison avec
I’activation ultra-sonore avec I’eau comme solution d’irrigation (Meyer et al. 2017). Différents
photo-activateurs ont été comparés comme le bleu de méthyléne (Oda et al. 2019) ou
I’indocyanine verte (Bolhari et al. 2018) et le curcumin. Ces deux derniers semblent étre les
deux plus prometteurs (Pourhajibagher, Kazemian, et al. 2018). La photo-activation entre
cependant dans la catégorie des adjuvants et non des substituts aux protocoles conventionnels
(Prazmo, Godlewska, et Mielczarek 2017; Pourhajibagher, Chiniforush, et al. 2018), montrant
dans certains travaux une moins bonne efficacité que le recours aux ultra-sons (Muhammad et
al. 2014).
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2.3.2. Nouvelles perspectives : Optimisation chimique et biologique

2.3.2.1.  Nanoparticules

Les nanoparticules sont des particules présentant trois dimensions sous 1’échelle nanométrique.

Inorganique Metallique Polymérique Point Fonctionnalisé
guantique avec
Oxyde de Zinc Or Alginate Sulfite de Médicaments
Cadmium
Oxyde de Fer Argent Chitosan Selenide de  Photosensibiliseur
cadmium
Dioxyde de Fer Anticorps
titane
Oxyde de Cuivre Protéines
Cerium
Verre bioactif Magnésium
d’oxyde
d’aluminium

Tableau 2 Classification des nanoparticules disponibles basée sur leurs compositions traduit d’aprés Kishen 2016

(Shrestha et Kishen 2016)

Les effets de taille quantique sont responsables de leurs propriétés chimiques et physiques
spécifiques. Leurs caractéristiques principales sont un large spectre et une faible propension a
induire des résistances (Samiei et al. 2016). Les nanoparticules de chitosan (Elshinawy et al.
2018; del Carpio-Perochena et al. 2015) mais également les nanoparticules d’argent possedent
une haute cytocompatibilité et une bonne efficacité comme désinfectant (A. Abbaszadegan et
al. 2015; Takamiya et al. 2016). Il n’existe pas de différence entre 1’utilisation de celles-ci et la
désinfection a I’aide du laser (diode laser et thérapie photo-dynamique) (Afkhami, Akbari, et
Chiniforush 2017) ; de plus I’effet peut étre potentialisé en les couvrant de farnesol (alcool
sesquiterpene acyclique) ou d’alcool polyvynil (polymére obtenu par hydrolyse alcaline de
I'acétate de polyvinyle) (Chavez-Andrade et al. 2019). On retrouve aussi les nanoparticules
d’or (Hashimoto et al. 2015), de zinc (de Almeida et al. 2018), et de cuivre (Sanchez-Sanhueza
et al. 2018). Une approche encore plus innovante propose I’utilisation de nanoparticules
(nanoparticules d’oxyde de fer biomimétique mimant I’action des peroxydases) possédant un

effet catalyseur proche de celui des enzymes (Bukhari et al. 2018).
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2.3.2.2.  Les peptides

Depuis quelques dizaines d’années, de nouveaux composés ont été utilisés afin d’éliminer

le biofilm bactérien : les peptides. Ceux-ci fonctionnent selon plusieurs mécanismes :

- La dégradation du potentiel de la membrane des cellules du biofilm

- L’interruption des mécanismes de communication cellulaire

- Ladégradation des composants de la matrice notamment les polysaccharides

- La régulation négative des génes responsables de la formation du biofilm ou des

protéines de liaisons

D’autres études ont étudié 1’effet des peptides contre le biofilm endodontique. Certains
peptides comme le 1018 et le DJK-5 sont efficaces comme agent antibiofilm in vitro (D. Wang
et al. 2018) et une lysine chimérique a montré d’intéressantes propriétés (W. Li et al. 2018).
Citons aussi KR-12-a5, un peptide non cytotoxique avec une activité antimicrobienne et
antibiofilm (Caiaffa et al. 2017). Enfin, la nisine de haute pureté semble étre aussi efficace que

I’hypochlorite de sodium (Kajwadkar et al. 2017).

2.3.2.3. Les phages
Une autre voie de recherche prometteuse pourrait étre 1’utilisation de phages, des virus capables
d’infecter les bactéries et de les éliminer, utilisés depuis de nombreuses années comme

antibiotiques, mais elle est encore peu documentée pour le moment (Shlezinger et al. 2017).
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3. Enzymes en endodontie

L’un des derniers développements dans les traitements d’¢élimination du biofilm a pour but
de désorganiser sa structure avec I’aide de traitements enzymatiques précédant 1’usage des
traitements conventionnels. Ces derniéres années, les enzymes ont été étudiées dans le
traitement des biofilms de I’industrie alimentaire (Anand Sanjeev et al. 2013), des plaies
chroniques (Fleming, Chahin, et Rumbaugh 2017) et marginalement en endodontie (Niazi et al.
2015). Les enzymes peuvent désorganiser les biofilms grace a plusieurs mécanismes,
notamment 1’attaque et la dégradation de ses composants, I’initiation de la lyse cellulaire, la
perturbation des mécanismes de « quorum sensing » ou encore la catalyse de composés

antibactériens (Cordeiro et Werner 2011).
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Figure 7 : Mécanismes d’action des enzymes sur le biofilm d’aprés Grassi 2017

(Grassi et al. 2017)

3.1. Enzymes

Les enzymes sont des macromolécules, catalyseurs naturels, capables d’accélérer une
réaction chimique sans étre consommeées. La plupart des enzymes sont des protéines et leurs
spécificités proviennent de leur structure tridimensionnelle unigue. Les enzymes fonctionnent
en diminuant I’énergie nécessaire pour qu’une réaction se produise, augmentant ainsi le nombre
de réactions sans altérer 1’équilibre. Leurs spécificités les différencient d’autres catalyseurs

(Robinson 2015).

Les enzymes peuvent étre classees en six catégories : les oxydoréductases, qui catalysent
des réactions d’oxydo-réduction par le transfert d’un atome d’oxygéne ou d’hydrogéne ; les
transférases, qui permettent le transfert d’un atome ou d’un groupe d’atomes d’une molécule a

une autre ; les hydrolases, qui catalysent les réactions hydrolytiques ; les lyases, qui retirent un
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atome ou un groupe d’atomes ; les isomerases, qui catalysent le réarrangement des structures

moléculaires ; les ligases, qui catalysent la liaison de deux molécules entre elles.

3.1.1. Cathepsine K
La cathepsine K, catégorie des hydrolases, est plus précisément une cystéine-protéase
lysosomale qui s’exprime dans les ostéoclastes et qui est responsable de la dégradation de la
matrice collagéenique de ’os (D. Bromme et Okamoto 1995). C’est la collagénase la plus
efficace exprimée dans les cellules du remodelage de la matrice extracellulaire. Dans 1’état

actuel de nos connaissances, a ce jour elle n’a jamais été utilisée comme pré-traitement anti-

biofilm.
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Figure 8 : Représentation schématique de la dégradation de la triple hélice de collagéne par la cathepsine K (site de
clivage aléatoire)

(Dieter Bromme et Lecaille 2009)

3.1.2. Pronase

La pronase, catégorie des hydrolases, est un mélange non spécifique de protéases isolées du
fluide extra-cellulaire de Streptomyces griseus (Trop et Birk 1968). Son activité protéolytique
s’étend de la dénaturation jusqu’a la déconstruction en acides aminés individuels des protéines.
Elle comprend communément des protéases neutres, des chémotrypsines, des trypsines, des
carboxypeptidases et des amino-peptidases. La pronase a déja été utilisée avec un certain succes
dans la désorganisation d’un biofilm endodontique (Rodriguez-Ldpez, Carballo-Justo, et al.
2017; Rodriguez-Lopez, Puga, et al. 2017). La pronase étant non-spécifique, elle a éte choisie

pour cibler les composants de la MEC ou de la paroi cellulaire.
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3.1.3. Cellulase
Le terme cellulase, catégorie des hydrolases, fait référence a un groupe d’enzymes produites
par des bactéries ou des champignons qui, agissant ensemble, peuvent catalyser la cellulolyse
(décomposition de la cellulose)(Zhang, Hong, et Ye 2009). La cellulase casse les liaisons p1-4
des polysaccharides linéaires de glucose constituant la cellulose. Les polysaccharides sont les
constituants principaux de la MEC et les exposer a un traitement enzymatique pourrait avoir

des effets intéressants.

3.1.4. DNase |
La désoxyribonucléase | (DNase 1) (Okshevsky et Meyer 2015), catégorie des hydrolases,
est une endonucléase qui clive ’ADN au niveau des liaisons phosphodiesters. Elle agit sur
I’ADN simple et double brin et sur la chromatine. La DNase | est sécrétée par des glandes
exocrines, principalement le pancréas et la parotide. Elle se fixe a I’actine du cytosquelette.
L’ADN extracellulaire étant I’'un des composants de la MEC, I’usage de la DNase I peut avoir

des effets intéressants.

3.2. Revue de la littérature

3.2.1. Equation de recherche et criteres d’éligibilité des études

La question posée était : Quelle est 1’efficacité des enzymes sur le biofilm en endodontie ?
Une recherche bibliographique dans la base de données Pubmed a été effectuée pour identifier
toutes les publications portant sur le traitement enzymatique du biofilm endodontique. Les mots
clés ont été les suivants « Enzymes (MeSH Term), biofilm (MeSH Term), endodontics ». Les

criteres d’inclusion utilisés étaient les suivants :

- Articles portant sur un biofilm oral avec un traitement enzymatique en solution
- Atrticles en anglais ou en francais
- Etude in vitro

- Atrticles publiés depuis 1’année 2000
Les critéres d’exclusion étaient les suivants :

- Articles portant sur des études in vivo
- Atrticles dans une autre langue

- Texte complet non accessible
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Une recherche ascendante a permis d’identifier des références secondaires pertinentes.
Apres ’application des criteres d’exclusion la liste définitive de références a été analysée pour

extraire les données qualitatives.

3.2.2. Sélection des études

Equation de recherche : (({((enzyme[MeSH Terms]) AND biofilm[MeSH Terms])))) AND endodontics

v

Documents repérés dans les bases de données (45)

v

Documents sélectionnés (11) > Documents exclus (34)

FEtudes incluses dans la synthése qualitative (3) —_— Article en texte intégral exclus avec justifications (8)

Figure 9 : Diagramme de flux de la recherche bibliographique

La recherche sur mots clés a permis d’isoler 45 articles. 11 articles ont été sélectionnés sur
lecture du titre. 3 articles ont passé la deuxieme phase de la revue. 8 articles portaient

notamment sur 1’implantologie, un autre sur le biofilm carieux (Figure 9).

3.2.3. Résultats et discussion
Les études incluses ont permis de mettre en évidence que les caractéristiques des biofilms
étudiés étaient variables : le nombre d’espéces varie d’une (Persoon 2012) a cing (Niazi 2015).
On retrouve E. Faecalis dans tous les travaux, ce pathogene étant suspecté pour son role dans
les infections persistantes en endodontie. Les autres especes sont issues de travaux précédents
portant sur I’étude de la composition du biofilm endodontique. L’age du biofilm varie entre 48h

et 14 jours.

D’autre part, les enzymes utilisées varient pour chaque étude. La vanadium chloro-
peroxidase n’a pas d’action directe sur le biofilm mais son effet antibactérien provient du
produit de sa réaction en présence d’halogénures (Bromure ou Chlorure) qui produit de 1’acide
hypo-haleux aux propriétés anti-bactériennes ainsi que du péroxyde d’hydrogene. Les protéases
(trypsine et protéinase K) sont utilisées pour leurs interactions directes avec le biofilm et en

complément d’un traitement avec une solution de chlorhexidine a 2%.
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Les critéres d’évaluation différent également selon les études. Les travaux de Persoon et al.
reposent sur la quantification d’unités formant colonie (UFC). L’étude de Niazi et al. utilise un
dénombrement des colonies viables ainsi qu’une méthode qualitative avec une coloration

vivant/mort associée a la microscopie confocale a balayage laser.

Les résultats des études nous montrent que 1’association de la chlorhexidine 0,2% et d’une
protéase telle que la trypsine semble étre efficace contre le biofilm méme si elle reste inférieure
a I’hypochlorite de sodium (5,5 %). La chloroperoxidase de vanadium est également efficace
dans la diminution du nombre d’UFC et dans sa version modifiée (plus active pour un pH neutre
ou légérement alcalin) elle peut fonctionner efficacement au pH intracanalaire malgré le

pouvoir tampon de la dentine.

Certaines enzymes ont ¢été utilisées dans d’autres domaines comme traitement
complémentaire aux solutions de désinfections classiques avec des résultats intéressants
(Meireles et al. 2016; Rodriguez-Lo6pez, Carballo-Justo, et al. 2017; Rodriguez-Lo6pez, Puga, et
al. 2017). Mais trés peu de ces travaux sont spécifiques au biofilm endodontique (Niazi et al.
2015; Pleszczynska Matgorzata et al. 2016; Niazi et al. 2014). Notre revue de littérature a
permis de mettre en évidence que la méthodologie des études variait en termes de protocoles,
d’enzymes et de biofilms utilisés ainsi que de critéres d’analyse : les résultats de ces travaux
sont donc peu comparables. Nous pouvons faire ressortir de cette revue de littérature la
nécessité de poursuivre ces recherches et de tester de nouvelles enzymes sur un biofilm

s’approchant du biofilm endodontique.
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Tableau 3 Tableau d'extraction des données de la littérature (Auteur 2020)
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3.3. Effets de pré-traitements enzymatiques sur un modele de biofilm oral multi-
especes : Protocole de recherche in vitro et résultats préliminaires
Les travaux qui suivent ont été réalisés dans 1’équipe du professeur Markus HAAPASALO

de la Faculté de dentisteric de I’Université de Colombie-Britannique de Vancouver
(CANADA).

Nous avons pu voir précédemment que les bactéries ont trouvé dans les biofilms un moyen
de défense trés efficace, leur permettant de résister a nos thérapeutiques et entrainant au niveau
endodontique des échecs de soins, la persistance de lésions qui évoluent vers la chronicité et
finalement la perte de la dent concernée. L’objectif principal du traitement endodontique étant
la désorganisation du biofilm et 1’élimination compléte des micro-organismes (M. Haapasalo
et al. 2010), il est par conséquent crucial de travailler sur de nouvelles stratégies thérapeutiques

destinées a les éliminer

3.3.1. Objectifs

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’effet de quatre enzymes (cathepsine k, pronase,
DNAse 1 et cellulase), aux modes d’action différents, sur un modele de biofilm oral, en

association ou non avec des solutions d’irrigation couramment utilisées en endodontie.
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3.3.2. Matériel et Méthode

3.3.2.1.  Schéma du protocole

| Préparation des disques d’hydroxyapatite avec recouvrement par le collagéne

1 24ha4°C

Nb de disques : 12

I Préparation du milieu de culture (Infusion ceeur/cerveau) avec prélévements de plague dentaire et mise en solution

Mise en place de 2ml de solution de plague dentaire au contact de chague disque

Incubation 7 jours a 37°C en conditions anaérobies

Propase

Cellulase

Cathepsine K

12ha37°C

3 disques

| Sérum Physiologique I
Zdisquue

3 minutes puis rincage

Préparation des disques d’hydroxyapatite avec recouvrement par le collagéne

l 24h a 4°C

Nb de disques : 9

Préparation du milieu de culture (Infusion coeur/cerveau) avec prélevements de plague dentaire et mise en solution I

IMise en place de 2ml de solution de plaque dentaire au contact de chaque disque

Incubation 7 jours a 37°C en conditions anaérobies

Sérum Physiologique 1K10.2/0.4. Chlorhexidine 2%

3 disques 3 disques 3 disques

Zdisques/\i disque zuisques/\ld-isque Zdisquﬂ/wfwe

[weo]  [a]

Figure 10 : Schéma du protocole expérimental (Auteur 2020)
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3.3.2.2.  Modele du biofilm

Des disques stériles d’hydroxyapatatite (HA) (diametre 9.65mm/ épaisseur 1.52mm ;
Clarkson Chromatography Products, Williamsport, PA, USA) ont été utilisés pour la culture du
biofilm. Les disques d’HA sont recouverts de collagéne de type I d’origine bovine (10 mg/mL
de collagéne dans 12 mM HCI dans de I’eau ; Cohesion, Palo Alto, CA). Le recouvrement par
le collagéne est fait pendant une nuit a 4°C dans les puits d’une plaque de culture tissulaire
contenant 2ml de solution de collagene. Les disques recouverts de collagene sont mis en place
dans les puits d’une plaque de culture cellulaire 24 puits contenant 2ml de la solution de plaque
dentaire (plaque supragingivale issue de trois volontaires sains mélangée dans de 1’infusion
ceeur cerveau (ICC) (Difco, Detroit, MI) et présentant une concentration en cellules
bactériennes minimum de 3.2 1077 CFU/mI). Les disques sont ensuite incubés, pour une durée
de 7 a 28 jours, dans des conditions anaérobies (AnaeroGen ; Oxoid, GB) a 37°C ; un indicateur
est présent dans le sachet pour contréler 1’anaérobie (Indicateur anaérobie a la résazurine,
Oxoid, Thermo Scientific, GB). Le milieu de culture (Infusion cceur cerveau) est remplacé

toutes les semaines.

3.3.2.3.  Préparation des différentes conditions

Pour la DNase I, la pronase et la cellulase, des poudres lyophilisées commerciales ont été
utilisées et plusieurs solutions ont été préparees a des concentrations de 10mg/ml (Rodriguez-
Lépez, Carballo-Justo, et al. 2017). Pour chaque solution de traitement, 10mg de poudre
d’enzymes ont été ajoutés a 1 ml de solution tampon. La pronase (PRN, from straptomyces
griseus, Sigma-Aldrich) a été dissoute dans 0.1 mM de solution tampon Tris-HCI a un pH de
7.5 +/-0.2. La cellulase (CEL, from Aspergillus Niger, Sigma-Aldrich) a été dissoute dans 100
mM de solution tampon citrate a un pH de 6.0 +/- 0.1. La DNase | (d’origine pancréas bovin,
Sigma-Aldrich) a été dissoute dans 10 mM de solution tampon Tris-HCL (pH 7.5 +/- 0.2)
contenant également 2.5 mM de MgCl et 0.1 mM de CaCl.. La solution de cathepsine K a été
préparée a une concentration de 1 mM par un laboratoire partenaire dans une solution tampon
specifique contenant 0.1 mM d’acétate de sodium, 2.5 mM de dithiothreitol (DTT) et 2.5 mM
d’éthylénediaminetétraacétate (EDTA).

La preparation magistrale de chlorhexidine a été réalisée a une concentration de 2% (Niazi
et al. 2014; Pinheiro et al. 2018) depuis une solution a 20% dans de I’eau distillée. L’iodure de
potassium a été préparé a une concentration de 0.2%/0.4%. Enfin, I’hypochlorite de sodium a

été préparé a partir d’une solution a 6% a des concentrations variant entre 0.5 et 2%.
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3.3.2.4.  Exposition du biofilm aux différentes conditions
Le milieu de culture a été retiré de la plaque a puits contenant les disques puis 45 microlitres
de chaqgue solution enzymatique ont été appliqués sur chaque disque et incubés a 37° pendant
14h. Des contréles négatifs ont été réalisés en paralléele en appliquant la solution tampon sans

I’enzyme.

Apreés le traitement enzymatique, les disques ont été rincés deux fois a 1’eau distillée puis
immergés soit dans la chlorhexidine a 2% soit dans I’IKI a 0.2/0.4% pendant 3 minutes, puis
rincés de nouveau dans de I’eau distillée. Des controles négatifs ont été realisés en paralléle en
immergeant les disques pendant 3 minutes dans de l’eau distillée. Les traitements a
I’hypochlorite de sodium ont été réalisés en immersion a une concentration de 2% et avec

application de gouttes a la surface du biofilm a une concentration de 1%.

3.3.2.5.  Préparation des échantillons pour la microscopie

3.3.2.5.1. Microscope confocal a balayage laser (MEBL)

Tous les disques porteurs du biofilm bactérien qui ont été exposés aux différents traitements,
comme détaillé précédemment, ont été soumis & un test de viabilité bactérienne et a la
microscopie confocale a balayage laser (Shen, Stojicic, et Haapasalo 2011). Les disques ont été
rincés avec du sérum physiologique pendant une minute avant I’exposition aux marqueurs. Les
marqueurs issus du kit de viabilité pour la microscopie et les essais quantitatifs (LIVE/DEAD
Bac-light Bacterial Viability Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) ont été utilisés en
solution avec un rapport 1:1 (SYTO 9 et Propidium lodide) conformément aux
recommandations du fabricant (« LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit, for

microscopy quantitative assays » s. d.).

L’excitation/émission maximale pour ces colorants est de 480/500 nm pour le SYTO 9
(marquage de toutes les cellules) et 490/635 pour le propidium iodide (marquage des cellules
mortes). La fluorescence pour chaque colorant cellulaire a été observée avec un microscope
confocal a balayage laser (FV10i-LIV, Olympus, Canada) équipé de 4 diodes laser (405nm,
473nm, 559nm, 635nm) sur un champ de 1024 x 1024 pixels avec une lentille ayant un
grossissement de 10. Cing zones aléatoires du biofilm ont été analysées pour chaque disque,
résultant en dix a vingt zones étudiées par groupe. Une pile de 40 a 60 coupes de 2 micrométres
d’épaisseur a été acquise sur 1’épaisseur du biofilm (de haut en bas). Les images issues de la
microscopie confocale ont été analysées et quantifiées (ratio vivant/mort) en utilisant le logiciel

Imaris 7.2 (Bitplane Inc., St Paul, MN, USA). Le ratio de fluorescence rouge sur la fluorescence

30



verte a été déterminé (Figure 11), la fluorescence rouge indiquant les cellules mortes. L’effet
des traitements était représenté par la différence entre le ratio du volume de bactéries mortes

apres traitement par rapport au méme volume dans le controle.

Figure 11 : Reconstruction 3D du biofilm avec le logiciel IMARIS a partir des données MCBL (Auteur 2018)

3.3.2.5.2. Microscope électronique a balayage laser

Des disques additionnels ont également été exposés aux traitements pour étre observés en
microscopie électronique. Les échantillons ont été préfixés dans une solution a 2.5% de
glutaraldehyde (tampon phosphate) pendant 10 minutes avant une seconde fixation dans une
solution a 1% d’osmium tétroxide pendant 1h. Les disques ont ensuite été plongés dans des
bains d’éthanol de concentration croissante (50%, 70%, 80%, 90% et 100%) pour les
déshydrater. Les disques déshydratés ont ensuite été passés dans une sécheuse point critique
(Samdri-975 ; Tousimis Research Corporation, Rockville, MD, USA) puis pulvérisés
cathodiquement a I’iridium (EM MED 020 ; Leica Microsystems ; Austria) et observés par la
suite par MEB (Helios Nanolab 650, FEI, Portland, USA), la tension d’accélération étant de 2
kV en utilisant des grossissements de 1500x et 10000x.
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3.3.2.6.  Analyses statistiques
L’analyse statistique a été effectuée avec le logiciel Excel 2016 (Excel 2016, Microsoft,
USA) pour Windows (Microsoft, USA). La moyenne et 1’écart-type de la proportion du volume
de cellules mortes sur le volume de biofilm a partir des analyses issues de la microscopie
confocale ont été calculés. Une analyse ANOVA a deux facteurs avec répétition a été appliquéee

pour comparer les résultats des traitements avec un seuil de signification de 5%.

3.3.3. Résultats

3.3.3.1.  Biofilm
La formation du biofilm a toujours réussi sur une période d’une semaine et ils ont été
cultivés jusqu’a 4 semaines (données non présentées). La Figure 12 est une image de
microscopie ¢électronique a balayage laser d’un biofilm contrdle sans traitement, a plusieurs
grossissements, montrant un biofilm mature complexe avec plusieurs morphotypes bactériens

et une densité importante.

’i&' 6/12/2018 | WV | cur | det | mode |

10:46:30AM | 2.00kV | SOpA | TLD | SE | 99.5pm | 1500x

> ol N B, TR e e SN
6/12/2018 W | cur | det |mode | HAW | mag EH | 4um —
10:45:04 AM | 2.00kv | 50 pA | TLD | SE | 14.9 pm [ 10 000 x CHTP Helios 650

Figure 12 : Images de microscopie électronique a balayage laser de biofilm sans traitement (Haut : x1.500 bas, x10000)
(Auteur 2018)
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3.3.3.2.  Etude de la viabilité du biofilm
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Figure 13 : Histogramme présentant le pourcentage de cellules bactériennes mortes apreés traitement d’un biofilm dgé
de 7 jours avec des solutions enzymatiques plus ou moins associées a différentes solutions d’irrigation (les barres
représentant [’écart-type) (Auteur 2018)

Les pourcentages moyens de cellules mortes sont les suivants : 5£8% pour le contrdle, 9+
9% pour les échantillons traités avec la chlorhexidine pendant 3 minutes, et 14 + 11% pour les
échantillons traités par immersion dans I’iodure de potassium pendant 3 minutes. L’élimination
compléte du biofilm par immersion dans 1I’hypochlorite 2% a été objectivée. Comme cela peut
étre observé sur la Figure 13, I’efficacité varie entre chaque enzyme, la cathespine K étant la
moins efficace, suivie par la cellulase, la pronase et enfin la DNase | qui a été la plus efficace.
Mise a part la cathepsine K, 1’écart-type est important mais suit la méme tendance pour

I’efficacité.
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3.3.3.2.1. Cathepsine K
A partir des données de MCBL le logiciel IMARIS permet la reconstruction 3D du biofilm
et le calcul de son volume ainsi que la proportion des zones vivantes et mortes du biofilm avant
et apres traitement. Sur les images construites, le vert représente les cellules vivantes et le rouge
les cellules mortes. La cathepsine K ne montre pas d’effet visible sur le biofilm (Figure 14) ni

seule, ni suivie d’une exposition a une solution d’irrigation (Chlorhexidine ou IKI).

Figure 14 : Reconstruction du volume de biofilm. De gauche a droite cathepsine K seule, cathepsine K + 3 minutes
d’immersion dans la chlorhexidine a 2%, cathepsine K + 3 minutes d’immersion dans I'IKI 0.2%/0.4%, contréle. (Auteur
2018)

La MEBL des échantillons de biofilm ne montre pas de différence structurelle majeure entre
le controle et I’échantillon traité (Figure 15) a la cathepsine K. Cependant, 1’ajout des solutions
d’irrigation semble affecter la densité et la structure du biofilm. Un dépdt blanchatre provenant
probablement des cellules bactériennes mortes ou altérées peut étre observé en plus grande

quantité sur les échantillons traités.
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Figure 15 : Microscopie électronique a balayage laser du biofilm traité avec 1mM de cathepsine K au cours de la nuit
(2éme ligne) cathepsine K + immersion de 3 minutes dans Chlorhexidine & 0.2% (3éme ligne) cathepsine K et immersion de
3 minutes dans de I'IKI (42™ ligne) montrant une modification et une diminution du nombre de bactéries avec
I"ajout des désinfectants. (Gauche grossissement x1500, droite x10000) (Auteur 2018)
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Figure 16 : Effet d 'un pré-traitement & la cathepsine K sur le ratio mort/vivant en association avec la chlorhexidine ou
I'IKI biofilm dgé de 7 jours. Les barres représentent la déviation standard. (Auteur 2018)

Le pré-traitement a la cathepsine K ne semble pas avoir d’effets sur les traitements a la
chlorhexidine ou I’IKI, aucune différence statistiquement significative n’ayant pu étre détectée
sur I’élimination du biofilm (Figure 16). Le volume (pourcentage) de biofilm mort sur le
contrdle était de 5% (Ecart-type = 2.3%) ; avec la cathepsine K seule il était de 8% (Ecart-type
= 3.4%), associé la chlorhexidine il était de 6% (Ecart-type = 3.9%) et avec I’'IKI de 4% (Ecart-
type = 3%). L’analyse statistique n’invalide pas 1’hypothése nulle avec une valeur P du controle
par rapport a la cathepsine K de 0.3 et une valeur p de I’interaction avec les solutions d’irrigation
de 0.48.

3.3.3.2.2. Pronase

La reconstruction 3D du biofilm (Figure 17) montre que la pronase (10mg/ml, incubation
d’une nuit) n’a qu’un effet marginal comme prétraitement. L’analyse statistique donne les
résultats suivants : aucune différence statistiquement significative entre le contrble et les
disques traités a la pronase seule (P = 0.53), pas de différence pour les disques traités avec I"'TKI
avec ou sans pronase (P = 0.9) et pas de différence significative pour les disques traités avec la
chlorhexidine avec ou sans pronase (P = 0.8). Cependant, bien que non statistiquement
significative, on peut observer une tendance dans laquelle le traitement a 1’I1K1 avec la pronase
était tres légerement plus efficace (Figure 18) pour éliminer le biofilm (21% avec contre 17%

sans).
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Figure 17 : Reconstruction du biofilm apres traitement a la pronase. De gauche a droite pronase ; pronase + immersion
de 3 minutes dans la chlorhexidine 2% ; pronase + immersion de 3 minutes dans I’IKI 0.2/0.4% ; contréle. (Auteur 2018)
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Figure 18 : Effet du pré-traitement a la pronase sur le ratio vivant/mort en association avec I'IKI ou la chlorhexidine. Les
barres représentent [’écart-type. (Auteur 2018)
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Comme évoqué plus haut, les images de MEBL (Figure 19) du biofilm traité avec de la
pronase semblent montrer des différences structurelles entre le contrdle, la pronase seule et la
pronase avec I’IKI. Le traitement & la pronase semble Iégerement réduire la densité du biofilm
par rapport au controle. La combinaison de I’IKI et de la pronase semble modifier I’état de
surface du biofilm, celle-ci présentant des fractures d’autant plus visibles aux grossissements

les plus faibles.

2.00kv | SOpA | TLD | SE

Figure 19 : Microscopie électronique a balayage laser du biofilm traité avec la pronase. au cours de la nuit, contrdle
(Lére ligne) avec la pronase (2éme ligne) pronase et immersion de 3 minutes dans de /’IKI (3me ligne) (Gauche
grossissement x1500, droite x10000) (Auteur 2018)
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3.3.3.2.3. Cellulase

La reconstruction 3D du volume du biofilm (Figure 20) montre une efficacité marginale de
I’enzyme (10mg/ml de cellulase, incubation pendant une nuit) avec une relative augmentation
du volume de biofilm mort. Cependant, ’analyse statistique ne montre pas de différence
statistiquement significative entre les disques traités avec ou sans enzyme (P = 0.31), ou en
présence de chlorhexidine (P = 0.39) ou d’IKI (P = 0.47). Malgré ’absence de différences
statistiquement significatives, on peut cependant observer une tendance a 1’augmentation du
volume de bactéries mortes dans le biofilm quand le traitement a la cellulase est effectué (Figure
21).

Figure 20 : Reconstruction du biofilm apres traitement a la cellulase. De gauche a droite : cellulase ; cellulase +
immersion de 3 minutes dans la chlorhexidine 2% ; cellulase + immersion de 3 minutes dans ['IKI 0.2/0.4% ; controle.
(Auteur 2018)
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Figure 21 : Effet du pré-traitement a la cellulase sur le ratio vivant/mort en association avec I'IKI ou la chlorhexidine.
Les barres représentent I'écart-type. (Auteur 2018)

La MEBL du biofilm (Figure 22) traité avec de la cellulase ou de la cellulase associée a de
la chlorhexidine a 2% montre de légéres différences structurelles. La densité de cellules
bactériennes est inférieure une fois le biofilm traité par I’enzyme, 1’effet semblant s’accentuer

avec I’ajout de chlorhexidine.
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Figure 22: Microscopie électronique a balayage laser du biofilm traité avec la cellulase. Au cours de la nuit, controle
(Lere ligne) avec la cellulase (2eme ligne) cellulase et immersion de 3 minutes dans chlorhexidine a 2% (3me ligne) (Gauche
grossissement x1500, droite x10000) (Auteur 2018)

3.3.3.2.4. DNase |
La reconstruction 3D du biofilm (Figure 23) montre qu’il existe un léger effet de la DNase
I quand elle est appliquée en pré-traitement avant la chlorhexidine ou I’'IKI. L’analyse
statistique confirme cette observation et indique une différence significative pour les disques
avec ou sans la DNase | (P = 0.001) et en combinaison avec la chlorhexidine ou I’'IKI (P =
0.009).

41



Figure 23 : Reconstruction avec le Logiciel IMARIS du biofilm aprés traitement a la Dnase |. De gauche a droite
DNase I ; DNase I + immersion de 3 minutes dans la chlorhexidine 2% ; DNase [ + immersion de 3 minutes dans ['IKI
0.2/0.4% ; contrdle. (Auteur 2018)

Le ratio de mort est augmenté de maniére plus importante avec 1’'usage de la chlorhexidine
que de I'IKI (Figure 24). Le volume (pourcentage) de biofilm avec de la DNase | et de la
chlorhexidine associée était de 34% (Ecart-type = 5 %) et avec la DNase | et I’'IKI de 33%
(Ecart-type = 1%). L’analyse statistique rejette 1’hypothése nulle avec une valeur p de

I’interaction entre la DNase I et les irrigants de 0.009.

DNase | et Solution d’irrigation

50%

40%

30%

20%

10% .
o Il e ]

Témoin Chx IKI

Traitements

Volume (%) de biofilm bactérien
mort

m ' Avec DNase | m Sans DNase |

Figure 24 : Effets du pré-traitement a la DNase I sur le ratio vivant/mort en association avec ['IKI ou la chlorhexidine.
Les barres représentent 1’écart-type. (Auteur 2018)
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Figure 25 : Microscopie électronique a balayage laser du biofilm traité avec la DNase | au cours de la nuit, contrdle
(Lere ligne) DNase | seul (2éme ligne) DNase | + immersion de 3 minutes dans Chlorhexidine a 0.2% (3eme ligne) DNase | et
immersion de 3 minutes dans de I'IKI (4™ ligne) montrant une modification et une diminution du nombre de bactéries avec
I'ajout des désinfectants. (Gauche grossissement x1500, droite x10000) (Auteur 2018)
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La MEBL (Figure 25) ne montre pas de différence significative quand la DNase | seule est
utilisée. Cependant, nous pouvons observer une diminution de la densité une fois le traitement

avec la chlorhexidine ou I’IKI effectué.

3.3.4. Discussion

L’objectif de cette étude était de démontrer la capacité de plusieurs enzymes comme
prétraitement, associées a des solutions d’irrigation, @ améliorer 1’¢limination d’un biofilm
multi-espéces in-vitro. Les résultats de cette etude préliminaire ne permettent pas de tirer de
conclusions définitives. Sur les 4 enzymes utilisées en pré-traitement, seule la DNAse 1 a
montré une efficacité statistiquement significative a réduire la densité de biofilm, quand elle est
associée avec la chlorexidine 2% ou I’'IKI. La cathepsine K et la pronase n’ont pas montré
d’efficacité, et la cellulase, bien que ses résultats soient encourageants sur la diminution de la
densit¢ du biofilm, n’a pas d’action statistiquement significative. Ces résultats d’étude

préliminaire nécessitent donc d’étre confirmés par d’autres travaux de recherche.

3.3.4.1.  Limites de I'étude

Afin de discuter des résultats, il est important d’étudier les limites de cette étude. Le biofilm
utilisé dans cette étude était composé de multiples espéces, mais il est probable qu’il ne
représente pas un biofilm endodontique complet. Les échantillons sont en effet prélevés en
sous-gingival contrairement a d’autres études ou les bactéries sont issues de la pulpe canalaire
nécrotique (Clegg et al. 2006). Le biofilm endodontique est difficile & reproduire dans des
conditions in vitro a cause des spécificités du milieu intracanalaire, et également a cause des
500 especes connues a ce jour, dont beaucoup ne sont pas cultivables. Nos données sont
également difficilement comparables a d’autres études (Fleming, Chahin, et Rumbaugh 2017,
Rodriguez-Lopez, Carballo-Justo, et al. 2017; Abbas Abbaszadegan, Khayat, et Motamedifar
2010) ; en effet, il est important de signaler que les auteurs précédents ont travaillé sur des
modeles de biofilm plus simples, utilisant un nombre plus restreint d’espéces pour constituer le
biofilm, i.e. une, deux, ou cinq en fonction de 1’étude (Fleming, Chahin, et Rumbaugh 2017,
Rodriguez-Lopez, Carballo-Justo, et al. 2017; Niazi et al. 2015; Nguyen et Burrows 2014). Des
travaux supplémentaires sont donc nécessaires dans notre équipe pour étudier la composition

exacte du biofilm qui se développe dans notre modéle.

L’age du biofilm étudié est également une différence a prendre en compte par rapport a

d’autres études retrouvées dans la littérature. En effet, 1’épaisseur et la structure du biofilm
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évoluent avec la maturation, donc un biofilm plus jeune pourrait étre plus sensible a un pré-
traitement enzymatique. Ainsi, I’épaisseur du biofilm et la composition de la MEC peuvent
réduire 1’efficacité des enzymes a perturber sa structure. Dans notre étude, le biofilm avait au
minimum une semaine de développement et jusqu’a 4 semaines. Dans les autres travaux
répertoriés, la période de croissance étant plus courte (72h et 24 — 100h), le biofilm est donc

moins mature (Rodriguez-Lo6pez, Carballo-Justo, et al. 2017; Nguyen et Burrows 2014).

Un autre facteur a considerer est la différence de support pour la croissance du biofilm.
Dans nos travaux, nous utilisons des disques d’hydroxyapatite stériles, d’autres travaux utilisent
des supports en polystyréne (Nguyen et Burrows 2014) ou le canal dentaire de dents extraites
(Niazi et al. 2015). Le choix d’un substrat a probablement un effet sur la structure du biofilm et
donc sur I’efficacité des enzymes (Lopez-Nguyen et Badet 2016). Notre substrat est proche de
la dentine mais tout de méme différent, et le fait que le collagene recouvre I’hydroxyapatite
plutot que d’y étre infiltré est une différence majeure qui influence probablement les espéces

qui se developpent.

De plus, la solution d’irrigation utilisée et les traitements du biofilm entre les différentes
études différent avec ceux de notre étude, rendant les comparaisons moins significatives. Ici,
nous utilisons de I’hypochlorite de sodium et de la chlorhexidine a 2%, solutions d’usage
courant en endodontie, ainsi que de I’'IKI 0.2/0.4% d’usage plus marginal. Rodriguez-Lopez et
al. utilisent du chlorure de benzalkonium (un ammonium quaternaire de large spectre utilisé
pour la désinfection des surfaces dans I’industrie et les structures de soins), qui n’est pas une
solution d’irrigation endodontique. Au cours de ce travail, nous avons eu des difficultés (moyen
et durée de conservation non conforme) avec la chlorhexidine 2% qui ont eu pour conséquence
une efficacité inférieure a des travaux antérieurs (Shen, Stojicic, et Haapasalo 2011). La
solution source ayant d étre changée deux fois, il est possible que les résultats obtenus dans ce

travail soient inférieurs a ce qu’ils auraient da étre.

La derniere différence que 1’on peut signaler entre nos résultats et ceux d’autres études est
la concentration ainsi que la méthode d’application du traitement enzymatique sur le biofilm.
Dans ce travail, les enzymes ont été appliquées a haute concentration mais a faible volume (45
microlitres), ce qui se rapproche plus des conditions réelles d’utilisation des solutions
d’irrigation, alors que, dans les autres travaux le biofilm, était immergé dans la solution
enzymatique. Ainsi, la disponibilité des sites actifs était diminuée, comme montré par

Rodriguez-Lopez et al.(Rodriguez-Lopez, Carballo-Justo, et al. 2017; Rodriguez-Lopez, Puga,
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et al. 2017) ou une augmentation de la concentration en enzymes est associée a une

augmentation de I’élimination du biofilm jusqu’a un certain stade.

De plus, en raison de résultats imprévus lors de 1’usage de la cathepsine K, et des
manipulations répétées avec celle-ci, moins de temps a été disponible pour 1’étude de la DNase
I, de la pronase et de la cellulase. Ajoutés a cela des problémes avec 1’une des solutions
d’irrigation comme mentionnée préalablement (chlorhexidine 2%) et/ou le biofilm (tel que le
détachement du biofilm de son support), nous nous sommes retrouvés avec un nombre diminué
de disques a soumettre a 1’analyse statistique. Ainsi, a part en cas de différence majeure, il n’a
pas été possible d’obtenir de résultats statistiquement significatifs. Nous n’avons donc pu que

constater des tendances, nécessitant des travaux additionnels pour étre confirmées.

Un probléme inhérent a I’usage de marqueurs et de la microscopie par fluorescence est que
seul le biofilm restant attaché au disque est analysé. Si le traitement dissout ou détache des
parties du biofilm, celui-ci ne sera plus visible et nous ne pouvons donc pas étre suffisamment
précis sur I’efficacité des traitements. De plus, durant I’acquisition et I’analyse des données, il
existe des réglages opérateur dépendants qui peuvent influencer les résultats. Méme si les
opérateurs sont formes a une lecture stable, des variations peuvent apparaitre et influencer les
résultats. 1l est donc nécessaire de vérifier la corrélation intra examinateur. De la méme facon,
il est nécessaire de vérifier la stabilité de la lecture entre les opérateurs lorsqu’il y en a plusieurs.
Cependant, plusieurs études utilisant la méme méthodologie ont permis I’obtention de résultats

consistants entre différents travaux (Shen, Stojicic, et Haapasalo 2011; Ma et al. 2011).
De petites corrections du protocole seront a prévoir pour améliorer la fiabilité des résultats.

Au moment du traitement enzymatique, il y a eu rupture de I’anaérobie pour le biofilm et
méme si celle-ci a été de courte durée, elle a probablement eu un impact sur la viabilité des
bactéries. L’usage d’une chambre d’anaérobie semble donc la solution la plus satisfaisante pour

permettre le traitement ainsi que la préparation des échantillons avant la microscopie.

De plus, ’'usage des enzymes étant réalisé pour la premiere fois, il n’a pas été effectué¢ de
contr6le sur celles-ci avant leur utilisation, a part pour la cathepsine K dont le controle avait été
réalisé par le laboratoire partenaire fournisseur. Les enzymes étant sensibles aux conditions
environnantes (temperature, conservation, manipulation, ...), il est possible que les variations

importantes dans les résultats soient causées par des variations d’activités.
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Enfin les informations recueillies par le microscope confocal a balayage laser sont
nombreuses et nous n’avons exploité que le volume de biofilm vivant et mort. Il pourrait étre
intéressant de comparer des parametres tels que 1’épaisseur du biofilm, la couverture de

surface...

3.3.4.2.  Résultats

3.3.4.2.1. Enzymes

De ce que la littérature nous rapporte a ce jour, la cathepsine K (principalement étudiée
comme traitement de 1’ostéoporose et d’autres pathologies osseuses) n’a jamais été utilisée
comme traitement anti-biofilm (D. Bromme et Okamoto 1995; Law et al. 2017; Yamalik et al.
2012). A la vue des résultats et dans le cadre limité de cette étude, elle n’a pas montré de
quelconque efficacité contre notre modeéle de biofilm. Le prétraitement a la cathepsine K
précédant 1’exposition a I’IKI ou a la chlorhexidine 2% n’a pas amélioré 1’élimination du
biofilm. La cathepsine K appartient a la famille des protéases, qui a montré une habilité a
disperser un modele de biofilm agé de 24h (Nguyen et Burrows 2014). Ainsi, des effets sur la
membrane des bactéries ou sur la matrice extra-cellulaire étaient attendus, mais la cathepsine
K étant trés spécifique a la résorption osseuse a travers la dissolution du collagéne, ceci était
préesomptueux. Dans de prochains travaux, il pourrait étre intéressant d’évaluer la cathepsine K
sur un modele de biofilm ayant comme support le canal dentaire (Lopez-Nguyen et Badet 2016)
pour évaluer si la dissolution du collagéne superficiel a I’intérieur du canal dentaire peut aider

a I’élimination du biofilm, sachant que la cathepsine K dissout le collagéne des disques d’HA.

L’ADN extracellulaire est un composant important de la MEC (Flemming et Wingender
2010). Ainsi, la DNase | a été proposée comme traitement des biofilms pour couper I’ADN et
les désorganiser. Par exemple, Kaplan et al.(Kaplan et al. 2012) ont observé qu’une
concentration de 100 microgrammes par millilitre pendant une heure a 37° C avait un effet
significatif de diminution de la biomasse sur un biofilm &gé de 24H. Certaines études ont méme
montré la dispersion compléte du biofilm. Cela peut-étre di a son dge ou a sa composition (Ma
et al. 2011). Nguyen (Pleszczynska Malgorzata et al. 2016) ainsi que Rodriguez-Lopez et al
(Shen, Stojicic, et Haapasalo 2011; Rodriguez-Lopez, Carballo-Justo, et al. 2017) ont montré
une diminution de I’efficacité de I’enzyme a partir d’une certaine concentration. Dans cette
¢tude, nous n’avons testé que les concentrations les plus hautes ; ’effet optimal n’a peut-étre

donc pas etait atteint. En effet, la DNase | a montré un effet significatif sur la diminution du
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biofilm mais son efficacité aurait peut-étre pu étre supérieure. Elle reste néanmoins 1’enzyme
qui a montré ici le plus d’efficacité et mérite des investigations supplémentaires. L association
avec la chlorhexidine 2% a eu des résultats encourageants dans une des manipulations mais n’a
pas pu étre répétée dans les manipulations suivantes. L’association avec I’IKI a également eu
des résultats prometteurs. Pour la suite, il sera intéressant d’évaluer différentes concentrations

ainsi que le traitement par immersion.

En tant que protéase non spécifique, I’efficacité attendue de la pronase devrait étre
supérieure, mais les résultats sont cohérents vis-a-vis de ceux de la DNase | et de la cathepsine
K. Nos premiers résultats étaient prometteurs mais n’ont pas pu étre répétés. La complexité du
biofilm, son age, et I’administration du traitement ont pu influencer la sensibilité du biofilm a
I’enzyme et cela devra étre pris en considération dans les travaux futurs. Nguyen et al. ont
montré la dispersion d’un biofilm de L. monocytogenes agé de 72H aprés un traitement a la
protéase K (Nguyen et Burrows 2014). Un biofilm agé de 1 semaine possede probablement une
structure trop solide pour que les enzymes soient efficaces, surtout avec 1’exposition par
technique de la goutte. Un dernier aspect a prendre en considération est que les traitements
enzymatiques, en fonction de la concentration, peuvent stimuler la croissance du biofilm
(Meireles et al. 2016).

La cellulase, derniére enzyme utilisée dans ce travail n’a pas eu d’effet supérieur aux trois
autres. Ceci peut s’expliquer par le fait que notre biofilm manque de liaisons glucose-glucose
susceptibles d’étre clivées par I’activité spécifique de la cellulase ou que les polysaccharides

interagissent entre eux. Enfin, d’autres molécules peuvent avoir protégé la cible de I’enzyme.

3.3.4.2.2. Microscopie électronique

Dans ce travail, nous avons utilisé la microscopie €lectronique a balayage laser pour mettre
en évidence des modifications structurelles. Le protocole utilisé a base de glutaraldéhyde et
d’osmium est performant pour visualiser les bactéries mais n’est peut-étre pas le plus efficient
pour visualiser la MEC, cible principale des traitements enzymatiques. La MEC étant constituée
principalement d’eau, il est possible que la majorité soit perdue lors des traitements successifs
de fixation et particuliérement lors de la déshydratation a 1’éthanol. Méme, Si quelques
differences ont pu étre observées sur les images, il semble intéressant d’utiliser dans le futur
des méthodes alternatives de préparation des échantillons pour permettre une meilleure
observation de la MEC (comme par exemple la substitution froide a haute pression (Hunter et
Beveridge 2005)).
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3.3.4.2.3. Solutions d’irrigation

La chlorhexidine 2% est bactéricide avec un large spectre. Dans ce travail, le traitement a
la chlorhexidine 2% n’a pas montreé les résultats escomptés, probablement a cause de problémes
de manipulation. Le prétraitement a la cathepsine K n’a pas permis d’améliorer les résultats par
rapport au traitement uniquement a base de chlorhexidine 2%. L’association avec la DNase I
montre un potentiel certain comme thérapeutique anti-biofilm pour améliorer 1’effet bactéricide
mais, comme pour la plupart des résultats, la chlorhexidine 2% utilisée a probablement été mise
en place d’une maniére qui permettait a des facteurs de confusion d’altérer les expérimentations.
Des recherches complémentaires doivent étre menées a la vue des résultats intéressants.
L’association avec la pronase, malgré des résultats prometteurs dans d’autres travaux, n’a pas

éte efficace ici. Enfin, la cellulase n’a montré qu’une efficacité marginale.

L’IKI est un antiseptique large spectre mais d’usage anecdotique en endodontie, car comme
la chlorhexidine 2%, il n’est pas capable de dissoudre la matiére organique. L’usage de la
microscopie confocale avec des marqueurs fluorescents nécessite 1’'usage de concentrations
basses car, avec des concentrations cliniques, la coloration est telle qu’il devient impossible de
distinguer les marqueurs fluorescents. Ainsi, I’efficacité est diminuée par rapport a des

concentrations cliniques. Elle est peu représentative.

3.3.4.2.4. Conclusion de I'étude et ouverture
De ce travail, nous pouvons conclure que nous manquons toujours de connaissances
précises sur la nature du biofilm (Steenackers et al. 2016). Notre modele est probablement a
I’origine d’un biofilm mature complexe et sa structure n’est probablement pas aussi sensible

aux enzymes que dans d’autres études.

Les enzymes ont un potentiel intéressant dans la désorganisation du biofilm. Cependant
pour les utiliser dans les meilleures conditions, une meilleure compréhension du développement
du biofilm, de sa chimie, de ses interactions et de sa structure sont nécessaires. Actuellement,
de nouveaux modeles in vitro qui simulent quelques aspects clés des biofilms nous permettent
de progresser. Une fois leur intérét mis en évidence in vitro, il faudra s’intéresser aux études in

vivo et notamment aux conséquences d’une diffusion au-dela du canal dentaire.

L’utilisation d’enzymes était une premiere pour notre équipe et certains aspects ont été
volontairement simplifiés. L’omission la plus notable eSt que nous n’avons pas pu utiliser
d’inhibiteur enzymatique pour arréter les réactions a un moment précis. Deux raisons justifient

ce choix. Premiérement nous avons essayé d’évaluer un effet face au biofilm et non de
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quantifier précisément celui-ci. L’usage des inhibiteurs doit étre considéré dans les travaux
futurs pour contrdler exactement le temps d’action des enzymes. Deuxiémement, aprés une
exposition d’une nuit a 37° C, il est probable que la majorité des enzymes soit inactivée du fait
de la dénaturation (Robinson 2015).

Jusqu’a présent, les enzymes ont simplement démontré une capacité de dispersion, mais pas
d’effet bactéricide. Ainsi la désinfection a 1’aide de solutions endodontiques traditionnelles est

toujours nécessaire.
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Conclusion

Cette étude pilote explore de nouveaux domaines dans la lutte contre le biofilm,

spécifiquement dans les traitements endodontiques pour lesquels 1’élimination est toujours

impossible a prévoir de facon certaine.

Quelques idées ont émergé de ce travail:

Les thérapies enzymatiques sont une aire intéressante a explorer dans le combat contre
les biofilms notamment dans le cadre du développement de protocoles d’irrigation
personnalisés.

Les enzymes étant assez spécifiques, un travail approfondi est nécessaire sur I’analyse
préalable de la MEC pour pouvoir choisir la bonne cible et la bonne enzyme.
L’association de différentes enzymes est aussi une voie a explorer.

La recherche sur les solutions d’irrigation doit se poursuivre pour pouvoir ameliorer la

synergie avec de nouveaux COmposés.
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Résumé :

Malgré 1’usage de solutions d’irrigation hautement bactéricides telles que 1’hypochlorite de
sodium ou la chlorhexidine au cours du traitement endodontique, les micro-organismes
colonisant I’espace endodontique survivent notamment grace a leur organisation sous forme de
biofilm. Le biofilm est une communauté de micro-organismes protégée par une matrice extra-
cellulaire, limitant ainsi le contact entre les solutions de désinfection et les micro-organismes
cibles. De nouvelles perspectives en recherche s’orientent vers 1’utilisation d’enzymes comme
prétraitement des biofilms, celles-ci ayant déja montré des effets intéressants sur d’autres
biofilms. L’intérét de 1’'usage des enzymes repose dans leur capacité a désorganiser le biofilm
facilitant ainsi le contact entre les solutions de désinfection et les pathogenes.

Ce travail comportera une premiére partie sur les spécificités du biofilm en endodontie, puis
nous ferons un état des lieux des méthodes d’irrigation actuelles et en développement. Enfin, la
derniére partie sera consacrée a la présentation d’une étude in vitro réalisée sur les effets des

pré-traitements enzymatiques sur un modéle de biofilm oral multi-espéces.
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