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1.1. L’organe dentaire et ses structures de soutien  

 
1.1.1. Anatomie et embryogénèse de l’endodonte et du parodonte 

 

L’endodonte désigne les cavités internes de la dent, délimitées par des parois dentinaires 

rigides et leur contenu, la pulpe dentaire (figure 1). La pulpe est un tissu conjonctif lâche spécialisé, 

composé de 75% d’eau et de 25% de matière organique. On distingue habituellement la pulpe 

camérale, située dans la chambre pulpaire en coronaire, de la pulpe radiculaire, contenue dans les 

canaux radiculaires (Galler et al. 2021). La structure histologique de la pulpe n’est pas homogène. Trois 

couches sont classiquement décrites : (i) une zone périphérique hautement spécialisée occupée par 

les odontoblastes, (ii) une région acellulaire, sous-odontoblastique, (iii) une zone centrale, riche en 

cellules (fibroblastes, cellules mésenchymateuses indifférenciées, cellules dendritiques) (Wan et al. 

2015). La vascularisation de la pulpe est dite terminale, issue uniquement d’artérioles (Takahashi et al. 

1982) et l’innervation est assurée par des fibres sensitives et du système nerveux autonome. Le 

complexe vasculo-nerveux pulpaire pénètre dans la cavité pulpaire par le foramen apical. Il joue un 

rôle essentiel dans la vitalité pulpaire et la sensibilité de la dent, élément clé du diagnostic en pratique 

courante. Il participe également à la surveillance et à la réponse immunitaire en cas d’agressions 

bactériennes ou de traumatisme (Galler et al. 2021). 

 

 

 

Le parodonte est la structure de soutien de la dent (figure 2) composée de deux tissus 

minéralisés, le cément radiculaire et l’os alvéolaire et de deux tissus non minéralisés , la gencive et le 

desmodonte (communément appelé ligament alvéolo-dentaire [LAD]). Le parodonte profond est 

classiquement distingué du parodonte superficiel. Le premier, constitué par le cément, le LAD et l’os 

alvéolaire assure l’ancrage de la dent et l’amortissement des contraintes masticatoires (Cho et Garant 

2000). Le second, formé par la gencive et l’attache épithélio-conjonctive protège l’ensemble des 

structures sous-jacentes des agressions microbiennes et traumatiques (Cho et Garant 2000). 
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Table 3 Interrelationship between tooth position and histological changes within dental pulps 

 DegreeⅠ  DegreeⅠ  DegreeIII DegreeⅠ  Total 

Anterior teeth 14 30 32 20 96 

Premolars 6 12 20 4 42 

Molars 11 17 14 57 99 

Total 31 59 66 81 237 
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Figure 1. Photographie histologique d'un 
tissu pulpaire sain. Une dentine (1), une pré-
dentine (2) et une précouche 

odontoblastique pseudo-stratifiée normale 
(3) sont visibles (à gauche) - coloration à 
l 'hématoxyline et à l 'éosine ; grossissement 
original (× 400) (Wan et al . 2015). 
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Le parodonte possède une innervation sensitive, assurée par des récepteurs thermiques et des 

mécanorécepteurs et une innervation autonome (Aars et al. 1993 ; Nanci et Bosshardt 2006 ; Trulsson 

2005). La vascularisation très développée du parodonte est constituée par un réseau d’anastomoses 

de vaisseaux issus des ramifications des artères faciales, maxillaires et sublinguales. Ils se divisent en 

capillaires desmodontaux d’où sont issus les capillaires veineux qui convergent pour former des 

veinules post-capillaires (Matsuo et Takahashi 2002). 

 

 

Figure 2.  Anatomie et structure de la dent et du parodonte (d’après Wolf et al. 2012). 

 

Au cours de l’odontogenèse, l’édification corono-radiculaire et la formation des tissus de 

soutien sont le résultat d’interactions continues et réciproques entre l’épithélium et le mésenchyme 

sous-jacent (Ohshima 2008). Ces interactions se traduisent par l’invagination progressive de 

l’épithélium dans l’ectomésenchyme, décrite selon plusieurs phases successives appelées stades du 

bourgeon, de la cupule et de la cloche (Ohshima 2008). La papille et le follicule dentaires, précurseurs 

de la pulpe et du parodonte, partagent la même origine ectomésenchymateuse. Les cellules du sac 

folliculaire formeront les cémentoblastes, l’os alvéolaire et les cellules desmodontales, tandis que les 

odontoblastes sont issus de la papille dentaire (Ricucci et al. 2021 ; Rotstein 2017 ; Zehnder et al. 2002). 

Au début de l’édification radiculaire, la migration apicale des cellules épithéliales de la gaine de 

Hertwig forme une barrière discontinue entre la papille mésenchymateuse et le sac folliculaire. Une 

continuité majeure persiste en effet de part et d’autre du front épithélial et formera à terme le 

foramen apical (figure 3). 
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A mesure que les cellules épithéliales de la gaine épithéliale de Hertwig entourent la papille dentaire, 

elles initient la différenciation des odontoblastes à partir de cellules ectomésenchymateuses en 

périphérie de la papille dentaire, entraînant la formation de la dentine radiculaire. Des molécules 

sécrétées par la membrane basale de l’épithélium, notamment les protéines dérivées de l’émail, 

jouent également un rôle clé dans la différenciation de cellules du sac folliculaire en cémentoblastes 

(Ohshima 2008). Au cours de l’édification radiculaire, des canaux ectomésenchymateux sont 

incorporés à travers des ruptures de continuité au sein de la gaine de Hertwig et formeront des canaux 

accessoires ou latéraux (Kirkham 1975 ; Singh 2011). Par endroits, des défauts de formation du cément 

peuvent également produire des zones de communication tubulaire entre l’endodonte et le parodonte 

(Ahmed 2012 ; Rotstein 2017 ; Singh 2011). En résumé, la cascade d’événements qui aboutit à la 

formation du complexe dento-parodontal explique l’origine des voies physiologiques de 

communications endo-parodontales. 

 

1.1.2. Voies de communications physiologiques entre l’endodonte et le parodonte  
 

Le concept de « continuum endo-parodontal » a été proposé par Schilder pour illustrer la 

proximité anatomique entre le milieu endodontique et l’environnement parodontal  ainsi que leurs 

implications physiopathologiques (Schilder 1965). La cavité pulpaire et le parodonte sont connectés 

via trois principales voies de communication que sont le foramen apical, les canaux 

latéraux/accessoires et les tubules dentinaires (Gomes et al. 2009 ; Solomon et al. 1995).  

 

Figure 3. Diagramme schématique du processus de 

développement de la dent : (a) E : épithélium ; BL : lame 

basale ; M : mésenchyme ; (b) cellules des crêtes 

neurales entraînent la condensation de l’épithélium avec 

formation de la DL : lame dentaire ; 

EM :  ectomésenchyme ; (c) stade du bourgeon ; (d) 

stade de la cupule : EO : organe de l’émail  ; DP : papille 

dentaire ; DF : foll icule dentaire ; (e) stade de la cloche 

D : dentine ; En : émail  ; CL : boucle cervicale ; (f)  AB : 

améloblastes ; OB : odontoblastes ; (g) HERS : gaine 

épithéliale de Hertwig en formation ; (h) Ma : gaine 

épithéliale de Hertwig en dégénérescence : débris 

épithéliaux de Malassez ; DPu : pulpe dentaire ; (i) G : 

gencive ; PDL : l igament alvéolo-dentaire ; C : cément ; 

AB : os alvéolaire  (Ohshima 2008).  
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Le foramen apical est un orifice d’environ 0,21 à 0,39 mm (Morfis et al. 1994), situé à 

l’extrémité du péri-apex, au niveau du canal principal (figure 4). Il est la voie de passage la plus 

importante et la plus directe entre l’endodonte et le parodonte  (Zehnder et al. 2002). En conditions 

physiologiques, il permet les échanges vasculaires, lymphatiques et nerveux, entre la partie interne et 

l’environnement externe de la dent (Ahmed 2012 ; Rotstein 2017). En cas d’infection pulpaire, il sert 

au passage de métabolites bactériens et médiateurs inflammatoires qui aboutissent à une résorption 

osseuse péri-apicale et la formation d’une lésion péri-apicale (LPA) ou d’une lésion inflammatoire péri-

radiculaire d’origine endodontique (LIPOE). La présence d’un canal unique est exceptionnelle. Des 

foramina, deltas, boucles et furcations sont fréquemment observés à l’extrémité apicale du canal  (Siew 

et al. 2019). 

 

Les canaux latéraux, accessoires et secondaires sont des voies de communication endo-

parodontales mineures (40 à 100 μm) (figure 4), mais fréquentes (Bonaccorso 2014 ; Rotstein 2017 ; 

Venturi et al. 2003). Leur proportion varie entre 1,6% dans le tiers coronaire, 8,8% dans le tiers médian 

et 17% dans le tiers apical des racines (De Deus 1975). Les canaux latéraux sont situés au tiers moyen 

de la racine et perpendiculaires au canal principal (De Deus 1975 ; Kirkham 1975); les canaux 

secondaires sont situés de 1 à 3 mm de l’apex et les canaux accessoires sont des ramifications d’un 

canal secondaire. Au niveau de la furcation, les canaux accessoires sont présents au niveau de 30% à 

60% des molaires (Aksel et Serper 2014 ; De Deus 1975 ; Rotstein 2017).  

  

Les tubules dentinaires (figure 5) s’étendent de façon quasi rectiligne de la pulpe vers la 

jonction cémento-dentinaire. Leur diamètre compris entre 1 et 3 μm diminue avec l’âge , du fait de la 

sclérose dentinaire (Moreinos et al. 2021). Leur densité varie entre 8 000 par millimètre carré au 

niveau de la jonction cémento-dentinaire et 57 000 par millimètre carré à proximité de la pulpe 

(a)

(b)

Figure 4. Exemple de (a) canaux 

secondaires et d’un (b) canal principal 

à l 'apex d'une racine (Moreinos et al. 

2021). 
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camérale (Rotstein 2017; Zehnder et al. 2002). En présence de zones dentinaires exposées du fait de 

l’absence de cément, des tubules dentinaires «  ouverts » peuvent servir de voies de communication 

entre la pulpe et le parodonte. L’absence de cément peut être congénitale ou d’origine pathologique. 

En microscopie électronique, la dentine est exposée dans 18% des cas en général et dans 25% des 

dents antérieures (Rotstein 2017 ; Zehnder et al. 2002).  

 

        

(a)      (b) 

 

1.2. Les lésions endo-parodontales  
 

1.2.1. Définition 
 

Le terme « lésion endo-parodontale » (LEP), désigne une situation clinique où coexistent, au 

niveau d’une même dent, une pathologie parodontale et une pathologie pulpaire (Herrera et al. 2018 

; Papapanou et al. 2018). Elles peuvent se manifester sous une forme aiguë (abcès accompagné de 

douleurs), notamment lorsqu'elles sont associées à une condition traumatique ou iatrogène récente 

(fracture radiculaire ou perforation par exemple), ou sous forme chronique avec peu de symptômes. 

La présence de poches parodontales profondes atteignant (ou à proximité de) l’apex, associées à une 

réponse « anormale » (négative ou altérée aux tests de vitalité pulpaire) sont des signes cliniques 

typiques de LEP. D’autres symptômes associés aux LEP comme la résorption osseuse dans la zone 

apicale ou furcatoire, la douleur spontanée, la douleur à la palpation et à la percussion, l’exsudat 

purulent, la mobilité, la présence d’un trajet fistulaire et de dyschromies dentaires ou gingivales sont 

rapportés dans la littérature (Gomes et al. 2015 ; Herrera et al. 2018). L’hétérogénéité des situations 

cliniques désignées sous l’appellation de LEP et la diversité des termes utilisés pour désigner ces 

situations cliniques très proches voire identiques (« lésions infra-osseuses avec une atteinte péri-

apicale » ou « lésion apico-marginale ») est une source potentielle de confusion. Un récent consensus 

Figure 5. Image de (a) tubules 

dentinaires au microscope 

électronique à balayage 

(Bonaccorso 2014) ; (b) 

bactéries dans les tubules 

dentinaires (Moreinos et al. 

2021). 
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en parodontologie propose que le terme LEP soit réservé aux « LEP vraies », c'est-à-dire celles qui 

touchent à la fois le parodonte et la pulpe (Herrera et al. 2018 ; Papapanou et al. 2018). 

 

1.2.2. Prévalence 
 

La prévalence des LEP varie selon les populations et les définitions/classifications utilisées. 

Deux études récentes (en Inde) l’évaluent entre 14,9% et 17,3% des patients (Altaf et al. 2019 ; 

Prashaanthi et Shantha Sundari 2021). Une autre (en Allemagne), basée sur la classification de Chicago 

2017, estime la fréquence des LEP à 4,9% des patients et 0,4% des dents en patientèle hospitalière 

(Ruetters et al. 2022).   

Les LEP sont plus souvent diagnostiquées chez des patients adultes, de 31-40 ans (Prashaanthi 

et Shantha Sundari 2021) et de plus de 50 ans (Altaf et al. 2019 ; Sepolia et al. 2021). Certaines études 

indiquent une prédominance masculine (Altaf et al. 2019 ; Prashaanthi et Shantha Sundari 2021 ; 

Sepolia et al. 2021). Elles semblent légèrement plus fréquentes à la mandibule  (48,04% à 57,20%) 

(Sepolia et al. 2021) et concernent davantage les molaires (38,65 à 76,92% des dents touchées par une 

LEP et 21,30% pour les « LEP vraies ») (Altaf et al. 2019 ; Cucolo et al. 2021 ; Sepolia et al. 2021). Les 

prémolaires (24,51% à 25,05%), les canines (20,06%) et les incisives (12,34%) sont moins souvent 

touchées (Altaf et al. 2019 ; Sepolia et al. 2021). Il est intéressant de remarquer que les molaires sont 

aussi les dents les plus souvent traitées endodontiquement ou perdues pour raison s parodontales 

(Bahrami et al. 2008 ; Fan et al. 2020 ; Imura et al. 2007 ; Kirkevang et al. 2001 ; Kirkevang et al. 2017 

; Nunn et al. 2012). Dans une étude récente, la pulpe non vitale présentait l'association la plus 

significative avec la perte dentaire chez des patients parodontaux en maintenance depuis plus de 10 

ans, mais les données de la littérature sont contradictoires sur ce point (Kato et al. 2020). 

En résumé, les estimations de la prévalence des LEP montrent des écarts parfois importants, 

probablement liés à la taille et au type d’échantillons étudiés. Les LEP vraies semblent relativement 

peu fréquentes et mal connues. Seulement 31 à 45% des dentistes, souvent des spécialistes, seraient 

compétents pour les diagnostiquer et les prendre en charge, tandis qu’une grande majorité (92%) se 

sent insuffisamment formée (Khandelwal et al. 2020 ; Sepolia et al. 2021). 

 

1.3. Étiologies des lésions endo-parodontales 
 

Comme la parodontite et les LIPOE, les LEP ont une origine multifactorielle (figure 6)(Ahmed 

2012 ; Rotstein 2017 ; Siew et al. 2019). L’expérimentation princeps de Kakehashi et al. ont démontré 

que l’infection bactérienne est indispensable au développement d'une pathologie péri-apicale 

d’origine endodontique. En effet, l’exposition de l’endodonte à  l’environnement buccal n’entraîne 
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aucune pathologie chez les animaux exempts de germes, tandis que les rats contrôles développent 

une nécrose pulpaire et un abcès apical (Kakehashi et al. 1965). Des expérimentations similaires ont 

permis d’établir l’origine infectieuse des lésions parodontales (Socransky et Haffajee 1992). Blomlöf et 

al. ont également constaté que l’infection de la pulpe altérait la cicatrisation de lésions parodontales 

induites chez le singe, quel que soit le stade d’édification radiculaire (Blomlöf et al. 1992). Ces données 

probantes soutiennent que l’infection bactérienne est le principal facteur étiologique de s LEP. 

Cependant, l'implication d’autres agents pathogènes vivants ou non, le rôle clé de la réponse 

inflammatoire, ainsi que de nombreux facteurs favorisant ou facteurs de risque locaux et généraux, 

sont établis ou supposés (Parolia et al. 2013 ; Rotstein 2017).   

 
 
Figure 6. Facteurs étiologiques et contributifs des lésions endo-parodontales (d’après Parolia et al. 2013).  

 

1.3.1. Facteur microbien et mécanismes de destruction tissulaire dans les lésions 

endo-parodontales 
 

Rôle des agents pathogènes vivants 

➢ Les bactéries 

La question des similitudes, différences et interactions potentielles entre la population 

bactérienne de la poche parodontale et du canal dentaire est récurrente dans la littérature  (figure 7). 

De nombreuses études ont examiné la possibilité d’infections croisées entre ces deux compartiments 

dans les LEP avec des résultats variables (Gambin et al. 2021 ; Herrera et al. 2018 ; Ruetters et al. 2021 

; Slots 2017).  

Dans l’ensemble, les analyses microbiologiques traditionnelles ou par PCR montrent que 13,1% à 

62,5% des espèces bactériennes seraient communes aux deux sites (Xia et Qi 2013). Les résultats 

varient selon les études et les techniques, mais un grand nombre d’espèces identifiées dans les canaux 

radiculaires infectés sont des pathogènes parodontaux du complexe rouge et orange, tels que 

Lésions endo-
parodontales

Bactéries 
et autres 

microorganismes 

Bactéries
ü Anaérobies 
ü Anaérobies facultatives
ü Aérobies ( rarement)
Levures et virus
ü Candida albicans
ü Virus de l’Herpès
ü Cytomégalovirus humain 
ü Virus Epstein-Barr

Agents 
extrinsèques 

et 
intrinsèques

Agents extrinsèques
ü Résidus de dentine et de cément
ü Matériaux d’obturation 
ü Matériaux de restauration
ü Fibres de pointes de papier
ü Fibres de cordonnets de rétraction
ü Résidus alimentaires
ü Spicules de tartre
Agents intrinsèques
ü Restes épithéliaux de Malassez
ü Cholestérol 
ü Crisaux de Charcot-Leyden
ü Corps de Russel
ü Corps hyalin de Rushton

Facteurs 
contributifs 

Facteurs 
étiologiques

Pathogènes 
non vivants

Pathogènes 
vivants

Communication endo-parodontale 
ü Traumatismes
ü Fractures verticales
ü Résorptions
Anomalie de développement 
ü Perles d’émails 
ü Sillons radiculaires 
Traitements inadéquats, iatrogènes
ü Perforations
ü Traitment endodontique inadéquats
ü Restaurations coronaires non étanches
ü Instrumentation sous gingivale trop invasive
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Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia (Cucolo et al. 2021) et 

Prevotella intermedia (Didilescu et al. 2012 ; Gambin et al. 2021 ; Herrera et al. 2018 ; Rovai et al. 

2019). Selon d’autres études utilisant des techniques moléculaires "ouvertes"  (le séquençage de 

nouvelle génération [NGS], l’électrophorèse sur gel en gradient dénaturant [DGGE], le clonage et le 

séquençage),  le microbiote endodontique est moins complexe et moins diversifié que celui de la poche 

parodontale (Lopes et al. 2021). Des taxons tels que Enterococcus faecalis, Filifactor alocis, issus du 

genre Desulfobulbus, Dialister, Fretibacterium, ou Rothia, peu décrits dans les parodontites, ont été 

identifiés dans les canaux radiculaires (Herrera et al. 2018 ; Li et al. 2014). Des travaux récents 

identifient cependant, que ces familles de bactéries seraient également associées aux parodontites 

(Oliveira et al. 2016 ; Pérez-Chaparro et al. 2014). En résumé, la littérature ne montre pas de 

différences majeures entre la population bactérienne de la poche parodontale et des canaux 

radiculaires. Au-delà de potentielles infections croisées, cette proximité est le résultat probable de 

l’adaptation de biofilms bactériens complexes à des écosystèmes comparables en termes de 

nutriments et de conditions environnementales anaérobies notamment.  

 

(a)      (b) 

Figure 7. Prévalence d’espèces bactériennes obtenues par hybridation ADN-ADN en damier à partir 

d’échantil lons issus de : (a) l ’endodonte et (b) du parodonte de lésions endo-parodontales (Rovai et al. 2019).  
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➢ Autres microorganismes   

Les fungi, en particulier Candida albicans, font partie des autres pathogènes associés aux 

infections endodontiques persistantes et aux LEP. C. albicans est un micro-organisme opportuniste, 

pathogène commensal chez les humains en bonne santé. Il peut provoquer des infections, parfois 

graves chez l’immunodéprimé. Ses nombreux facteurs de virulence (invasion tissulaire, hémolyse entre 

autres) et ses capacités d’adaptation (adhésion épithéliale, formation de biofilms) en font un 

pathogène difficile à éradiquer (Gomes et al. 2017 ; Sardi et al. 2011). C. albicans a été détecté dans 

21% des canaux radiculaires infectés et il est fréquemment isolé chez les patients adultes atteints de 

parodontite (Rotstein 2017). Gomes et al. l’ont isolé à la fois dans les canaux pulpaires et les poches 

parodontales chez 40% des patients présentant une LEP (Gomes et al. 2017).  

Des études de plus en plus nombreuses suggèrent l’implication  de virus dans l’étiologie des 

pathologies parodontales et endodontiques. Glick et al. ont été les premiers à détecter un virus (HIV) 

dans la pulpe dentaire chez un patient immunodéprimé (Glick et al. 1989). La présence d’Herpèsvirus 

communs (HSV, EBV, CMV) a ensuite été observée dans les poches parodontales, et plus récemment 

dans les canaux radiculaires et les lésions apicales (Rajasekaran et al. 2016). Cependant, leur rôle précis 

reste débattu. Ils pourraient agir comme cofacteurs, responsables de l’augmentation de la proportion 

de certaines bactéries telles que P. gingivalis, P. nigrescens, T. denticola, P. intermedia et A. 

actinomycetemcomitans (Rajasekaran et al. 2016 ; Rotstein 2017). D’autres études suggèrent un effet 

potentiel sur la réactivation de lésions non symptomatiques (Rotstein 2017).  

 

Agents pathogènes non vivants 

L’analyse anatomopathologique de lésions apicales, dans des rapports de cas le plus souvent, 

étaye le rôle possible d’agents extrinsèques ou intrinsèques dans l ’inflammation des tissus péri-

radiculaires ou les échecs de traitements (Karamifar 2020). Cependant, il est difficile d’établir le rôle 

causal de ces agents pathogènes non vivants sur la seule base des rapports de cas qui ont constaté 

leur présence souvent fortuite (Karamifar 2020). Les agents extrinsèques ou corps étrangers décrits 

comprennent des résidus de dentine ou de cément (Holland et al. 1980 ; Wong et al. 1989), des 

matériaux d’obturation ou de restauration (Parolia et al. 2013 ; Rotstein 2017 ; Siew et al. 2019), des 

fibres provenant de pointes de papier ou de cordonnets de rétraction (Koppang et al. 1989), des 

résidus alimentaires (Philipsen et Reichart 2010) ou des spicules de tartre. Les agents intrinsèques 

peuvent être des résidus embryonnaires de l’odontogénèse (restes épithéliaux de Malassez) (Seltzer 

et al. 1969), des cristaux (cholestérol ou de Charcot-Leyden) et d’autres structures (corps de Russel, 

corps hyalin de Rushton) issus de la lyse de cellules inflammatoires (El-Labban 1979 ; Nair 2006 ; 

Rotstein 2017).  
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Mécanismes de destruction tissulaire dans les lésions endo-parodontales  

Les études de la réponse immune de l’hôte et de mécanismes de destruction tissulaire, 

potentiellement spécifiques, dans les LEP sont quasi inexistantes. A ce jour, seule une étude récente a 

étudié la réponse inflammatoire dans les LEP, en se limitant au dosage de biomarqueurs pré 

sélectionnés (interleukines [IL-1α, -1β], facteur de nécrose tumorale [TNF-α], prostaglandine E2 

[PGE2], métalloprotéinases matricielles [MMP-2, -3, -8, -9 et -13]) avant/après traitement 

endodontique (Duque et al. 2019). Cependant, des similitudes étiopathogéniques remarquables entre 

les LIPOE et la parodontite offrent une base pour la compréhension des mécanismes de destruction 

tissulaire dans les LEP (figure 8) (Graves et al. 2011 ; Karteva et Manchorova-Veleva 2020).  

Les LIPOE sont associées à une contamination bactérienne et une nécrose pulpaire, qui 

évoluent typiquement en quatre étapes : (i) l’exposition et la contamination pulpaire, (ii) 

l’inflammation et la nécrose de la pulpe dentaire, (i ii) le développement d'une inflammation dans la 

zone péri-apicale et (iv) la résorption osseuse péri-apicale associée à la formation de granulomes ou 

de kystes (Graves et al. 2011). De même, la destruction de l’attache et la formation de la poche 

parodontale sont initiées par l’accumulation du biofilm dans le sillon gingival qui déclenche la réponse 

de l'hôte et aboutit à la destruction de l’attache épithélio-conjonctive et la résorption de l’os alvéolaire 

(Page et Schroeder 1976). Il n’est donc pas surprenant que les mêmes acteurs cellulaires de l’immunité 

innée et adaptative (polymorphonucléaires [PMN], macrophages, cellules TH1, TH2, TH17, 

lymphocytes B, ostéoclastes) et médiateurs (IL-1β, IL-6, IL-17, TNF-α, RANKL/OPG) soient impliqués 

dans les deux pathologies (Karteva et Manchorova-Veleva 2020). Parmi les médiateurs cellulaires, les 

PMN et les cytokines jouent un rôle clé dans la régulation de l'activité des cellules inflammatoires, la 

destruction et le remaniement tissulaire. De nombreuses études ont mis en évidence leurs effets 

parfois contradictoires sur la résorption osseuse parodontale et endodontique (Graves et al. 2011). Les 

raisons de ces paradoxes apparents ne sont pas élucidées. Parmi les médiateurs pro-inflammatoires 

décrits, TNF-α et IL-6, jouent un rôle régulateur dans la réponse immunitaire innée. Le TNF-α induit la 

résorption osseuse et tissulaire par : (i) une activation des leucocytes et des cellules endothéliales, (ii) 

une stimulation de la production de chimiokines, et (iii) une régulation à la hausse de PGE2 et des 

MMPs impliquées dans la dégradation du tissu conjonctif (Karteva et Manchorova-Veleva 2020). L’IL-

6 stimule : (i) la production de RANKL, (ii) l'ostéoclastogenèse, et (iii) la résorption osseuse (Graves et 

al. 2011). 
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1.3.2. Facteurs contributifs  
 

De nombreux facteurs contributifs, parfois abusivement qualifiés de facteurs de risque, 

peuvent favoriser le développement et la progression d’une LEP. Ils peuvent être regroupés en (i) 

communications pathologiques entre l’endodonte et le parodonte, (ii) anomalies du développement 

dentaire et (iii) traitements inadéquats (Siew et al. 2019 ; Rotstein 2017). Compte tenu des nombreuses 

voies de communications entre le parodonte et la pulpe, les effets réciproques des maladies 

parodontales sur l’état pulpaire et de l’infection endodontique sur la perte d’attache sont souvent 

décrits comme un aspect de l’étiologie des LEP, mais cette hypothèse reste controversée (Harrington 

et al. 2002 ; Kirkham 1975 ; Rotstein 2017). Enfin, le rôle des facteurs de risque comportementaux ou 

médicaux de la parodontite ou des pathologies apicales dans les LEP est une hypothèse de plus en plus 

étudiée (Moreinos et al. 2021 ; Schmidt et al. 2014).    

 

Communications pathologiques entre l’endodonte et le parodonte 

Les traumatismes dentaires et les lésions dento-parodontales qu’ils engendrent peuvent être 

à l’origine de LEP, lorsque les atteintes concernent la racine dentaire et/ou la pulpe (Rotstein 2017 ; 

Siew et al. 2019). En particulier, les fractures verticales (« vertical root fracture » VRF) offrent une niche 

pour la contamination bactérienne le long de la racine, provoquant une inflammation des tissus 

parodontaux (Singh 2011). Elles peuvent survenir suite à un traumatisme externe ou interne 

(obturation endodontique ou pose de tenon radiculaire) (Moreinos et al. 2021; Singh 2011). Tamse et 

al. ont constaté la présence d’une poche parodontale étroite dans 67% des cas de VRF (Tamse et al. 

1999). En cas d’infection parodontale, une nécrose pulpaire consécutive à la dissémination 

bactérienne à travers le trait de fracture est possible (Al-Fouzan 2014). 

 

Figure 8. Régulation par les 

cytokines de la dégradation 

de la matrice et de la 

résorption osseuse dans les 

environnements 

parodontaux et péri -

apicaux. (D’après Graves et 

al. 2011 ; Karteva et 

Manchorova-Veleva 2020). 
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Les résorptions dentaires sont des pertes de substance dentaire provoquées par l’activité de 

cellules clastiques appelées odontoclastes. Leur prévalence est estimée entre 13% et 16% des patients 

(Potarnichie et al. 2012). Elles sont souvent liées à des agressions physiques, chimiques et toxiques sur 

des dents traitées endodontiquement et/ou avec un antécédent de traumatismes (Rotstein 2017). La 

perte d’intégrité radiculaire et a fortiori la présence d’une perforation pour les lésions les plus 

étendues, crée une communication endo-parodontale pouvant induire la nécrose pulpaire. De même, 

l’inflammation pulpaire chronique peut entraîner une résorption interne qui aboutit à une perforation 

et des complications parodontales (Moreinos et al. 2021 ; Singh 2011).  

 

Anomalies du développement dentaire 

Certaines anomalies du développement dentaire peuvent augmenter le risque parodontal 

local, en favorisant l’accumulation bactérienne et la destruction tissulaire, ou en compliquant l’accès 

à l’instrumentation et la réponse au traitement. C’est le cas des perles d’émail, retrouvées dans 1,1% 

à 9,7% des cas, généralement au niveau des racines des molaires (Fonzi et al. 1992 ; Moreinos et al. 

2021 ; Xie et al. 2017) ou des sillons radiculaires, plus fréquemment situés sur la face palatine des 

incisives latérales maxillaires (1,9% à 14% des cas) (Moreinos et al. 2021 ; Rotstein 2017 ; Siew et al. 

2019). Ces anomalies peuvent expliquer la présence de poches parodontales localisées atteignant le 

péri-apex.  

 

Traitements inadéquats, iatrogènes et leurs complications 

Des traitements endodontiques, parodontaux ou restaurateurs inadaptés et/ou iatrogènes 

sont des sources potentielles de communications endo-parodontales indésirables et d’inflammation 

chronique pouvant aboutir à des pathologies parodontales, péri -apicales ou combinées. C’est le cas 

notamment : 

(i) des perforations endodontiques, qui surviennent le plus souvent pendant l'instrumentation 

du canal radiculaire (43% des cas) et la préparation du canal pour un ancrage prothétique (53% des 

cas) (figure 9) (Moreinos et al. 2021 ; Rotstein 2017 ; Singh 2011),  

(ii) des traitements endodontiques inadéquats qui favorisent la réinfection du canal et le 

développement ou la persistance d’une lésion apicale chronique (Singh 2011),  

(iii) des restaurations coronaires non étanches qui sont une source de recontamination du 

canal et d’échec du traitement endodontique (82% d’échecs avec une restauration défectueuse contre 

9% avec une obturation coronaire étanche) (Ray et Trope 1995),  

(iv) d’une instrumentation sous-gingivale trop invasive qui peut altérer l’intégrité du cément 

et provoquer l’exposition des tubules dentinaires, favorisant une agression chronique de la pulpe (Al-

Fouzan 2014 ; Herrera et al. 2018 ; Rotstein 2017 ; Siew et al. 2019 ; Singh 2011).  
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Effets réciproques des pathologies endodontiques et parodontales : données et 

controverses 

- Effet de l’état pulpaire sur la perte d’attache et la cicatrisation parodontale   

Cette hypothèse s’appuie notamment sur une série de publications des années 90, issues pour la 

plupart de la même cohorte de patients, qui ont associé la présence d’une LPA à une profondeur de 

poche plus importante (+0,2 à 0,7 mm) ou une progression accélérée de la perte osseuse marginale 

(0,19 mm/an vs 0,06 mm/an) (Ehnevid et al. 1993a; 1993b ; Jansson et al. 1993a ; 1993b ; Jansson et 

al. 1995). Une autre étude a rapporté de meilleurs résultats en termes de gain osseux après le 

traitement chirurgical de défauts infra-osseux au niveau de dents pulpées par rapport aux dents 

traitées endodontiquement (65% contre 33%) (Sanders et al. 1983). Cependant, les nombreux 

traitements endodontiques inadéquats inclus dans ces études et la pertinence clinique des différences 

constatées apparaissent comme un biais sérieux à l’interprétation de ces données. L’association 

suggérée dans ces travaux historiques entre la présence d’une LPA et l’état parodontal n’a pas pu être 

confirmée par des études plus rigoureuses (Nyman et Lindhe 1979 ; McGuire et Nunn 1996). En 

résumé, l’effet du statut endodontique sur le risque de perte d’attache  apparait négligeable s’il existe. 

De même, un faisceau cohérent d’arguments indique que lorsque le traitement endodontique est de 

bonne qualité, la réponse au traitement parodontal de la dent dépulpée et de la dent pulpée sont 

comparables (Harrington 1979).    

 

- Effet de la pathologie parodontale sur l’état pulpaire 

Quelques études histologiques antérieures aux années 80,  ont rapporté des signes de 

dégénérescence pulpaire au niveau de dents indemnes de caries présentant des lésions parodontales 

sévères (Seltzer et al. 1969 ; Langeland et al. 1974) mais ces observations sont contredites par des 

analyses plus récentes (Czarnecki et Schilder 1979 ; Jaoui et al. 1995 ; Torabinejad et Kiger 1985). Par 

ailleurs, les données probantes cliniques minimisent ou réfutent le rôle potentiel de la parodontite 

comme facteur causal de nécrose pulpaire. En effet, chez des patients atteints de parodontite sévère 

Figure 9. Exemple de fracture 

radiculaire verticale d’origine 

iatrogène, l iée à la contrainte 

mécanique du tenon 

prothétique (courtoisie Pr 

Agossa). 
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traitée et en maintenance, très peu de dents nécessitent à long terme un traitement endodontique 

pour cause parodontale, quelle que soit la sévérité de l’atteinte parodontale (Bergenholtz et Nyman 

1984 ; Jaoui et al. 1995). Dans de rares cas, seule une perte osseuse atteignant l'apex de la racine 

pourrait potentiellement altérer le paquet vasculo-nerveux  et provoquer une nécrose pulpaire 

(Moreinos et al. 2021 ; Rotstein 2017 ; Wan et al. 2015).  

En conclusion, malgré l’existence de voies de communication endo-parodontales évidentes, les 

influences réciproques entre les pathologies endodontiques et parodontales apparaissent très 

limitées.   

 

Rôle des facteurs de risque médico-comportementaux 

La grande majorité des études menées sur les LEP excluent les patients atteints de maladies 

systémiques ou ne présentent pas de groupe contrôle adéquat. Par conséquent, peu de preuves 

directes montrent l’effet de facteurs médico-comportementaux sur l’apparition ou la progression des 

LEP. Cependant, il fait sens de penser que les facteurs de risque médicaux des parodontites, comme le 

diabète, pourraient augmenter le risque de LEP, puisqu’elles sont associées à la présence de lésions 

parodontales plus sévères (Gambin et al. 2021 ; Segura-Egea et al. 2015). Des études récentes 

suggèrent également l’existence de liens entre les pathologies péri-apicales d’origine endodontique et 

la santé générale (Kumar 2019 ; Liccardo et al. 2019 ; Preshaw et al. 2012 ; Segura-Egea et al. 2015). 

Gomes et al. ont observé une augmentation significative de la prévalence et de la virulence de C. 

albicans dans les LEP de patients diabétiques par rapport aux non diabétiques (87,5% contre 50%). Ils 

expliquent ce résultat par les effets du diabète sur le microbiote oral (Gomes et al. 2017). D’autres 

études suggèrent une susceptibilité accrue aux infections apicales chez les patients atteints de 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) (Agossa et al. 2021 ; Halme et al. 1993 ; Piras 

et al. 2017 ; Poyato-Borrego et al. 2020). L'une d'entre elles indique même une association avec 

l’activité de la MICI (Halme et al. 1993). A l’inverse, les traitements biologiques comme les anti-TNF 

administrés à ces patients pourraient avoir un effet positif sur la cicatrisation de ces lésions (Piras et 

al. 2017).  

 Le tabac est également un facteur de risque reconnu des parodontites , dont il augmente 

fortement le risque d’apparition, de progression et dont il diminue la réponse au traitement (Leite et 

al. 2018). L’effet du tabac sur le risque ou la sévérité des lésions péri-apicales est controversé (Duncan 

et Ford 2006 ; Segura-Egea et al. 2015). Cependant, le tabac semble réduire les chances de succès du 

traitement de lésions péri-apicales et serait associé aux LPA persistantes (OR = 1,16 ; 95% CI = 1,07–

1,26 ; p = 0,0004) (Cabanillas-Balsera et al. 2020 ; Segura-Egea et al. 2015).  
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1.4. Classifications et diagnostic des lésions endo-parodontales 

 
1.4.1. Classifications historiques  

 

De nombreuses classifications ont été décrites pour le diagnostic des LEP, en se basant sur 

l’origine de la pathologie, son évolution, ses caractéristiques cliniques ou le traitement requis (Ahmed 

2012 ; Bonaccorso 2014 ; Peeran et al. 2021) (tableau 1). La plus répandue est celle de Simon (1972), 

qui prend en compte la cause primaire de la maladie (Moreinos et al. 2021) et comprend 5 catégories 

(Simon et al. 1972) :  

(i) les lésions endodontiques primaires : la réponse pulpaire est anormale (ou la nécrose est avérée), 

mais la maladie parodontale est exclue compte tenu du niveau des crêtes osseuses proximales ,  

(ii) les lésions endodontiques primaires avec une atteinte parodontale secondaire : la pathologie 

pulpaire non traitée entraîne une atteinte des structures parodontales, 

(iii) les lésions parodontales primaires : la sensibilité pulpaire est normale (ou la pulpite est réversible 

mais la nécrose écartée), cependant, la progression de la lésion parodontale peut atteindre l'apex, 

(iv) les lésions parodontales primaires avec une atteinte endodontique secondaire : la progression de 

la parodontite peut conduire à une nécrose pulpaire, 

(v) les lésions parodontales « vraies » associées ou combinées : la nécrose pulpaire et les signes de 

parodontite sont avérés. 

Cette classification a été tour à tour simplifiée (Rotstein et Simon 2004), parfois en la limitant 

aux LEP vraies (Abbott et Salgado 2009), ou au contraire détaillée (Al-Fouzan 2014). Son principal 

inconvénient est d’être basée sur l’historique de la pathologie, souvent inconnu au moment du 

diagnostic. Par ailleurs, la distinction de certaines catégories (classes iv et v par exemple) , dans 

lesquelles à la fois le traitement endodontique et parodontal sont requis, apparaît peu pertinente 

(Simon et al. 1972).     
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Tableau 1. Évolution des classifications des lésions endo-parodontales (d’après Bonaccorso 2014 ; Ahmed 2012 

; Peeran et al. 2021).  

 

Auteurs (date) Classifications 

Cri tères de classification    
Simon et al (1972) 
repose sur l'étiologie et l'évolution 

 
Classe I  : Lésion endodontique primaire  
Classe II : Lésion parodontale primaire  
Classe III : Maladie endodontique primaire avec atteinte parodontale secondaire 
Classe IV : Maladie parodontale primaire avec atteinte endodontique secondaire 
Classe V : Lés ion combinée vraie  

Rotstein et Simon (2004) 
repose sur l'étiologie et l'évolution 

 
Classe I  : Maladie endodontique primaire 
Classe II : Maladie parodontale primaire 
Classe III : Maladies combinées : 
A) Une maladie endodontique primaire avec une atteinte parodontale secondaire  

B) Une maladie parodontale primaire avec atteinte endodontique secondaire 
C) Les  véri tables maladies combinées 

Abbott et Salgado (2009) 

repose sur l 'étiologie des lésions 
endo-parodontales combinées  

 

1) Maladies endodontiques et parodontales concomitantes sans communication  
2) Maladies endodontiques et parodontales concomitantes avec communication   

  
 

Force (2011) Classe 1 : Lés ions parodontales induites par la plaque dentaire 
repose sur l 'étiologie Classe 2 : Lés ions parodontales d'origine endodontique 
  Classe 3 : Lés ions endo-parodontales combinées 
  Classe 4 : Pseudo lésions endo-parodontales, pour les situations dans lesquelles les 

examens cl iniques et radiologiques initiaux indiquent des sources endodontiques et 
parodontales 

Ahmed (2012)    
Classe I  : Lésion endo-parodontales synchrones 

  Classe II : Lésions pulpaires 
  1. Modèle pathologique localisé 
  2. Modèle de distribution unilatérale 
  Classe III : Lésions parodontales avec atteinte pulpaire ultérieure  

  1. En développement 
  2. Non développées 
  Classe IV : Lésions endo-parodontales indépendantes 

  Classe V : Lés ions endo-parodontales iatrogènes 
  1. Procédures endodontiques provoquant des lésions parodontales 

  2. Procédures parodontales provoquant des lésions pulpaires 
  3. Procédures non endodontiques/non parodontales provoquant des lésions endo-

parodontales 

  Classe VI : Lésions endo-parodontales avancées 
  1. Lés ions endo-parodontales avancées avec implication parodontale indépendante 
  2. Lés ions endo-parodontales avancées sans atteinte parodontale indépendante 
  Classe VII : Lésions endo-parodontales indéfinies 
Al-Fouzan(2014)  

1) La  maladie parodontale rétrograde : 
a . Lés ion endodontique primaire avec drainage à  travers le ligament parodontal  

  b. Lés ion endodontique primaire avec atteinte parodontale secondaire  
  2) Lés ion parodontale primaire  
  3) Lés ion parodontale primaire avec atteinte endodontique secondaire  
  4) Lés ion combinée endo-parodontale  
  5) Lés ion parodontale iatrogène. 
  1. Dent qui ne nécessite qu'un tra itement endodontique  
  2. Dent qui ne nécessite qu'une thérapie parodontale 
  3. Dent nécessitant une thérapie endodontique et parodontale 

  4. Dent destinée à  être extraite   
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1.4.1. Classification de Chicago 
 

Un nouveau système de diagnostic des LEP a récemment été proposé dans le cadre de la 

classification des maladies et conditions parodontales dite de Chicago 2017 (Papapanou et al. 2018). 

Selon ce système, le diagnostic et la classification des LEP reposent sur l'état actuel de la lésion et le 

pronostic de la dent concernée, afin d’orienter la thérapeutique et la décision de conservation ou 

d’extraction (Herrera et al. 2018). Il tient compte de (i) l’intégrité radiculaire (présence/absence de 

fracture ou de perforation), (ii) l’état parodontal (présence/absence de parodontite) et (iii) l’étendue 

de la destruction tissulaire autour de la dent (figure 10) (Herrera et al. 2018). 

 

 

Figure 10. Classification des lésions endo-parodontales (Chicago 2018) (Herrera et al. 2018). 

 

1.4.2. Aspects cliniques et radiologiques  

 

Compte tenu de la grande variété de situations cliniques possibles et de l’absence de signe 

pathognomonique, le diagnostic de LEP est basé sur un faisceau d’éléments cliniques et paracliniques 

(Corbet et al. 2009 ; Dakó et al. 2020 ; Guglielmi 2021 ; Parolia et al. 2013 ; Ruetters et al. 2021). Les 

principaux critères rapportés dans la littérature sont résumés dans le tableau 2. Une importance 

particulière est accordée au sondage parodontal de proche en proche, décrit comme ponctiforme 

et/ou arciforme selon la présence d’une fistule desmodontale, d’une poche parodontale ou d’une LEP 

vraie (figure 11) (Harrington 1979). Ces éléments orientent le diagnostic différentiel mais peuvent être 

inconstants. En cas de fistule, l’exploration à l’aide d’un matériel radio-opaque semi-rigide (cône de 

gutta le plus souvent) peut permettre l’identification de la de nt/racine causale sur un cliché 

radiographique (Dakó et al. 2020 ; Parolia et al. 2013). Le test de sensibilité ou de vitalité pulpaire, 

réalisé à l’aide de différents stimuli (thermiques ou électriques le plus souvent) (Sonde et Edwards 

2020) est l’autre élément essentiel du diagnostic (Farughi et al. 2021 ; Neves et al. 2017 ; Roy et al. 

2008) et un critère clé de décision thérapeutique. Sa fiabilité et sa reproductibilité sont cependant 
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variables, en particulier pour les dents pluriradiculées et les dents restaurées (Almutairi et al. 2021 ; 

Neves et al. 2017). Certains auteurs préconisent dans les lésions les plus sévères un traitement 

endodontique « préventif » quelle que soit la réponse au test, mais cette approche ne fait pas 

consensus (Cortellini et Tonetti 2015 ; Kwon et al. 2013).   

 

         (a)                   (b)        (c) 

Figure 11. Sondage des lésions endo-parodontales (LEP) : (a) lésion endodontique : sondage ponctiforme ; (b) 

lésion parodontale : sondage arciforme ; (c) LEP : sondage ponctiforme et arciforme (Harrington 1979 [in Rangé 

2007]).  

 

Les radiographies sont souvent indiquées pour confirmer la présence, l’étendue de la lésion 

endo-parodontale et l’intégrité radiculaire. Elles orientent également sur l’existence de causes 

iatrogènes et, en cas d’exploration de fistule, sur la dent/racine causale (Bonaccorso 2014 ; Dakó et al. 

2020). La radiographie rétro-alvéolaire (RA) est l’examen de choix en première intention (Corbet et al. 

2009 ; Ruetters et al. 2021). Dans les LEP, la RA met généralement en évidence une radioclarté le long 

de la racine, dans la furcation ou sous la forme d’une lésion infra-osseuse atteignant (ou proche de) 

l’apex (Dakó et al. 2020 ; Parolia et al. 2013). Certains aspects, en « doigt de gant » (J-shaped) seraient 

typiques de fracture radiculaire, mais sont inconstants (Moreinos et al. 2021 ; Farmakis et al.  2012).  

Les radiographies 3D telles que le CBCT (cone beam computed tomography), ont été 

introduites pour pallier l’aspect bidimensionnel de la RA (Gbadebo et al. 2014 ; Farmakis et al. 2012). 

Elles offrent des informations utiles au diagnostic et à la planification thérapeutique notamment 

chirurgicale (Gbadebo et al. 2014). Lofthag-Hansen et al. ont comparé le CBCT à la RA pour le diagnostic 

de pathologies péri-apicales. Dans 32 des 46 cas (70%), le CBCT apportait des informations pertinentes 

supplémentaires, y compris la présence d'une communication entre le péri-apex et le parodonte 

marginal (Lofthag-Hansen et al. 2007). Des résultats similaires ont été rapportés par Low et al. pour 

les molaires maxillaires (Low et al. 2008). G et al. ont récemment comparé la fiabilité diagnostique de 

la RA et du CBCT à l’examen visuel direct en per-opératoire (G et al. 2021). Ils confirment la supériorité 

du CBCT pour la détection de résorptions radiculaires (100% contre 88%), de lésions apicales (100% 

contre 91%) et de communications apico-marginales (67% contre 17,7%) (G et al. 2021). Un tiers 

environ des communications apico-marginales restent donc indétectables, même au CBCT, et 

soulignent le caractère complémentaire des examens radiographiques.  
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Tableau 2. Éléments de diagnostic d’une lésion endo-parodontale (LEP). 
 

LEP avec atteinte de l'intégrité radiculaire LEP sans atteinte de l'intégrité 
radiculaire  

Fracture/Fêlure Résorption Perforation Patient non 
atteint de 

parodontite  

Patient atteint de 
parodontite 

Douleur  Légère ou sourde à 
la  mastication  

+/ - spontanée +/-  présente +/-  présente +/-  présente 

Examen 
clinique 

Inspection  

 
 

Fêlure : micro-
fracture 

+/- gonflement 

 
 

pink spot s i atteinte 
supra-gingivale  

 
 

Exsudat de pus à  
l 'endroit de la 

perforation 

+/- gonflement, 
abcès 

parodontal et 
inflammation 

chronique de la 
gencive 

 
 

+/- gonflement, 
exsudat purulent  
et a l tération de la 

couleur de la 
couronne  

 
 

Inflammation gingivale 
plaque et tarte 

récessions 

+/- gonflement, 
exsudat purulent et 

a l tération de la 
couleur de la couronne 

 

 

Pa lpation  

 

+/- abcès parodontal 
a igu 

 
 

+/ - douloureuse 

 

+/ - douloureuse 

 

+/ - douloureuse 

 

Percussion  

 

+/ - douloureuse 

 
 

+/ - douloureuse 

 
 

+/ - douloureuse      

Mobi lité  +/ - mobile +/ - mobile 
 

+/ - mobile Mobi lité généralisée 

 
Test de la 
dent fê lée 

(test de 
morsure)  

 
Pos i tif  

   
 

+/- pos itif 

 
Test de 

sensibilité 

pulpaire 
 

Sondage 

parodontal 
 

Examen 
radiologique 

 
+/- pos itif 

 
Négatif 

 
+/- pos itif 

 
Négatif 

 
Négatif      

 
 

Poncti forme 

 
 
 

Poncti forme 

 
 

Poncti forme et 

arci forme 

 
 

Poncti forme et 

arci forme pour la LEP 
Arci forme sur les 

autres dents 

Tractus  

s inusal 

Présent Absent Présent +/- présent +/- présent 
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1.5. Traitement et pronostic des lésions endo-parodontales  

 

La plupart des données sur le traitement des LEP provient de rapports ou de séries de cas. Un 

essai contrôlé randomisé évalue l’efficacité de traitements complémentaires chirurgicaux (Tewari et 

al. 2018). Schmidt et al. ont analysé les stratégies de traitement des LEP décrites dans 5 séries de cas 

et 18 rapports de cas (Schmidt et al. 2014). Dans toutes les études, le traitement initial consistait en 

un traitement canalaire. Dans une étude sur trois environ, la décision de traitements parodontaux 

complémentaires dépendait de la réponse au traitement endodontique. Dans les autres, un traitement 

combiné endodontique et parodontal (non chirurgical et/ou chirurgical) était systématiquement 

réalisé. Les techniques chirurgicales comprenaient un lambeau d’assainissement seul ou combiné à 

des procédures régénératrices ou résectrices. Dans l’ensemble, une  réduction significative de la 

profondeur de poche est rapportée entre 6 et 12 mois (Schmidt et al. 2014). Dans les LEP de grades 2 

et 3, le traitement combiné endodontique et parodontal apparaît plus efficace que le traitement 

endodontique seul, en termes d’amélioration des paramètres cliniques, du gain osseux radiographique 

et des symptômes subjectifs (Fan et al. 2020). 

 

1.5.1. Thérapeutiques endodontiques 

Non chirurgicales 

Le traitement endodontique conventionnel (orthograde) est la thérapeutique de première 

intention pour éliminer l’infection d’origine pulpaire et contrôler les voies de contamination endo-

parodontale, afin de créer les conditions biologiques propices à la cicatrisation péri -apicale (Dioguardi 

et al. 2019 ; Karamifar 2020 ; Siqueira et Rôças 2013). Sa mise en œuvre repose sur les 3 principes de 

nettoyage, de mise en forme et d’obturation canalaire tridimensionnelle («  cleaning, shaping and 

sealing ») décrits par Schilder en 1974 (Schilder 1974).   

Dans certaines situations, la cicatrisation parodontale partielle ou complète de la LEP est 

possible après le traitement endodontique seul. Haueisen et al. ont observé la fermeture de poches 

localisées (fistules) et des signes radiographiques de cicatrisation dans la quasi -totalité des cas traités 

(10 à 20 dents) après le traitement endodontique seul  (Haueisen et al. 2000). Parmi les molaires 

traitées, deux-tiers montraient une résolution de l’atteinte de la furcation après le traitement 

endodontique (Haueisen et al. 2000). Ruetters et al. ont également étudié l’effet du traitement 

endodontique seul sur la cicatrisation parodontale de LEP de grade 3 (19 dents chez 13 patients) 

(Ruetters et al. 2021). Une réduction d’au moins 50% de la profondeur de poche initiale a été 

enregistrée au niveau de 8 dents (-3.19 ± 3.41 mm) et une amélioration du score radiologique au 

niveau de 5 dents à 6-12 mois.        
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Lorsque l’état pulpaire est incertain, l’indication du traitement endodontique est 

controversée. Certaines données cliniques et histologiques soutiennent que des LEP atteignant l’apex 

peuvent être traitées avec succès en préservant la vitalité pulpaire si l’origine parodontale de la lésion 

est établie (Langeland et al. 1974 ; Gold et Moskow 1987). Dans d’autres études, le traitement 

endodontique préventif est recommandé, pour prévenir une nécrose tardive ou secondaire à 

l’instrumentation de la région apicale lors de la chirurgie, qui pourrait compromettre la cicatrisation 

parodontale (Bender et Seltzer 1972 ; Blomlöf 1992 ; Cortellini et Tonetti 2015 ; Jansson et al. 1993a ; 

Kwon et al. 2013).    

 

Chirurgicales 

La chirurgie apicale est un traitement endodontique qui comprend la résection apicale et une 

obturation rétrograde à l’aide de différents matériaux (Del Fabbro et al. 2016 ; Abou ElReash et al. 

2021). Plusieurs études soutiennent l’efficacité de ce type de procédure, couplée à une technique de 

régénération, dans des lésions apicales de grande taille avec une communication parodontale (lésions 

apico-marginales). Cependant, la présence d’une communication parodontale est considérée comme 

un facteur pronostic négatif dans ce type de traitement (Kim et al. 2008 ; von Arx et Alsaeed 2011). 

 

1.5.2. Thérapeutiques parodontales 

Non chirurgicales 

Le traitement parodontal non-chirurgical est efficace et permet en général la fermeture de 

75% des poches parodontales à 6-8 mois (Suvan et al. 2020). Cependant, moins d’un tiers des poches 

parodontales profondes (>7 mm) présentent une résolution complète après instrumentation sous-

gingivale (Citterio et al. 2022). Ceci explique pourquoi dans des LEP, typiquement associées à des 

poches très profondes, des traitements chirurgicaux complémentaires sont souvent nécessaires.    

 

Chirurgicales 

Dans des LEP induites chez l’animal, les membranes résorbables, seules ou combinées à un 

substitut osseux, augmentent le gain osseux et la formation d’un néo-cément par rapport au lambeau 

d’assainissement seul (Britain et al. 2005). Les techniques de régénération apparaissent donc comme 

des traitements de choix dans ce type de lésions (tableaux 3 et 4). En restaurant le support parodontal, 

elles améliorent le pronostic de la LEP (Aksel et Serper 2014 ; Dakó et al. 2020 ; Parolia et al. 2013). 

Dans les études cliniques, différentes procédures de régénération tissulaire guidée (membranes), 

induite (amélogénines ou dérivés plaquettaires) ou par comblement osseux ont été appliquées dans 
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les LEP (tableau 3) (Dhiman et al. 2015 ; Goyal et al. 2011 ; Kim et al. 2008 ; Oh, et al. 2019 ; Von Arx et 

Bosshardt 2018). Les principes biologiques et la mise en œuvre de ces techniques ont été largement 

décrits dans la littérature (figure 12) (Bravard et Agossa 2021 ; Nibali et al. 2021 ; Oktawati et al. 2020 

; Trombelli et al. 2002). La plupart des études évaluant l’efficacité des traitements de régénérations 

dans les LEP n’ont pas de groupe contrôle  (AlJasser et al. 2021 ; Dietrich et al. 2003 ; Goyal et al. 2011 

; Marín-Botero et al. 2006 ; Kim et al. 2008 ; Oh et al. 2019 ; Von Arx et Bosshardt 2018). Il est donc 

difficile de déterminer quelle technique est la plus efficace dans ce contexte  (tableau 4).  

 

Figure 12. Prérequis biologiques à la régénération parodontale : 1) maintien d’un espace de régénération sous 

la papille, (2) stabilité du cail lot formé dans cet espace, (3) protection du site par une fermeture de première 

intention du lambeau. Les stratégies pour atteindre ces objectifs sont (A) la mise en place de membra nes 

(régénération tissulaire guidée), (B) le comblement du défaut à l’aide de substituts osseux, (C) l ’application 

d’agents biologiques ou (D) la combinaison de différentes stratégies. (Bravard et Agossa 2021). 

 

Le comblement osseux (xénogreffe ou allogreffe), seul ou associé à une membrane résorbable, 

est la stratégie de régénération la plus étudiée (Oktawati et al. 2020 ; Sánchez-Torres et al. 2014). 

Après traitement, une réduction de la profondeur de  poche allant jusqu’à 5,8 mm à 1 an a été 

enregistrée (Dietrich et al. 2003). Les taux de guérison complète variaient entre 40% avec une 

membrane seule (Marín-Botero et al. 2006) et 90 % avec un substitut osseux allogénique (AlJasser et 

al. 2021). Marín-Botero et al. ont comparé l’utilisation du périoste comme «  membrane autologue », 

à une membrane résorbable synthétique à base de polymère et ont obtenu des résultats cliniques et 

radiographiques comparables (Marín-Botero et al. 2006).   

Quelques études ont montré des résultats probants en appliquant des matériaux bio-

inducteurs tels que les protéines dérivées de l’émail et les concentrés plaquettaires ( plasma riche en 

plaquettes [PRP] et plasma riche en fibrine [PRF]) dans les LEP. Les taux de guérison complète variaient 

A B C D

1

2

3
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entre 53,33% avec le PRF (Dhiman et al. 2015), 76,47% avec l’EMD (Von Arx et Bosshardt 2018), et 

83,30% avec le PRP (Goyal et al. 2011 ; Von Arx et Bosshardt 2018).    

Les thérapeutiques résectrices comme l’hémisection et l’amputation radiculaire sont 

également efficaces pour améliorer le pronostic de molaires qui présentent une LEP (Anand et al. 2012 

; Parolia et al. 2013 ; Rotstein 2017). Les taux de survie à 10 ans atteignent 75% après résection 

radiculaire pour cause de fracture, et près de 92 % lorsque la cause est carieuse ou endodontique 

(Falabella et al. 2021). 

1.5.3. Effet des adjuvants dans le traitement des lésions endo-parodontales 

 

Le débridement mécanique est l’aspect le plus important du traitement endodontique et 

parodontal mais différents moyens complémentaires sont proposés pour améliorer son efficacité 

(Gomes et al. 2009). Le bénéfice des antibiotiques systémiques semble limité dans les LEP puisque leur 

utilisation n’est recommandée ni dans les lésions apicales chroniques avec fistule, ni dans les abcès 

aigus sans altération de l’état général  (Segura-Egea et al. 2017). Une étude rapporte l’effet positif de 

la doxycycline à faible dose chez des patients diabétiques, comme adjuvant du traitement 

endodontique et parodontal non chirurgical, pour prévenir les complications sinusiennes (Zaharescu 

et al. 2021). Il est à noter qu’aux doses administrées, l’effet antimicrobien de la doxycycline est 

négligeable, mais un effet anti-inflammatoire a été démontré dans la littérature (Henehan et al. 2017).   

 

Différents systèmes d’administration locale d’antibiotiques ont également été développés 

(Abbott et Salgado 2009 ; Arruda et al. 2018 ; Devaraj et al. 2016 ; Lakhani et al. 2017). Leur efficacité 

dans la poche parodontale est étayée par des preuves limitées (Sanz et al. 2020) et leur application 

intracanalaire n’est pas recommandée (Segura-Egea et al. 2017). L’effet des médications 

intracanalaires non antibiotiques, notamment à base d’hydroxyde de calcium et/ou d’antiseptiques, 

est détaillé dans une autre partie de ce travail (cf. 1.6.). Peu d’études évaluent des adjuvants non-

antimicrobiens dans les LEP. Une étude a montré l’effet positif du laser diode en intracanalaire et en 

sous-gingival sur la réduction de la profondeur de poche (Li et al. 2012). Une autre suggère que la 

déminéralisation de la surface radiculaire à l’acide citrique, combinée au lambeau d’assainissement, 

procure un avantage potentiel en termes de gain d’attache (Hassan et al. 1986).            
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Tableau 3. Synthèse des matériaux de régénération util isés dans le traitement des lésions endo-parodontales. 

 

Matériaux de régénération     Nom commercial Action       Études cliniques utilisant ce matériau 
          

 
          

   

Membranes                    
   

Membrane de collagène (collagène de type I  et III),     Bio-Gide®    Maintien de l ’espace cicatriciel   Dietrich et al. (2003) 
 

Origine porcine et résorbable         
 

  
   

                      
   

Membrane de collagène (collagène de type I),    Healiguide®   Maintien de l ’espace cicatriciel   Goyal  et al. (2011) 
 

Origine animale et résorbable         
 

  
   

                      
   

Membrane de polyglactine 910  

(copolymère de 90% de glycolide et 10% de L-lactide) 

Vicryl®   Maintien de l ’espace cicatriciel   Marin-Botero et al. (2006) 

Synthétique et résorbable         
 

  
   

 
                

   

Membrane de collagène (collagène de type I)   Col laTape®     Maintien de l ’espace cicatriciel   Kim et a l . (2008) 
 

Origine bovine et résorbable         
 

  
   

                      
   

Matériaux de comblement                 
   

DBBM particulaire (minéral osseux bovin déminéralisé) Bio-Oss®    Matériau ostéoconducteur Dietrich et al. (2003) 
 

Origine bovine et non résorbable                 Oh et a l . (2019) 
 

                      
   

Al logreffes d'os lyophilisé décalcifié (DFDBA)   Puros®    Matériau ostéoconducteur       Al Jasser et al. (2021) 
 

Origine humaine et non résorbable                 
   

                      
   

Matériaux bio-inducteur                   
   

Plasma riche en plaquettes (PRP)           Contient des facteurs de croissance       Goyal  et al. (2011) 
 

Résorbable                     
   

                      
   

Plasma riche en fibrine (PRF)  

Résorbable 
  

  

                 
 

         Contient des facteurs de croissance       Dhiman et al. (2015) 
  

Protéines dérivées de la matrice amélaire (Amélogénine) Emdogain®    Régénération tissulaire induite       Von Arx et Bosshardt (2018) 
Origine porcine                     
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Tableau 4. Synthèse des études cliniques utilisant les techniques de régénération pour le traitement de lésions endo -parodontales (LEP) ; lésion apico-marginale : LEP présentant 
une lésion péri-apicale et parodontale concomitantes avec communication, dont l’atteinte a entrainé la destruction complète du mur osseux vestibulaire. 

 
Auteurs  

 
Type de lésion endo-parodontale Nombre de défauts  Traitements réalisés 

 
Pourcentage de guérison complète 

   

               
Al Jasser et al. (2021) LEP combinée vra ie   30 

30 
  Gutta  + Comblement (Puros®)     50% à  1 an 

   90% à  1 an 
    

            MTA + Puros®      
 

    
Dietrich et al. (2003) Lés ion apico-marginale    23   Comblement + Membrane      83% à  6 mois     

          
 

  (Bio-oss® + Bio-Gide ®)               
Dhiman et al. (2015) Lés ion apico-marginale   15 

15 

  Induction (PRF) 

Groupe contrôle 

  53,33% à  1 an 

53,33% à  1 an 

    

                  

          
 

                  
Goyal  et al. (2011) Lés ion apico-marginale   10 

6 
9  

  Membrane (Healiguide®)   70% à  1 an 

83,33% à  1 an 
77,78% à  1 an 

    

            Induction (PRP) 
PRP + Membrane (CollaCote®) 

      

            
  

    
Kim et a l . (2008) Lés ion endo-parodontale très avancée 19   Membrane (CollaTape®)   57,89% à  1 an     
          

 
                  

Marin-Botero et al. (2006)  Lés ion apico-marginale   15   Membrane (polyglactine 910)     40% à  1 an     

          
 

                  
Oh et a l . (2019) LEP grade 2-3   29 

 

23 

   Comblement (Bio-Oss®)   Amél ioration de tous les paramètres cliniques Δ PPP : 2,24 ±0,69 

Amél ioration de tous les paramètres cliniques Δ PPP : 2,12 ±0,75 

            Comblement + Membrane  
 

          
 

   (Bio-oss® + Bio-Gide ®)               

Von Arx et Bosshardt (2018) Lés ion apico-marginale   17   Induction (Emdogain®)   76,47% à  1 an     
 

MTA : « mineral trioxide aggregate» : agrégat de trioxyde minéral  
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1.5.4. Séquences thérapeutiques et délais de cicatrisation  

 

Est-il préférable de différer le traitement parodontal par rapport au traitement 

endodontique ?  

Deux essais contrôlés randomisés conduits par la même équipe ne montrent aucune différence 

entre un traitement parodontal, non chirurgical ou chirurgical, immédiat ou différé de 3 mois  (Gupta 

et al. 2015 ; Tewari et al. 2018). Cependant, en cas de parodontite, la temporisation ne doit pas 

compromettre le pronostic parodontal global (Sonde et Edwards 2020). Il semble donc judicieux dans 

ces cas, d’engager au minimum la première étape du traitement parodontal (modifications 

comportementales, instrumentation supra gingivale), avant ou en parallèle du traitement 

endodontique, puis de terminer l’instrumentation sous-gingivale de la dent concernée après celui-ci 

(Al-Fouzan 2014 ; Raheja et al. 2014 ; Sonde et Edwards 2020). 

 

Lorsque le traitement endodontique et le traitement parodontal sont asynchrones, quel 

délai est nécessaire pour réévaluer les résultats du traitement endodontique ?  

La cicatrisation des lésions péri-apicales peut prendre plusieurs mois (voire années) et varier 

en fonction de facteurs héréditaires, environnementaux ou comportementaux (Ricucci et al. 2009 ; 

Holland et al. 2017). La Société Européenne d’Endodontie recommande un suivi pendant au moins 4 

ans (European Society of Endodontology 2006). De même, la fermeture de la poche est un processus 

lent, en particulier dans les sites profonds (Citterio et al. 2022). Zehnder propose un délai minimum de 

6 mois avant d’évaluer les résultats du traitement endodontique et le besoin de traitements 

complémentaires (Zehnder 2001). Dans la littérature, le délai moyen varie entre 3 et 12 mois (Aksel et 

Serper 2014 ; Alquthami et al. 2018 ; Schmidt et al. 2014). Abbot et Salgado recommandent de réaliser 

le traitement parodontal après la mise en place d’une médication intracanalaire temporaire, puis 

l’obturation définitive après réévaluation des résultats du traitement parodontal (Abbott et Salgado 

2009). En conclusion, la littérature ne permet pas de dégager un consensus concernant la chronologie 

et les délais entre le traitement endodontique et le traitement parodontal.  

 

1.5.5. Pronostic des lésions endo-parodontales  

 

Facteurs pronostiques 

Le pronostic des dents présentant une LEP dépend en grande partie du diagnostic étiologique et 

différentiel de la lésion (tableau 5). Selon Rotstein et Simon, les lésions endodontiques primaires ont 

le meilleur pronostic et cicatrisent généralement après le traitement endodontique seul. En revanche, 

les LEP vraies ont un pronostic plus réservé qui dépend de la sévérité de l’atteinte parodontale et de 
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la réponse au traitement (Rotstein et Simon 2004). En d’autres termes, plus la part de la lésion causée 

par l’infection pulpaire est importante, meilleur est le pronostic de régénération de l’appareil d’attache 

(Bergenholtz et Hasselgren in Lindhe et al. 2008). Selon Herrera et al., le pronostic des LEP d’origine 

traumatique ou iatrogène est en général « sans espoir », tandis que celui de LEP liées à des infections 

endodontiques et parodontales varie de « favorable » à « sans espoir » en fonction de l'étendue de la 

lésion et du statut parodontal du patient (Herrera et al. 2018). De nombreux autres facteurs 

pronostiques, indépendants ou associés entre eux, sont rapportés dans littérature. La plupart sont 

aussi des indicateurs connus de perte dentaire au cours de la maintenance parodontale (Graetz et al. 

2017).  

 

Taux de succès et de survie dentaire après traitement  

Après un traitement microchirurgical, Kim et al. ont obtenu un taux de succès (absence de 

signes cliniques et comblement radiographique) à 5 ans de 77,5% (31/40 dents) pour les LEP contre 

95,2% (141/148 dents) pour les lésions apicales isolées suggérant un effet important de la morphologie 

de la lésion. La plupart des échecs étaient enregistrés au cours de la première année post-opératoire 

(Kim et al. 2008). Cortellini rapporte 92% de succès (23 dents/25) à 5 ans, après chirurgie de 

régénération de dents présentant des LEP chroniques et/ou une perte d'attache atteignant ou 

dépassant l'apex (Cortellini 2011). Le taux de succès du traitement de LEP sans procédure de 

régénération concomitante est plus faible, estimé entre 27% et 37% (Dakó et al. 2020 ; Parolia et al. 

2013).   

Les taux de survie varient entre 92.3% à 5 ans après chirurgie de régénération (Oh et al. 2019) 

et de 61 à 100%, tous types de traitements confondus (Kim et al. 2008 ; Schmidt et al. 2014). Ces 

estimations doivent être regardées avec prudence en raison du grand nombre de rapports/séries de 

cas ou d’études rétrospectives, potentiellement soumises à des biais de publications (les succès 

seraient plus susceptibles d’être publiés) et de sélection (les dents de plus mauvais pronostic seraient 

plus susceptibles d’être écartées). Dans l’ensemble, le pronostic global du traitement des LEP semble 

favorable et oriente vers la conservation au lieu de l’extraction dans la majorité des cas.  
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Tableau 5. Facteurs de pronostic d’une lésion endo-parodontale (LEP). 
 

Facteurs de pronostic Conséquences 
 

Références       

Facteurs liés au patient et 

au praticien 

                

  Tabac    Pronostics parodontal (OR = 5,18 ; IC 95% = 1.14 - 23.63) et endodontique défavorables    Fan et a l. 2020 ; Shao et al. 2018     
                    
  Statut parodontal   Mauvais pronostic si parodontite, active  et sévère (OR = 2,84 ; IC 95% = 1,07 – 7,52)     Fan et a l. 2020 ; Herrera  et a l. 2018 ; Kuoch et Bonte 2020 ; Shao et al. 

2018  
  Observance du patient   Bon contrôle de la plaque dentaire et implication du patient dans la TPS nécessaire   Abbott et Salgado 2009 ; Sonde et Edwards 2020      

  Compétence du clinicien    
Dépistage précoce de la LEP et connaissance des options thérapeutiques disponibles car la LEP est un 
défi  clinique impliquant une certaine expérience du praticien 

   
Sonde et Edwards 2020  
Dembowska et al. 2022  

  

      

Facteurs liés à la dent   
 

            

  Mobilité de la dent    Contention favorise la cicatrisation des plaies et améliore le pronostic des techniques de régénération    Oh et a l  2019         
                    
  Nombre de racines et 

atteinte de la furcation 
  Résultats cliniques moins favorables pour les dents pluriradiculées (OR = 2,91 ; IC 95% = 1,22 – 6,94)   Fan et a l. 2020 ; Ruetters et al. 2018 ; Shao et al. 2018 

      Taux de survie molaires amélioré grâce aux techniques de résection 
 

Lés ions inter-radiculaires (LIR) et défauts anatomiques aggravent le pronostic de la LEP 

  Rotstein 2017 
 

Herrera  et a l. 2018 

        

Facteurs liés à la lésion                 
  Ancienneté de la lésion    Si  ancienneté des lésions, pronostic beaucoup plus incertain    Hiatt 1977          

                    
  Taille/ étendue de la 

lésion  
  Importance de la perte ti ssulaire (extension apicale de la lésion, perte d'attache et gravité de l 'atteinte 

parodontale) avant le tra itement, réduit le taux de succès des thérapeutiques 
  Abbott 1998 ; Anand et al. 2012 ; Fan et a l. 2020 ; Oktawati et a l. 2020 ; 

Parol ia et a l. 2013  
                    

  Profondeur de la poche   Si  profondeur de poche ≥ 6 mm, pronostic de guérison altéré (OR = 2,41 ; IC 95% = 1,24 – 4,65)   Fan et a l. 2020 ; Shao et al. 2018     
                    

  Localisation   Défauts avec localisation proximale : PPD rés iduelles significativement plus élevées après 12 mois    Dietrich et al. 2003        
                    
  Résorption et 

perforation 

  Diagnostic précoce (temps), petite lésion (ta ille) et accessibilité de la lésion (localisation) →impact 

pos itif sur le pronostic   

  Alhadainy 1994 ; Fuss et Trope 1996 ; Jew et a l. 1982 

  
Facteurs liés au traitement                  

Matériau d’obturation    Si  obturation endodontique avec le MTA : amélioration des résultats de régénération par comblement 
(90% vs 50 % avec gutta)  

  Al Jasser et al. 2021       

                    
  Matériau de 

régénération  

  Résultats avec substitut osseux allogénique (90 %) = meilleurs qu’avec membrane protéoglycane 910 

(40%)  

  Al Jasser et al. 2021 ; Marín-Botero et a l. 2006   

      En RTI  : mei lleurs résultats obtenus avec PRF (83,3%) puis EMD (76,47%) et PRP (53,33%)   Dhiman et a l . 2015 ; Goyal  et a l. 2011 ; Von Arx et 

Bosshardt 2018 

        

 

TPS : thérapeutique parodontale de soutien ; MTA : « mineral trioxide aggregate » : agrégat de trioxyde minéral ; PPD : profondeur de poche ; RTI : régénération tissulaire induite  
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1.6. Intérêt des médications intracanalaires pour le traitement des lésions endo-

parodontales 

 

Dans un canal infecté, les bactéries peuvent persister dans les ramifications canalaires et les 

tubules dentinaires après le débridement mécanique (Puri et Puri 2013). Les médications 

intracanalaires (MIC) temporaires, placées dans le canal pendant plusieurs jours, ont pour but de 

potentialiser l’effet de la préparation mécanique en désinfectant les zones inaccessibles à 

l’instrumentation (Gomes et al. 2009 ; Mohammadi et Dummer 2011). Idéalement, la MIC doit 

répondre au cahier des charges suivant (Fava et Saunders 1999 ; Mohammadi et Dummer 2011 ; 

Grossman in Gutmann 2016) : 

(i) posséder une forte activité antimicrobienne sur les bactéries associées aux infections 

endodontiques,  

(ii) être non toxique et non irritante pour les tissus,  

(iii) favoriser (ou au moins ne pas entraver) la cicatrisation péri-apicale,  

(iv) présenter une bonne stabilité en milieu aqueux et une capacité à maintenir pendant plusieurs 

jours une concentration efficace de principes actifs,  

(v) posséder des propriétés mécaniques compatibles avec une mise en place aisée et un 

remplissage optimal du canal et de ses ramifications. 

L’hydroxyde de calcium, la chlorhexidine et leur combinaison sont des MIC fréquemment citées dans 

la littérature et utilisées en pratique clinique. Différents sels métalliques ont également été proposés 

comme molécules antiseptiques alternatives (Halkai et al. 2018a ; Kreth et al. 2008 ; Revathi et 

Thambidurai 2019).   

 

1.6.1. L’hydroxyde de calcium (Ca[OH]2) 

 

L’utilisation de l’hydroxyde de calcium en endodontie s’est très largement répandue depuis 

son introduction en 1920 et fait de cette MIC une référence (Gomes et Herrera 2018 ; Karamifar et al. 

2020 ; Mohammadi et Dummer 2011). Son effet antimicrobien est lié à sa dissociation en ions calcium 

et hydroxyles en milieu aqueux, responsables d’une forte alcalinisation du milieu qui altère les 

protéines de la membrane bactérienne (Siqueira et Lopes 1999). Les valeurs de pH rapportées varient 

entre 12,5 et 12,8 (Mohammadi et Dummer 2011). Plusieurs études montrent une réduction 

significative de la charge bactérienne à l’intérieur de canaux remplis d’hydrox yde de calcium (Vera et 

al. 2012). Par sa consistance, le Ca(OH)2 aurait aussi un effet de barrière physique qui prévient la 

recontamination bactérienne en cas de percolation (Siqueira et Lopes 1999). D’autres propriétés 
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biologiques intéressantes notamment anti-inflammatoires, d’inhibition de la résorption et d’induction 

de la minéralisation lui sont également attribuées et pourraient expliquer son effet sur la cicatrisation 

des lésions apicales (Leonardo et al. 2006 ; De Rossi et al. 2005). En revanche, son effet désinfectant à 

l’intérieur des tubules serait limité, en raison d’une neutralisation par différents composés de la 

dentine et de la boue dentinaire (notamment des phosphates, bicarbonates, acides et protéines) 

(Sayin et al. 2009 ; Parikh et al. 2019). Sa relative inefficacité sur des microorganismes tels que E. 

faecalis et C. albicans, persistants dans les canaux en cas d’échecs et de retraitements, est également 

une limite fréquemment invoquée contre cette médication mais les études sont hétérogènes sur ce 

point (Abbott et Salgado 2009 ; Ferguson, et al. 2002 ; Carbajal Mejía 2014).               

 

1.6.2. Médications intracanalaires à base de chlorhexidine (CHX) 

 

La chlorhexidine est l’antiseptique de référence en odontologie  (Gomes et al. 2013). Ses 

propriétés antimicrobiennes, son large spectre d’action et sa toxicité faible ont motivé son usage 

comme médication intracanalaire (Gomes et al. 2013 ; Mohammadi et al. 2017). La chlorhexidine en 

solution montre une efficacité plus constante que le Ca(OH)2 contre E. faecalis et C. albicans. Cet effet 

serait lié à l’interaction des charges positives de la CHX (molécule dicationique) avec les groupes 

phosphates chargés négativement des parois cellulaires bactériennes (Raheja et al. 2014). In vitro, la 

chlorhexidine semble moins inhibée par la dentine et sa structure lui permet même de se lier à 

l’hydroxyapatite, ce qui prolonge la durée de l’effet antimicrobien par libération lente du principe actif 

et améliore la désinfection des tubules (Gomes et al. 2013). En revanche, elle ne possède ni les 

propriétés biologiques du Ca(OH)2, ni sa capacité à former une barrière physique (Gomes et al. 2006).  

 

1.6.3. La combinaison hydroxyde de calcium – chlorhexidine  

 

L’association de Ca(OH)2 avec la CHX a pour but de combiner les avantages de ces deux 

molécules pour élargir le spectre d’activité de la MIC aux pathogènes peu sensibles au Ca(OH)2 seul 

(Duque et al. 2019 ; Raheja et al. 2014). Une méta-analyse montre des résultats contrastés concernant 

l’effet in vitro ou ex vivo de l'addition de la CHX sur l’activité antibactérien du Ca(OH)2 seul sur E. 

faecalis (Saatchi et al. 2014). Parmi 21 comparaisons analysées (9 études), 10 en sont en faveur de la 

combinaison Ca(OH)2 + CHX, 8 ne montrent pas de différence entre Ca(OH)2 + CHX et Ca(OH)2 seul et 

3 sont en faveur de Ca(OH)2 seul. Cette hétérogénéité est révélatrice du manque de standardisation 

des méthodes utilisées dans les études (différences de techniques, de formulation, de concentrations, 

de temps de contact par exemple). Chez l’animal, la mise en place d’une MIC à base de Ca(OH)2 + CHX 
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1% pendant 15 jours améliore la réduction de la lésion apicale par rapport au traitement en une 

séance, indépendamment du type d’instrumentation utilisé (De Rossi et al. 2005). Un essai clinique 

récent indique un léger avantage du Ca(OH)2 + CHX 2% par rapport au Ca(OH)2 seul en termes de 

pourcentage de réduction de la taille des lésions apicales à 3 mois, mais la différence observée n’est 

pas significative (Riaz et al. 2018).  

 

1.6.4. Médications intracanalaires à base de sels métalliques  

 

Différents sels métalliques possèdent des propriétés antimicrobiennes intéressantes pour 

lutter contre les infections buccales. Parmi ces métaux, l'argent (Ag), le cuivre (Cu) et le zinc (Zn), 

naturellement présents dans la cavité buccale à faible concentration, ont reçu une attention 

particulière (Ahrari et al. 2015 ; Lynch 2011). Ils ont été testés avec succès pour fonctionnaliser 

différents supports et matériaux, auxquels ils sont incorporés sous forme de sels, d’ions ou de 

nanoparticules (Afkhami et al. 2015 ; Ahrari et al. 2015 ; Charannya et al. 2018). Leur effet 

antimicrobien serait lié à différents mécanismes tels que l’interaction physique avec la membrane  

bactérienne, l’induction d’un stress oxydatif, l’altération de l’ADN (Alves et al. 2018 ; Attarilar et al. 

2020 ; Lemire et al. 2013 ; Visinescu et al. 2018). Sous forme de MIC, les agents métalliques ont montré 

un effet antimicrobien sur des pathogènes tels que P. gingivalis et E. faecalis associées aux 

pathologiques endo-parodontales (Halkai et al. 2017 ; Halkai et al. 2018b). Cependant, le rapport 

efficacité/toxicité de ces métaux à des doses thérapeutiques est variable et freine encore leur 

utilisation en pratique courante (Attarilar et al. 2020 ; Charannya et al. 2018 ; Halkai et al. 2018a). Des 

formes innovantes de ces principes actifs ont été récemment développées en combinant les métaux à 

des polymères biocompatibles tels que le chitosan (CHT) ou la cyclodextrine (PCD). Ces structures 

sophistiquées semblent prometteuses pour améliorer la stabilité, la biodisponibilité, la 

biocompatibilité et la biodégradabilité des agents métalliques antiseptiques, mais leur intérêt en 

endodontie reste à confirmer (Carapeto et al. 2017 ; Ma et al. 2016). 

 

1.6.5. Effet des médications intracanalaires sur la cicatrisation péri-apicale et 

parodontale  

 

Données cliniques  

La persistance de bactéries dans le canal augmente le risque d’échec de cicatrisation des 

lésions péri-apicales, tandis que l’utilisation de MIC améliore généralement la désinfection canalaire 

et la cicatrisation, indépendamment du type d’instrumentation et de la qualité de l’obturation 
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définitive (Fabricius et al. 2006). Des données émergentes suggèrent également un effet positif des 

MIC dans les LEP. Raheja et al. ont montré qu’une MIC pendant 14 jours avec un gel de CHX à 2% dans 

les canaux améliore la réduction du pourcentage de poches ≥ 5mm, 6 mois après lambeau 

d’assainissement (Raheja et al. 2014). Une autre étude conclut que l’obturation canalaire à l’aide du 

mélange minocycline + agrégat de trioxyde minéral (MTA : « mineral trioxide aggregate ») est associée 

à une amélioration significative des paramètres parodontaux à 2 ans, supérieure aux monothérapies 

(minocycline seule ou MTA seul) (Shao et al. 2018). L’application d’une MIC de Ca(OH)2 pendant 30 

jours entraîne une réduction des niveaux de lipopolysaccharides (LPS), MMPs, IL-1 β et TNF-α dans la 

poche parodontale, indépendamment du nombre de bactéries détectées dans le canal et la poche 

(Duque et al. 2019). Ces résultats cliniques suggèrent que les MIC exercent, à l’extérieur de la racine, 

un effet favorable à la cicatrisation parodontale.  

 

Données expérimentales 

Les mécanismes qui pourraient expliquer l’influence des MIC sur l’environnement parodontal 

font l’objet d’hypothèses, formulées à partir de données expérimentales limitées. Des études ex vivo 

ont montré des variations de pH à l’extérieur de racines obturées au Ca(OH)2 (Carvalho et al. 2016 ; 

Chamberlain et al. 2009 ; Esberard et al. 1996 ; Miñana et al. 2001), qui peuvent s’expliquer par le 

passage d’ions hydroxyles à travers la paroi radiculaire. Les modèles utilisés simulent le plus souvent 

une diffusion via les tubules dentinaires et ne permettent pas de comparaison avec les autres voies 

physiologiques de communication endo-parodontale.  

Deux études ont montré l’effet antimicrobien (inhibition de contact) , de la paroi externe de 

racines contenant des MIC à base de chlorhexidine, de tétracycline ou du mélange Ca(OH)2 + CHX (Silva 

et al. 2014 ; Gomes et al. 2009), mais pas des dents contenant une solution saline ou du Ca(OH)2 seul 

(Gomes et al. 2009). Ces résultats suggèrent la diffusion trans-radiculaire de molécules 

antimicrobiennes, mais ne permettent pas de les quantifier ni d’analyser leur cinétique de libération.  

Les propriétés biologiques (non antimicrobiennes) des MIC pourraient également expliquer leurs 

effets sur la cicatrisation. Certaines études ont montré que l’hydroxyde de calcium stimule la 

prolifération d’ostéoblastes, mais les effets sur la réponse biologique des autres cellules parodontales 

telles que les cémentoblastes ou les cellules desmodontales sont mal connues (Aguiar et al. 2015). 
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Ce travail in vitro et ex vivo, s’intéresse à l’effet de médications intracanalaires sur le compartiment 

extra-radiculaire, pour mieux comprendre leur influence, in vivo, sur l’environnement parodontal. Les 

objectifs de l’étude sont :  

 

- dans un premier temps, développer des MIC combinant Ca(OH)2 (MIC de référence) et 

chlorhexidine (antiseptique de référence), ou différentes métaux antimicrobiens (antiseptiques 

alternatifs). En effet, les MIC combinées qui associent le Ca(OH)2 à d’autres antiseptiques 

pourraient être plus efficaces que celles contenant un seul principe actif.  La formulation 

développée devra avoir une activité antimicrobienne sur E. faecalis et C. albicans, associés aux 

infections endodontiques persistantes et aux échecs de traitement. Elle devra également 

présenter des propriétés mécaniques adaptées à une application facilitée dans le canal en 

pratique. Différents paramètres tels que l’injectabilité, le durcissement, le changement de masse 

et les propriétés rhéologiques seront étudiés.  Les résultats obtenus devront permettre de mieux 

comprendre l’effet de la composition de la MIC sur ses performances et de sélectionner la (ou les) 

formulation(s) la (ou les) plus performante(s) pour la suite des expérimentations.    

 

- dans un deuxième temps, étudier les effets induits par la (ou les) formulation(s) optimale(s) sur les 

conditions physicochimiques à l’extérieur de la racine et la réponse biologique de cellules 

parodontales à l’aide de différents modèles in vitro et ex vivo. En effet, des études cliniques 

récentes apportent des arguments en faveur d’un effet des MIC à l’extérieur de la racine, favorable 

à la cicatrisation parodontale, mais les mécanismes en jeu doivent être clarifiés. Différents 

paramètres seront étudiés tels que la diffusion à travers l’apex et les tubules dentinaire ( ex vivo), 

la toxicité, le potentiel de minéralisation et les effets sur les molécules de l’inflammation (culture 

cellulaire in vitro). Les modèles utilisés devront permettre de mettre en évidence d’éventuels 

effets liés à la dose de principes actifs ou aux temps de contact, afin de fournir des observations 

qui pourront être comparées aux études antérieures. En effet, il existe une très grande 

hétérogénéité des conditions expérimentales décrites dans la littérature sur le sujet. Les résultats 

obtenus devront permettre de compléter le rationnel du recours aux MIC comme adjuvant du 

traitement des LEP.  
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3.1. Développement et caractérisation d’une médication intracanalaire à base 

d’hydroxyde de calcium combiné à un agent antiseptique 

 
3.1.1. Formulation de la médication  

 
3.1.1.1. Composition des médications  

 

L’hydroxyde de calcium (Ca[OH]2) utilisé pour la préparation extemporanée se présentait sous 

la forme d'une poudre blanche (hidroxido de calcio [DentaFlux, Madrid, Spain]). 

La chlorhexidine (CHX) utilisée dans cette étude était de la chlorhexidine digluconate sous 

forme de solution stock à 20% (Evonik, Hanau, Allemagne). 

Les ions métalliques étudiés étaient (i) l’argent : sulfate d'argent (Ag2SO4) (Sigma-Aldrich, 

Saint-Quentin Fallavier, France), (ii) le cuivre : sulfate de cuivre (II) anhydre (CuSO4) (Alfa Aesar, Kandel, 

Allemagne) et (iii) le zinc : chlorure de zinc anhydre (ZnCl₂) (Alfa Aesar, Kandel, Allemagne).  

Les polymères utilisés pour fabriquer les nanoparticules métalliques polymériques (NPMP) 

étaient : (i) un chitosan (CHT) de faible poids moléculaire (poids moléculaire (Mw) : 140 kg.mol-1 ; 

degré de désacétylation (DD) : 77%) (Sigma-Aldrich) et (ii) un polymère de cyclodextrine (PCD), issu de 

la β-cyclodextrine (Roquette, Kleptose®, Lestrem, France (Mw : 1135 g.mol-1 ; solubilité : 18.5 g/L dans 

l’eau à 25°C).  

 

3.1.1.2. Formulation des solutions de principes actifs 
 

Chlorhexidine  

Une solution de 512 mg/L de CHX a été obtenue en diluant 1024 mg d’une poudre extraite du 

lyophilisat de la solution de CHX digluconate à 20%, dans 100 mL d’eau distillée (ED).  

Les autres solutions de CHX ont été obtenues par dilution de la solution stock de CHX à 20% 

dans de l’eau distillée stérile (ED), afin d’obtenir les concentrations souhaitées. 

 

Ions métalliques  

Une solution pour chaque ion métallique a été préparée par dissolution de 640 mg de poudre 

métallique (Ag2SO4, CuSO4, ou ZnCl₂) dans des fioles jaugées contenant 100 mL d'eau ultrapure. Les 

solutions obtenues contenaient 6400 mg/L d’argent (Ag+), de cuivre (Cu2+) ou de zinc (Zn2+). Les 

différentes concentrations de liquides étaient obtenues par dilution en série à partir de ces solutions 

d’antimicrobiens, dans de l’eau ultrapure. 
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Nanoparticules métalliques de polymère 

➢ Nanoparticules métalliques de chitosan (CHT/NPM) :  

Dans un premier temps, une solution de CHT (0,5%) a été préparée en diluant 500 mg de CHT 

dans une solution d'acide lactique 1% (VWR, Fontenay Sous-Bois, France). Après agitation à 50 rpm 

(GLF 3033 ; Gesellschaft fuer Labortechnik, Burgwedel, Allemagne), à température ambiante, pendant 

24 h, la solution de CHT est devenue homogène.  

Ensuite, 640 mg de Ag2SO4, CuSO4, ou ZnCl₂ ont été ajoutés à chaque fiole volumétrique de 

100 mL. Le tout a été maintenu sous agitation pendant 24 h à 70°C dans l'obscurité. Cent mL de solution 

de NPMP d’argent, de cuivre et de zinc à 3200 mg/L ont été obtenus et appelés respectivement 

CHT/Ag, CHT/Cu et CHT/Zn (Mogrovejo-Valdivia et al. 2019 ; Carapeto et al. 2017). Les différentes 

concentrations de liquides étaient obtenues par dilution en série à partir de ces solutions 

d’antimicrobiens, dans de l’eau ultrapure. 

 

➢ Nanoparticules métalliques de polymère de cyclodextrine (PCD/NPM) : 

Le polymère de cyclodextrine (PCD) a été synthétisé par solubilisation de β-cyclodextrine dans 

l'acide citrique (CTR, Saint-Quentin Fallavier, France) et l’hypophosphite de sodium (NaH2PO4, Saint-

Quentin Fallavier, France), dans des rapports de poids respectifs de 10 g /10 g /3 g dans 100 mL d'eau. 

Après élimination de l'eau, le mélange solide a été durci à 140°C pendant 30 minutes sous vide, puis 

200 mL d'eau distillée ont été ajoutées. La suspension résultante a ensuite été filtrée et le filtrat a été 

dialysé pendant 72 h à l'aide de membranes de 6 kDa à 8 kDa (Spectrapor 1, Spectrumlabs). Enfin, le 

PCD anionique soluble dans l'eau a été obtenu par lyophilisation. Le polymère contenait 50 % en poids 

de β-cyclodextrine, 4 mmol/g de groupes -COOH et sa masse moléculaire était de 20 000 g/mol 

(mesurée par chromatographie d'exclusion de taille combinée à la diffusion de la lumière sous 

plusieurs angles SEC-MALS).  

Une poudre de ce PCD a été utilisée pour préparer les solutions aqueuses de NPMP. Chaque 

solution de PCD à 0,3 % a été préparée dans des fioles volumétriques de 100 mL, en diluant 300 mg de 

poudre dans de l'eau ultrapure. Puis, le mélange a été agitée pendant une nuit (50 rpm) , à température 

ambiante.  

Ensuite, 640 mg de chaque agent métallique (argent, cuivre ou zinc) ont été ajoutés à chaque 

fiole jaugée qui ont été maintenues sous agitation pendant 24 h à 70°C dans l'obscurité, afin d'obtenir 

des solutions de NPMP d’argent, de cuivre et de zinc appelés respectivement PCD/Ag, PCD/Cu et 

PCD/Zn à 3200 mg/L (Mogrovejo-Valdivia et al. 2019 ; Carapeto et al. 2017). Les différentes 

concentrations de liquides étaient obtenues par dilution en série à partir de ces solutions 

d’antimicrobiens, dans de l’eau ultrapure. 
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3.1.1.3. Préparation des échantillons de médications intracanalaires 

 
Le ratio liquide/poudre permettant d'obtenir une texture optimale a été déterminé au 

préalable. Trois formulations de Ca(OH)2 correspondant à 3 ratios liquide/poudre (l  / p : 50 : 50 ; 30 : 

70 ; 70 : 30) ont été préparées avec la poudre de Ca(OH)2 et l’ED. L’injectabilité, la cinétique de prise 

et la variation de masse de ces formulations ont été comparées à une formulation du commerce prête 

à l’emploi : le Calasept®. Le ratio liquide/poudre qui présentait la consistance la plus adaptée à un 

usage clinique a été retenu et utilisé pour la formulation des pâtes nécessaires aux différents tests 

réalisés.  

Les formulations tests étaient obtenues en remplaçant l’ED par les diverses solutions 

antimicrobiennes préparées (cf. 3.1.1.2.) selon le ratio retenu. Les pâtes de Ca(OH)2 obtenues 

résultaient du mélange de la poudre de Ca(OH)2 aux liquides suivant, à différentes concentrations : 

- eau distillée : groupe témoin : Ca(OH)2 

- cuivre en solution : (i) ionique (Cu2+), (ii) de nanoparticules métalliques (NPM) de CHT (CHT/Cu) 

; (iii) de NPM de PCD (PCD/Cu) 

- zinc en solution : (i) ionique (Zn2+), (ii) de NPM de CHT (CHT/Zn) ; (iii) de NPM de PCD (PCD/Zn) 

- argent en solution : (i) ionique (Ag+), (ii) de NPM de CHT (CHT/Ag) ; (iii) de NPM de PCD 

(PCD/Ag) 

- chlorhexidine en solution (CHX) 

Le temps de spatulation pour tous les tests était de 45 secondes à température ambiante, sur une 

plaque de verre, à l'aide d'une spatule à ciment. 

 

3.1.2. Évaluation de l’activité antimicrobienne  
 

3.1.2.1. Milieux et réactifs 
 

Les milieux de culture bactérienne étaient les milieux Mueller Hinton (MH) (Oxoid®, Basingtoke, 

UK), Brain Heart (BH) (Oxoid, Basingtoke, UK), Mueller Hinton Agar (MHA) composé de MH (Oxoid®, 

Basingtoke, UK) et de 1,5% agar (Becton-Dickinson®, Le Pont de Claix, France) et Columbia Cystéiné 

(CC) (Oxoid®, Basingstoke, UK). Le milieu CC était +/- enrichi avec du sang de cheval défibriné (E&O 

Laboratoire, Burnhouse, UK). Le milieu de dilution bactérienne était le Ringer Cystéiné (RC) (Oxoid®, 

Basingtoke, UK).  

 
3.1.2.2. Sélection et préparation des souches microbiennes  

 
Les souches suivantes ont été utilisées dans cette étude : 

- E. faecalis (C159-6), une bactérie Gram positive anaérobie facultative issue de collections du 
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laboratoire (isolées de prélèvements cliniques),  

- C. albicans (ATCC 10231), une levure issue d’une collection de référence,  

- P. gingivalis (W83), une bactérie parodonthopathogène Gram négative anaérobie, issue d’une 

collection du laboratoire. 

Les souches ont été cultivées dans le MH ou le BH, diluées dans le RC et ensemencées sur des 

géloses de MHA ou de CC enrichie en sang (CS).  

La pureté des souches a été contrôlée par une coloration de Gram, puis par une analyse 

morphologique au microscope optique et enfin par une spectrométrie de masse MALDI -TOF 

(Microflex, Brukker Daltonics, Wissembourg, France). 

 
3.1.2.3. Susceptibilité antimicrobienne 

 
La susceptibilité antimicrobienne a été déterminée par la concentration minimale inhibitrice 

(CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) des agents antimicrobiens, face aux bactéries 

étudiées selon les protocoles standard (Clinical and Laboratory Standard Institute protocols CLSI M26-

A), par micro-dilution en série dans des plaques de 24 puits (ClearLine., 131020C, Brumath, France)  

(Abedini et al. 2014 ; Freire et al. 2016 ; Li et al. 2021 ). Les souches ont été repiquées 24 à 72h avant 

le test pour obtenir un inoculum dont la charge bactérienne était comprise entre 104 et 106 unités 

formant colonie par millilitre (UFC/mL). Un gradient de concentrations croissantes de l’agent 

antimicrobien a été réalisé à partir des solutions fabriquées (Ag+, Cu2+, Zn2+ ; CHX ; CHT/Ag, CHT/Cu et 

CHT/Zn ; PCD/Ag, PCD/Cu et PCD/Zn ; [cf. 3.1.1.2.]). Les concentrations des agents testés étaient 

comprises entre 1 et 512 μg/mL pour l’argent et la CHX et entre 300 à 3200 μg/mL pour le cuivre et le 

zinc.  

Le milieu de culture (1600 μL) a été déposé au fond du puits. Le principe actif (200 μL de 

solution) a ensuite été ajouté, puis, 200 μL d'inoculum bactérien y ont été ensemencés. Les cultures 

ont été réalisées à 37°C. Contrairement aux deux autres souches, P. gingivalis a été placé dans une 

jarre d’anaérobiose contenant un sac catalyseur (AnaeroGen, Sigma) pour générer une atmosphère 

anaérobie stricte. La CMI était la plus faible concentration de principe actif pour laquelle aucune 

croissance bactérienne n’était visible à l’œil nu (absence de turbidité) après 24 à 48 h de culture à 

37°C. 

Pour déterminer la CMB, le contenu des puits limpides (100 μL) a été ensemencé sur une 

gélose de MHA ou de CS. Toutes les manipulations ont été réalisées en triplicata. 

Une première sélection d’agents antibactériens a ainsi été faite à partir des CMI et des CMB : 

les molécules et les formes ayant les CMI et CMB les plus faibles ont été sélectionnées pour les tests 

suivants. 
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3.1.2.4. Cinétique de bactéricidie (« kill-time ») en culture mono-espèce 
 

Pour le test de « kill-time », 1 mL de chaque formulation a été injectée au fond d’un tube 

Falcon de 15 mL (Greiner, Courtaboeuf, France), recouverte de 8 mL de milieu de culture MH ou BH 

selon la souche. Ensuite, chaque solution a été ensemencée avec 1 mL d’inoculum bactérien, dilué à 

une concentration d’environ 106 UFC/mL. Les tubes ont été incubés en anaérobiose ou en aérobiose 

selon les souches, à 37°C sous agitation (50 rpm). Des prélèvements ont été effectués à T0, 2 h, 4 h, 6 

h et 24 h. Ils ont été dilués puis ensemencés sur des géloses MHA ou CS, incubés pendant 24 h à 5 jours 

à 37°C puis dénombrés afin d’estimer la charge bactérienne aux temps définis. La fenêtre de lecture 

était comprise entre 15 et 150 colonies (Abedini et al. 2014 ; Sy et al. 2020). Toutes les manipulations 

ont été réalisées en triplicata. 

 
3.1.2.5. Activité anti-biofilm 

 
Activité antimicrobienne sur un biofilm en formation 

Pour étudier l'effet antimicrobien de l'hydroxyde de calcium sur la formation d’un biofilm d’E. 

faecalis, la croissance de ce dernier a été évaluée chaque semaine pendant quatre semaines (Bago 

Jurič et al. 2016 ; Raoof et al. 2019). 

 

➢ Mise en contact de la formulation avec le biofilm 

Tout d’abord, 300 µL de chaque formulation ont été déposés dans les puits de quatre microplaques 

(une pour chaque semaine) de 24 puits à fond plat. Ensuite, le milieu MH a été ajouté (1400 µL/puits). 

Puis, les microplaques ont été inoculées avec 300 µL de culture bactérienne (E. faecalis) par puits à 

une concentration de 106 UFC/mL, suivi d'une incubation à 37°C en condition anaérobie pendant trois 

semaines. Pour les contrôles négatifs correspondant aux puits sans bactérie, la formulation de Ca(OH)2  

a été directement placée au fond du puits et le milieu ajouté (1700 µL/puits). Les contrôles positifs 

correspondaient aux puits avec les bactéries (300 µL/puits) et le milieu (1700 µL/puits). Le milieu a été 

changé tous les 3-4 jours. 

 

➢ Quantification des biofilms 

Après une, deux, trois ou quatre semaines de culture, le contenu de chaque puits a été 

mélangé, puis 300 µL y ont été prélevés avec une micropipette. Cent µL du contenu ont été placés sur 

le gel d’agarose MHA de la boîte de Pétri et 200 µL du même  prélèvement a été placé dans un bouillon 

de BH pour la culture. Le bouillon et la boîte de Pétri ont ensuite été incubés à 37 °C. Après 24-48 h, 

les colonies de micro-organismes incubées sur les boîtes de Pétri de gélose MHA ont été comptées 
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pour évaluer la viabilité. La turbidité des tubes de bouillon de BH pendant la période d'incubation 

indiquait une croissance bactérienne. La pureté des souches des géloses et des bouillons a été vérifiées 

à chaque semaine. 

 

Activité antimicrobienne sur un biofilm mature 

Pour étudier l'effet antimicrobien de l'hydroxyde de calcium contre le biofilm d'E. faecalis, les 

formulations de Ca(OH)2 ont été ajoutées après trois semaines de croissance du biofilm bactérien 

(Bago Jurič et al. 2016). 

 

➢ Création d’un biofilm bactérien 

Du milieu MH a été ajouté (1700 µL/puits) dans des microplaques de 24 puits à fond plat ayant un 

volume total de 2 mL par puits. Les milieux MH ont été inoculés avec 300 µL de culture bactérienne (E. 

faecalis) par puits à une concentration de 106 bactéries par mL, suivie d'une incubation à 37°C en 

condition anaérobie pendant trois semaines pour permettre la fixation des bactéries. Les contrôles 

négatifs (puits sans bactéries) contenaient seulement du milieu (2000 µL/puits). Les contrôles positifs 

contenaient 300 µL/puits de bactéries et 1700 µL /puits de milieu. Le milieu a été rafraîchi tous les 3-

4 jours. 

 

➢ Mise en contact de la formulation avec le biofilm 

Après la formation du biofilm (trois semaines), le milieu de chaque puits a été complètement 

retiré. L'agent antimicrobien (300 µL) a été ajouté au puits correspondant avec le milieu MH (1700 µL) 

et incubé à 37°C en condition anaérobie pendant une semaine. 

 

➢ Quantification des biofilms 

Après une semaine, 300 µL du mélange ont été prélevés avec une micropipette. Cent µL du 

contenu ont été placés sur la boîte de Pétri de gel d’agarose MHA et 200 µL du même prélèvement ont 

été placés dans un bouillon de BH pour la culture. Le bouillon et la gélose ont ensuite été incubés à 

37°C. Après 24-48 h d'incubation sur les plaques agar MHA, les colonies de micro-organismes ont été 

comptées pour évaluer la viabilité. La turbidité du bouillon de BH des tubes pendant la période 

d'incubation indiquait la croissance bactérienne. La pureté des souches des géloses et des bouillons a 

été vérifiées. 
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3.1.3. Évaluation des propriétés mécaniques  

 
3.1.3.1. Instruments et techniques de mesure 

 
L’évaluation des propriétés mécaniques a nécessité l’utilisation de seringues Injekt® de 5 mL 

(B. Braun Medical, Boulogne Billancourt, France), d’aiguille Fine-ject® (Henke-Sass Wolf, Göttingen, 

Allemagne), d’un agitateur (GLF 3033 ; Gesellschaft fuer Labortechnik, Burgwedel, Allemagne) d’un 

analyseur de texture (TA''XT.Plus ; Stable Micro Systems, Surrey, UK) et d’une balance de précision 

(Precisa 120A ; PAG Oerlikon AG, Zürich, Swiss). 

Les propriétés rhéologiques ont été évaluées à l'aide d'un rhéomètre compact modulaire 

contrôlé par la contrainte (MCR 301 : Anton Paar, Les Ulis, France) présentant une géométrie à plaques 

parallèles (diamètre de 25 mm) et un dispositif de température à plaque Peltier (HPTD200, Anton Paar) 

pour contrôler la température (figure 13). 

  

 

Figure 13. Exemple de rhéomètre similaire à celui util isé dans ce travail  : i l  est relié à un ordinateur pour le 
traitement des données (d'après Anton-Paar). 

 

3.1.3.2. Injectabilité  

 
La seringue a été remplie avec 1,5 mL de formulation et fixée sur le support de l'analyseur de 

texture en mode compression avec une cellule de 50 kg. La sonde cylindrique (6 mm de diamètre), 

reliée au bras mobile de l'analyseur de texture, comprimait le piston de la seringue de haut en bas à 

une vitesse constante de 1 mm/s sur une distance de 5 mm (Winkler et Margerison 2012). Le test a 

été réalisé en triplicata en changeant l'aiguille entre chaque test et de seringue entre chaque condition.  

 

Tête de mesure

Plaque inférieure

Plaque supérieure

Mobile 

Plaque Peltier 

Couplage de système de mesure
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3.1.3.3. Cinétique de durcissement  

 
Pour étudier le « profil de durcissement », un test de pénétration répété à différents temps 

(t0 ; t=15mn ; t=30mn ; t=60mn et t=24h) a été réalisé selon une méthode décrite préalablement 

(Agossa et al. 2017). Brièvement, un gel d'agarose (0,6% w/v) a été préparé dans des boîtes de Pétri 

en verre (diamètre = 9 mm). Au centre du gel, des puits cylindriques (diamètre = 6 mm) ont été réalisés 

à l'aide d'une pipette Pasteur puis remplis de 0,2 mL de formulation. Les boîtes ont ensuite été 

incubées aux temps prédéfinis (t15 ; t30 ; t60 ou t24h) sous agitation à 80 rpm. Au temps défini, une 

sonde sphérique (diamètre = 5 mm) de l’analyseur de texture (cellule de calibration  : 1 kg) a été 

amenée au contact de la formulation pour s'enfoncer jusqu'à 50% de la hauteur de l'échantillon à une 

vitesse constante (1 mm/s). Tous les tests ont été réalisés en triplicata à température ambiante (figure 

14). 

 

 

Figure 14. Étude du « profil  de durcissement » : protocole util isé pour le test de pénétration    
 

3.1.3.4. Variations de masse en milieu aqueux  
 
     La variation de masse au cours du temps a été mesurée quotidiennement pendant 7 jours.  

Cinquante µL de formulation ont été injectés dans un tube Eppendorf® puis recouverts de 1 mL d'ED. 

Chaque jour, à un temps défini, le surnageant a été prélevé et la pesée réalisée. Le changement de 

masse (%) au temps t a été calculé, comme décrit précédemment (Lizambard et al. 2019), en utilisant 

l'équation suivante : 

 

Changement de masse  (%)(𝑡) = 100.
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 (𝑡) − 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒(𝑡 = 0)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 (𝑡 = 0)
 

 

où la masse (t = 0) est le poids initial de la formulation de Ca(OH)2 utilisée. Toutes les manipulations 

ont été réalisées en triplicata.  

Pâte de CaOH

Gel d’agarose

CaOH durci

Sonde sphérique
Compression (contrainte 

50% de la hauteur) Relaxation

Test de pénétration 

Incubation (24h, 37 C)Ca(OH)2

Ca(OH)2
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3.1.3.5. Analyse des propriétés rhéologiques 
 

Les échantillons de pâtes Ca(OH)2 ont été placés sur la plaque inférieure du rhéomètre 

immédiatement après spatulation de la formulation sur la plaque de verre. La plaque supérieure a été 

placée en position de mesure, l'écart entre les 2 plaques a été fixé à 1 mm, et l'excès d'échantillon a 

été rogné à l'aide d'une spatule. Un essai préliminaire a été réalisé afin d'analyser le modèle de prise, 

de déterminer les réglages du rhéomètre (amplitude de déformation et fréquence angulaire) et la 

méthode d'analyse des données.  

 

Balayage en fréquence et en amplitude 

         Les tests en balayage de fréquence déterminant G′ et G′′ à une déformation constante de 0,01% 

et les essais de balayage en amplitude déterminant G′ et G′′ à une déformation de cisaillement 

différente ont été réalisés pour déterminer les paramètres de rhéologie. Il s’agit d’un préliminaire 

réalisé pour chaque produit afin d'analyser le schéma de prise et de déterminer les réglages du 

rhéomètre ainsi que la méthode d'analyse des données. 

 

Essais viscoélastiques  

       L'évolution des paramètres dans le temps a été évaluée pendant 10 minutes en fonction de la 

fréquence et de la déformation préalablement déterminées. Les modules de stockage et de perte (G′ 

et G′′) ont été déterminés à une vitesse constante de 300 s -1 et à une température fixe de 25°C, en 

mode oscillatoire. Les mesures ont commencé 1,5 min après le mélange initial, afin de normaliser les 

tests pour qu’ils se produisent tous de manière similaire. Trois tests ont été effectués pour chaque 

groupe. Enfin, l’évolution de la viscosité en fonction de la contrainte exercée ( γ, 1/s) a été mesurée 

pour chaque formulation étudiée (de Freitas et al. 2020).  

 

3.2. Effets des médications intracanalaires sur le milieu extra-radiculaire et la réponse 

biologique de cellules parodontales 

   
3.2.1. Diffusion trans-radiculaire de composés actifs  

 
3.2.1.1. Médications, milieux et réactifs  

 
Le Ca(OH)2 servant à la préparation extemporanée se présentait sous la forme d'une poudre 

blanche (hidroxido de calcio [DentaFlux, Madrid, Spain]). La chlorhexidine (CHX) utilisée dans cette 

partie était de la chlorhexidine digluconate 1% obtenu à partir de la solution stock à 20% (Evonik, 

Hanau, Allemagne).  



3. MATERIELS ET METHODES 
 

 46 

Durant différentes étapes de préparation, la chloramine-T à 0,5% (Sigma-Aldrich®, Saint-Louis, 

Missouri, États-Unis), une solution saline stérile (chlorure de sodium à 0,9 %, laboratoires Gilbert, Paris, 

France), de l’hypochlorite de sodium à 2,5% (laboratoire Oxena, Coldis, Entraigues-Sur-La-Sorgue, 

France), une poudre d’EDTA (Progil, Prolabo, Lyon, France) et de l’eau déionisée (Fisher BioreagentsTM, 

Thermofisher, Strasbourg, France) ont été nécessaires.  

Un disque (MetaServ® 250 Grinder-Polisher, Buehler, Uzwil, Suisse) a été utilisé pour la 

préparation des dents. 

 

3.2.1.2. Modèle de diffusion  

Soixante dents monoradiculés, dont la racine mesurait environ 15 mm de long et extraites pour 

diverses raisons, ont été sélectionnées. Conformément à la législation française, le consentement 

éclairé des patients a été obtenu à l'Université de Lyon 1 - Hospices civils de Lyon (HCL), France. Les 

dents ont été soumises à un examen radiographique mésio-distal et vestibulo-palatin pour vérifier la 

présence d'un canal radiculaire unique, l'absence de tout signe de calcification locale ou étendue, de 

résorption interne ou de traitement endodontique antérieur (Carvalho et al. 2016).  

Après avoir retiré la matière organique de la surface de la racine, elles ont été conservées une 

semaine dans la chloramine-T à 0,5% pour la désinfection. Une fois désinfectées, les dents ont été 

conservées dans une solution saline stérile dans un réfrigérateur à 4°C jusqu'à leur utilisation (Carvalho 

et al. 2016). Les couronnes dentaires ont été découpées par un disque dont la vitesse était réglée à 

450 rpm et les longueurs des racines ont été standardisées entre 11 et 12 mm (Carvalho et al. 2016 ; 

Chamberlain et al. 2009) (figure 15). 

 
Figure 15. Protocole de fabrication du modèle de diffusion avant la préparation chimio-mécanique : (a) vue 
vestibulaire de l’incisive (IC) ; (b) vue mésial de l’IC ; (c) radiographie mésio-distale de l’IC ; (d) radiographie 
vestibulo-palatine de l’IC ; (e) mesure de la longueur de la racine après découpe par disque. 

 

La longueur de travail a été déterminée à l’aide d’une lime 15 (Carvalho et al. 2016 ; Lima et 

al. 2019 ; Yazdanpanahi et al. 2021) qui a été insérée afin de dépasser de l’apex avant que 1 mm de la 

longueur obtenue ne soit retiré (Yazdanpanahi et al. 2021). Elles étaient comprises entre 10,5 mm et 

a	 c	 d	 e	b	
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12 mm pour toutes les dents. Les canaux ont été préparés par instrumentation rotative à l'aide du 

système ProTaper à lames multiples conventionnel (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suisse), jusqu'à une 

lime apicale maîtresse de taille F3 (taille 30, conicité 0,05)  (Forghani et al. 2014). Entre chaque 

instrument, les canaux ont été irrigués avec 2,5 mL de solution d'hypochlorite de sodium à 2, 5%, 

contenu dans une seringue Injekt® de 5 mL (B. Braun Medical, Boulogne Billancourt, France)  et à l’aide 

d’une aiguille de 27 Gauge Fine-ject® (Henke-Sass Wolf, Göttingen, Allemagne) (Eftekhar et al. 2014 ; 

Lima et al. 2019). La couche de « smear » a été éliminée en irriguant le canal, pendant 1 minute, avec 

5 mL de solution d'EDTA à 17% (Carvalho et al. 2016 ; Forghani et al. 2014), préparée à partir de la 

poudre d’EDTA par dilution de 17,36 mg dans 100 mL d’ED. Ensuite un rinçage final avec l’ED (Lima et 

al. 2019), complété par un rinçage avec le NaOCl, ont été effectués. Les canaux ont été séchés avec 

des pointes de papier (Coltène/Whaledent, Le Mans, France) et les surfaces externes avec un papier-

filtre (Carvalho et al. 2016). 

La moitié des échantillons, soit 30 dents, constituait le groupe latéral (L), qui évaluait la 

diffusion latérale à travers les tubules dentinaires. Une cavité latérale de 1 mm de profondeur et 3 mm 

de diamètre a donc été réalisée dans le tiers médian de la racine de ce groupe, avec une fraise 

cylindrique qui marque la profondeur (Komet, Paris, France) (figure 16) (Eftekhar et al. 2014 ; Shetty 

et al. 2014 ; Yazdanpanahi et al. 2021). Puis, trois couches de vernis ont été appliquées sur chaque 

dent, y compris au niveau apical, mais sans toucher à la cavité latérale. Pour l’autre moitié des dents 

constituant le modèle de diffusion apicale (A), un cône de gutta a été placé dans chaque canal. Il 

dépassait légèrement en apical. Les couches de vernis ont été appliquées en présence de ce cône, afin 

de ne pas isoler la zone apicale (Shetty et al. 2014). 

 
Figure 16. Protocole de fabrication du modèle de diffusion sur une incisive (IC) suite à la préparation chimio-
mécanique : (a1 et b1) vues vestibulo-palatines (a1) pour la diffusion apicale et  (b1) pour la diffusion latérale suite 

à la préparation de la cavité ; puis (a2 et b2) suite à l’application du vernis ; suivit de (a 3 et b3) la fixation des 
racines sur le bouchon du flacon ; avant (a4 et b4) l ’immersion dans 10 mL d’eau déionisée et l’incubation à 37°C 
sous une atmosphère humide. 

a1	 a2	

b2	

b6	

b1	 b3	

a4	a3	

b4	
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Chaque groupe de diffusion apicale (A) et latérale (L) a été divisé en 3 groupes : (i) le groupe 

Ca(OH)2 contenant une MIC de Ca(OH)2 seul ; (ii) le groupe CHX, contenant une MIC de Ca(OH)2 + une 

solution de CHX à 1% obtenue par dilution dans l’ED de la solution de CHX à 20%  et (iii) le groupe 

témoin T, ne contenant aucune MIC. La MIC a été mise en place avec un lentulo (Dentsply Maillefer, 

Avignon France) et la partie coronaire a été condensée avec une pointe de papier (Yazdanpanahi et al. 

2021).  

Six groupes ont ainsi été obtenus selon le type de diffusion étudié et la MIC injectée : (i) 

Ca(OH)2 seul en diffusion apicale (Ca[OH]2 apical ); (ii) Ca(OH)2 seul en diffusion latérale 

(Ca[OH]2  latéral ) ; (iii) Ca(OH)2 + CHX 1% en diffusion apicale (CHX apical) ; (iv) Ca(OH)2 + CHX 1% en 

diffusion latérale (CHX latéral) ; (v) groupe témoin en diffusion apicale (T apical) ; (vi) groupe témoin 

en diffusion latérale (T  latéral).   

Ensuite, un composite (Tetric EvoFlow, Mega Dental, Crosne, France) a été placé en coronaire 

et de la cire collante a été ajouté sur ce composite de façon à la fixer au bouchon d’un flacon de 50 mL 

contenant 10 mL d’eau déionisée (figure 16 a4 et b4), afin de ne pas interférer avec les ions libérés 

depuis les tubules dentinaires ou l’apex (Carvalho et al. 2016 ; Chamberlain et al. 2009). 

L’ensemble des échantillons a été incubé à 37°C sous une atmosphère contrôlée contenant 5% 

de CO2. Aux points de temps déterminés, J7, J14, J21 et J28, le milieu de libération (eau désionisée) a 

été complètement renouvelé par une nouvelle solution de 10 mL (Yazdanpanahi et al. 2021).  

 
3.2.1.3. Instruments et techniques de mesure 

 
Les mesures de pH ont été effectuées à l’aide d’un pHmètre HI9125 (Hanna) avec une précision 

à 0,01.  

La quantité d'ions calcium libérés dans les solutions recueillies a été mesurée par spectroscopie 

d'émission atomique à plasma à couplage inductif (Vista-MPX CCD Simultaneous ICP-OES, Varian Inc., 

Palo Alto, USA), Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry  (ICP-MASS). 

Les quantités de CHX dans les liquides prélevés ont été déterminées par chromatographie en 

phase liquide haute performance (module de séparation Waters Alliance 2695, détecteur Waters 2489 

UV/vis), High Performance Liquid Chromatography (HPLC-UV). 

 
3.2.1.4. Variations du pH dans le milieu extra-radiculaire  

 
La quantification des ions hydroxyles a été effectuée par la mesure du pH de la solution de 10 

mL à différents temps : J0, J7, J14, J21 et J28 (Forghani et al. 2014 ; Yazdanpanahi et al. 2021), à raison 

de 3 mesures par échantillons (Shetty et al. 2014) et d’une calibration toutes les 6 mesures. 
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3.2.1.5. Dosage des ions calcium dans le milieu extra-radiculaire 

 
Deux mL du milieu de libération de chaque échantillon ont été filtrés en amont avec un filtre 

en nylon de 0,45 m (VWR, International, Radnor, Pennsylvanie, États-Unis). Les courbes d'étalonnage 

ont été obtenues en préparant des solutions standard de Ca2+ à 2, 5, 10 et 20 ppm. Puis, les mesures 

ont été réalisées pour différents temps : J0, J7, et J28 (Carvalho et al. 2016). Une calibration entre 

chaque groupe de mesures a été effectuée. Trois réplicas ont été collectés pour chaque mesure (Lizzi 

et al. 2020).  

 

3.2.1.6. Dosage de la chlorhexidine dans le milieu extra-radiculaire 
 

Deux mL du milieu de libération de chaque échantillon ont été filtrés en amont avec un filtre 

en nylon de 0,45 m (VWR, International, Radnor, Pennsylvanie, États-Unis). Puis, les mesures ont été 

réalisées avec 500 μm pour les temps J0, J7, et J28. Vingt μL d'échantillons ont été injectés dans une 

colonne RP C18 (Gemini-NX (C18), 250*4.6mm, 5µm ; Phenomenex, Le Pecq, France) avec un débit de 

1 mL/min. La méthode de gradient suivante a été appliquée : l'éluant A : solution aqueuse contenant 

0,05% d’acide trifluoroacetic, 0,05% d’acid heptafluorobutyrique et 0,1% de triéthylamine. L'éluant B 

était de l'acétonitrile. La composition de la phase mobile était la suivante : diffusion de l'éluant A 

pendant 4 min, suivi d'un mélange A : B (60 : 40), (v/v) pendant 6 min. Les temps de rétention du 

principe actif étaient d'environ 2,5 et 6,9 min, respectivement. La colonne a été maintenue à 

température ambiante et la longueur d'onde de détection était λ=260 nm ( Kudo et al. 2002 ; Xue et 

al. 2009). Toutes les expériences ont été menées en triplicata. 

 
3.2.2. Réponse de cellules parodontales à la stimulation par des extraits de médications 

intracanalaires  
 

3.2.2.1. Médications, milieux et réactifs  
 

Le Ca(OH)2 servant à la préparation extemporanée se présentait sous la forme d'une poudre 

blanche (hidroxido de calcio [DentaFlux, Madrid, Spain]). La chlorhexidine (CHX) utilisée dans cette 

partie était de la chlorhexidine digluconate à 0,5% et à 1%. Elles étaient obtenues à partir de la solution 

stock à 20% (Evonik, Hanau, Allemagne).  

Les milieux de culture utilisés étaient le Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (GibcoTM, 

ThermoFisher, Strasbourg, France), le Fibroblaste Medium (FM) (ScienCellTM, USA) et la solution 

tampon était le Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (GibcoTM, ThermoFisher, Strasbourg, 

France).  
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3.2.2.2. Formulation des extraits 

 
Dans cette partie, ce sont des extraits issus des MIC qui ont étaient mis en contact avec les 

cellules. Les MIC utilisées pour préparer les extraits étaient : (i) le Ca(OH)2 seul (Ca[OH]2) ; (ii) le Ca(OH)2 

+ une solution de la CHX à 0,5% obtenu par dilution de la solution stock de CHX à 20%  (Ca[OH]2 + CHX 

0,5%) ; et (iii) le Ca(OH)2 + une solution de la CHX à 1% obtenu par dilution de la solution stock de CHX 

à 20% (Ca[OH]2 + CHX 1%).  

Afin d’obtenir les extraits aqueux, les pâtes (1 mL) de Ca(OH)2 seul, de Ca(OH)2 + CHX 0,5% et 

de Ca(OH)2 + CHX 1%, ont été injectées au fond d’un tube Falcon de 15 mL (FisherbrandTM 

Thermofisher, Strasbourg, France) et recouvertes de 9 mL de milieu de culture (DMEM ou FM selon le 

type cellulaire étudié par la suite), sans sérum, selon les indications ISO 10993-Part 12 et ISO 10993-

Part 18. L’ensemble des échantillons a ensuite été incubé à 37°C sous  une atmosphère contrôlée 

contenant 5% de CO2, pendant 24 h (Abbaszadegan et al. 2016 ; Ciapetti et al. 1998 ; Mukhtar-Fayyad 

2011). Les extraits obtenus, étant issus des formulations de pâte de Ca(OH)2 seul, de Ca(OH)2 couplé à 

la CHX à 0,5% et de Ca(OH)2 couplé à la CHX à 1%, ont été nommés respectivement : Ca(OH)2, CHX 

0,5% et CHX 1%. Ils ont été collectés et filtrés à travers un fi ltre stérile en polyéthersulfone de 0,45 μm 

(Nalgene®, Thermofisher, Strasbourg, France) (Mukhtar-Fayyad 2011 ; Peng et al. 2022 ; Scelza et al. 

2012). Puis, ils ont été dilués avec du DMEM ou du FM + 10% de sérum de veau fœtal (SVF) pour 

obtenir 3 dilutions différentes : pure (dilution 1) ; 1/2 (dilution 1/2) et 1/10 (dilution 1/10) (Peng et al. 

2022 ; Mukhtar-Fayyad 2011). 

 

3.2.2.3. Culture cellulaire et protocole de stimulation 

 
Modèles cellulaires  

Les cellules étudiées étaient : 

- les fibroblastes du ligament alvélo-dentaire (PDL) humains, dérivés d'une culture cellulaire 

primaire humaine (#2630, ScienCell, USA), 

- les ostéoblastes (MG63), lignée cellulaire humaine immortalisée (MG63, CRL1427, ATCC) 

obtenue auprès de l'American Type Culture Collection (ATCC® CRL-1427™), 

- les cémentoblastes (OCM), dérivés d'une lignée cellulaire de souris immortalisées (lignée 

OCCM.30 mouse cementoblasts, ABM - Applied Biological Materials Inc.) 

Les MG63 et les OCM ont été cultivées dans le DMEM et les PDL dans le FM. Les rinçages étaient 

effectués avec le PBS. Les cellules contrôles (témoins de culture ou témoin positif) étaient cultivées 

dans le milieu (DMEM ou FM) supplémenté par 10% de SVF, 5% de pénicilline/streptomycine et 0,2% 

d'amphotéricine B. Pour FM, 1% de facteurs de croissance ont également été ajoutés. 
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Toutes les cellules ont été cultivées à 37°C sous une atmosphère contrôlée contenant 5% de CO2. 

 

Entretien cellulaire  

Les milieux ont été changés tous les 2 à 3 jours. Après avoir atteint la confluence, les cellules ont 

été trypsinées, remises en suspension dans le milieu de culture et observées de façon routinière sous 

un microscope inversé avec module à épifluorescence (CKX41, Olympus, France). Puis, elles ont été 

centrifugées à 1200 rpm/min pendant 5 minutes et comptées à l'aide d'un compteur cellulaire 

automatique (ScepterTM, Millipore, USA). Après l'élimination de la trypsine, les culots cellulaires 

restants ont été remis en suspension dans un milieu frais.  

 

Protocole de stimulation 

La veille de chaque test, chaque population cellulaire a été ensemencée dans 200 μL de milieu 

d’une plaque de 96 micropuits, à une densité de 102 cellules/mL à 1,25.103 cellules/mL selon les tests. 

Les plaques étaient ensuite incubées pendant 24h, à 37°C sous une atmosphère contrôlée contenant 

5% de CO2. 

Le jour des tests, les milieux ont été retirés des plaques et remplacés par 200 μL de chaque extrait 

(cf. 3.2.2.2) (Peng et al. 2022 ; Mukhtar-Fayyad 2011) avant une incubation à 37°C, sous une 

atmosphère contrôlée contenant 5% de CO2. Le temps d’incubation était compris entre un à quatorze 

jours selon le test. Le milieu était renouvelé par les extraits tous les 3-4 jours. Le groupe témoins 

constituait les puits contenant les cellules seules. Pour chaque condition, un puits contenait 

uniquement les extraits. Les tests ont été effectués en triplicata.  

 

Stimulation cellulaire par le lipopolysaccharide (LPS) de P. gingivalis  

La stimulation par LPS a eu lieu deux jours avant le test. Les PDL ont été ensemencées dans 200 μL 

de milieu d’une plaque de 96 micropuits, à une densité de 103 cellules/mL. Les plaques étaient ensuite 

incubées à 37°C sous une atmosphère contrôlée contenant 5% de CO2, pendant 24 h. 

La veille du test, le LPS de P. gingivalis (Invivogen, San Diego, CA, USA) a été ajouté dans l’ensemble 

des puits tests à une concentration de 1 mg/mL. Les plaques ont à nouveau été incubées pendant 24h 

à 37°C sous une atmosphère contrôlée contenant 5% de CO2 (Morand et al. 2015).  

Le jour des tests, les milieux ont été retirés des plaques et remplacés par 200 μL de chaque extrait 

(Peng et al. 2022 ; Mukhtar-Fayyad 2011) avant une incubation pendant 24 h, à 37°C sous une 

atmosphère contrôlée contenant 5% de CO2. Un groupe de cellules contrôles (groupe témoin) a été 

stimulé par le LPS mais n’a pas été en contact avec un extrait de MIC et un autre groupe de cellules 

(témoin de culture) n’a été stimulé ni par le LPS ni par les extraits.  

 
 



3. MATERIELS ET METHODES 
 

 52 

3.2.2.4. Instruments et techniques de mesure  

 
Un spectromètre (Infinite® M200 PRO NanoQuant, Tecan, France) a été utilisé pour l’ensemble 

de tests cellulaires.  

 
3.2.2.5. Évaluation de la viabilité cellulaire  

 
Après 1, 3 et 7 jours de contact des extraits avec les cellules, le contenu des puits a été 

transvasé dans une nouvelle plaque 96 puits et 20 μL de réactif de viabilité cellulaire Alamar BlueTM a 

été ajoutée directement dans les puits à la concentration finale de 10% v/v. Les plaques ont ensuite 

été incubées à 37 °C pendant 5 h. Ce réactif contient de la résazurine, non toxique, perméable aux 

cellules, de couleur bleue et pratiquement non fluorescente. Elle est ensuite réduite en résorufine 

(composé de couleur rose, très fluorescent), lorsqu’elle entre dans les cellules vivantes et actives 

métaboliquement. La quantité de résorufine formée a été déterminée en mesurant l'absorbance à 570 

nm avec une référence de 600 nm. Elle est proportionnelle au nombre de cellules vivantes.  

 

3.2.2.6. Évaluation du potentiel de minéralisation  
 

L’étude du potentiel de minéralisation a été effectuée sur les cellules OCM et MG63. 

 
Potentiel de minéralisation précoce  

Le potentiel d'ostéoinduction est évalué par un test colorimétrique de l’activité de la 

phosphatase alcaline (ALP), un marqueur précoce de la minéralisation. Après 1 et 10 jours de culture, 

sa quantité extracellulaire a été estimée dans le surnageant des cellules en contact direct grâce au test 

du kit ALP utilisé selon les instructions du fabricant (K412-500, BioVision Incorporated, USA) et 

précédemment décrit (da Silva et al. 2008a ; Zhou et Xie 2021). 

Succinctement, 50 μL de monophosphate de thymolphtaléine ont été mélangés à 0,5 mL  de 

tampon diéthanolamine 0,3 mol/L, pH 10,1 et laissés pendant 2 minutes à 37°C. La solution a ensuite 

été ajoutée à 50 μL des lysats obtenus dans chaque puits pendant 10 minutes à 37°C. Pour le 

développement de la couleur, 200 μL de carbonate de sodium anhydre (Na2CO3) 0,09 mol/L et 

d’hydroxyde de sodium (NaOH) 0,25 mol/L ont été ajoutés. L'enzyme ALP présente dans les 

échantillons convertit le substrat p-nitrophényl phosphate (pNPP) en une quantité égale de p-

nitrophénol (pNP) coloré. Après 60 minutes, l'absorbance a été mesurée à 405 nm, et l'activité ALP a 

été calculée à partir d'une courbe standard en utilisant la thymolphtaléine pour donner une gamme 

de 0,012- 0,4 μmol de thymolphtaléine/ h/mL.  
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Enfin, l'activité ALP a été calculée selon l'équation suivante :  

Activité de l’ALP = 
[pNP]

ΔT x V
/ x D 

avec [pNP] = la quantité de pNP en (µmol) calculée à partir de la courbe standard, ΔT = le temps de 

réaction (min), V = le volume initial ajouté à chaque puits et D = le facteur de dilution. 

 

Potentiel de minéralisation cellulaire tardive : alizarine rouge (ARS) 

La capacité de reminéralisation a été réalisée sur les cellules en utilisant le rouge alizarine S 

(ARS), comme déjà décrit (Guerreiro et al. 2021 ; Narita et al. 2010). Ce produit cible les dépôts de 

calcium dans la matrice extracellulaire. Les cellules ont été fixées avec 3,7% de paraformaldéhyde 

pendant 30 min à température ambiante, rincées au PBS, lavées à l’eau distillée et incubées avec 100 

μL de 40 mM d’ARS (2% - pH 4.1 ; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) pendant 45 min à 

température ambiante. Un test qualitatif a pu être réalisé en observant les nodules de minéralisation 

au microscope optique. Les précipités inorganiques ont été semi-quantifiés en dissolvant les nodules 

de matrice minéralisée générés par les cellules avec 200 µL d'une solution de chlorure de 

cétylpyridinium (CPC) à 10% (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) pendant 30 min à 

température ambiante sous agitation. Les valeurs de densité optique représentant la quantité relative 

de nodules de minéralisation ont été lues à 560 nm. 

 

3.2.2.7. Évaluation de la sécrétion de médiateurs inflammatoires  
 

Comme évoqué précédemment, la sécrétion de TNF-α et d’IL-6 (marqueurs pro-inflammatoires) par 

les cellules PDL a été évaluée après infection par les LPS pendant 24 h et contact avec l’extrait de MIC 

24 h. Les surnageants des puits ont été utilisés pour la quantification de ces médiateurs inflammatoires 

et ont été analysés par la technique ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) comme déjà décrit 

(Jeanneau et al. 2019 ; Morand et al. 2015). Brièvement, les cellules ont été centrifugées 10 min à  

13 000 g à 4°C. Ensuite, le dosage des médiateurs a été réalisé conformément aux instructions des 

fabricants à l’aide des kits Human (pour PDL et MG63) ou Mouse (pour OCM) TNF-α uncoated ELISA 

(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, France) pour le TNF-α et Human (pour PDL et MG63) ou Mouse 

(pour OCM) IL-6 ELISA (Elabscience®, USA) pour l'IL-6. 

L'expérience a été réalisée en triplicata et les données ont été comparées à une courbe 

standard. Les valeurs de densité optique ont été lues comme décrit par les fabricants avec le lecteur 

de microplaques à 450 nm, avec une référence à 570 nm pour les kits de TNF-α. 
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3.3. Analyse statistique des données  
 

Les valeurs ont été exploitées à l'aide de Microsoft Office Excel Mac OS 2011 (version 14.4.7 

[141117]). Les analyses des données ont été réalisées à l'aide d'une analyse de variance (ANOVA) à 

sens unique avec un test de répétition suivi  d'un test de Tukey Kramer. Les résultats ont été rapportés 

sous forme d'écart-type moyen (± SD) ou d’intervalle de confiance = 95% et les significations 

statistiques ont été acceptées à p < 0,05. 
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4.1. Influence de la formulation sur l’activité antimicrobienne et les propriétés 

mécaniques  
 

4.1.1. Choix du ratio liquide/poudre  
 

4.1.1.1. Effet du ratio liquide/poudre sur la texture de la pâte  
 

Les résultats des tests d’injectabilité obtenus pour les différents ratio liquide/poudre sont 

présentés sur la figure 17. L’aire sous la courbe d’injectabilité variait entre 182,36 N.sec (SD  ±  40,09) 

et 534,16 N.sec (SD  ±  97,17). Plus la quantité de poudre augmentait, plus l’injectabilité était élevée.  

 

 

Figure 17. Injectabilité de la pâte de Ca(OH)2 : différents ratios l iquide/poudre sont comparés au Ca(OH)2 du 

commerce Calasept®. 

 

4.1.1.2. Effet du ratio liquide/poudre sur l’hydratation et le profil de durcissement   

 

La figure 18a représente les variations de masse observés pour les différents ratios de Ca(OH)2 

et comparés au Ca(OH)2 du commerce (Calasept®). Pour le ratio 50 : 50, la masse de la pâte était stable 

dans le temps. Une augmentation de la masse a été observée pour le ratio 70 : 30 et le Calasept® à 

partir du deuxième jour. Le ratio 30 : 70 au contraire présentait une diminution de masse continue.  

La figure 18b représente la cinétique de prise des différentes formulations du présent travail. 

La dureté initiale mesurée pendant les temps les plus précoces dépendait de la consistance du 

mélange. Entre 0 et 1 h, la préparation extemporanée de ratio 30 : 70 présentait la dureté la plus 

élevée (entre 525 et 900 mN), tandis que le ratio 30 : 70 présentait la dureté la plus faible (entre 0,2 

et 2,9 mN). La dureté de la pâte commerciale prête à l’emploi, quant à elle, était supérieure aux ratios 

70 : 30 et 50 : 50. Ce produit commercial durcit peu entre 1 h et 24 h par rapport aux préparations 

extemporanées qui montrait peu de variation de la dureté pendant la première heure après 

préparation. Ensuite, la dureté des préparations extemporanées a fortement augmenté entre 1 h et 

24 h en particulier pour les ratios 70 : 30 et 50 : 50.  
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(a) 

 

      (b) 

Figure 18. Variations de masse relative (a) et durcissement (b) pour différents ratios de Ca(OH) 2 et une pâte 

commerciale prête à l’emploi (Calasept®). 

 

 

Le ratio 50 : 50 présente la consistance la plus adaptée à une injection intracanalaire pour une 

application clinique : il a été utilisé dans la suite de ce travail . 

 

4.1.2. Effet de l’ajout d’antiseptiques sur l’activité antimicrobienne de la médication 

intracanalaire 
 

4.1.2.1. Susceptibilité antimicrobienne aux antiseptiques étudiés 
 

Les résultats des tests de CMI et de CMB sur C. albicans et E. faecalis, pour tous les agents 

étudiés, sont présentés dans le tableau 6. Les différentes formes du cuivre (Cu2+, CHT/Cu et PCD/Cu) 

et du zinc (Zn2+, CHT/Zn et PCD/Zn) n'ont pas été incluses dans la gamme de concentrations choisies 

(CMI et CMB ≥ 3200 mg/L). Ces agents antimicrobiens n’étaient pas efficaces contre C. albicans et E. 

faecalis, à faible concentration, en particulier la forme CHT avec une CMB ≥ 3200 mg/L.  En revanche, 
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les différentes formes d’argent (Ag+, CHT/Ag, PCD/Ag) et la chlorhexidine en solution (CHX) étaient 

efficaces à faibles concentrations contre les deux bactéries. Pour l’argent, la CMI était comprise entre 

25 et 50 mg/L et pour la CHX entre 2 mg/L contre E. faecalis et de 4 mg/L contre C. albicans.  

 
Tableau 6. Concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) de trois agents métalliques (le cuivre 

[Cu], le zinc [Zn], l ’argent [Ag]) sous trois formes de solutions  : solution ionique (Cu2+, Zn2+, Ag+), solution de 

nanoparticules métalliques de chitosan (CHT/Cu, CHT/Zn, CHT/Ag) et solution de nanoparticules métalliques de 

polymères de cyclodextrine (PCD/Cu, PCD/Zn, PCD/Ag) ; et de la solution de chlorhexidine (CHX), contre 2 agents 

antibactériens : C. albicans et E. faecalis. 

 

Antimicrobials Agents  
Candida albicans 
CMI / CMB (mg/L) 

Enterococcus faecalis 
CMI / CMB (mg/L) 

Cu2+ 
CHT/Cu 
PCD/Cu 

> 3200 
> 3200 
> 3200 

> 3200 
> 3200 
> 3200 

Zn2+ 
CHT/Zn 

PCD/Zn 
Ag+ 

CHT/Ag 
PCD/Ag 

CHX 

3200 
3200 / > 3200 

3200 
50 

25 / 50 
25 / 50 

4 

3200 
3200 / > 3200 

3200 
50 / >200 

50 / >100 
25 / >100 

2 / 16 
 

Parmi les agents antimicrobiens étudiés, seul l’argent et la CHX ont été actifs à faibles concentrations, 

face aux antimicrobiens étudiés : ils ont été sélectionnés pour le test de « kill-time ». 

 
 

4.1.2.2. Effet antibactérien des médications intracanalaires chargées en antiseptiques  
 

Les figures 19 et 20 montrent les résultats du test de « kill-time », correspondant à l’effet des 

antimicrobiens testé sur les 2 pathogènes de la flore endodontique étudiés. Les pâtes de Ca(OH)2 

couplés aux 3 formes d’argent (Ag+, CHT/Ag, PCD/Ag) ont été étudiées à 3 concentrations différentes 

comprises entre 12,5 mg/L et 100 mg/L (figures 19a, 19b, 19c, 20a, 20b et 20c). Les pâtes de Ca(OH)2 

couplés à la CHX ont été étudiées à 4 concentrations différents de CHX comprises entre 5.103 mg/L 

(0,5%) et 40.103 mg/L (4%) (figures 19d et 20d). La charge bactérienne initiale était comprise entre 5 à 

7 log10 UFC/mL de C. albicans (figure 19) ou d’E. faecalis (figure 20).  

Le Ca(OH)2 seul (ligne pointillée) a eu un effet antimicrobien sur C. albicans (5 log10 de 

réduction de la charge bactérienne initiale au bout de 24 h), mais n’a pas affecté la croissance 

bactérienne d’E. faecalis (figures 19  et 20).  
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(a) 

  

(b) 

  
(c) 

  
(d) 

Figure 19. Cinétique de réduction bactérienne de C. albicans au contact de l’hydroxyde de calcium seul (Ca [OH]2) 

et comparé à la formulation d’hydroxyde de calcium couplé à différentes  concentrations : (a) d’argent en 

solution : (Ag+) (courbes orange) ; (b) d’argent sous forme de nanoparticules de chitosan (CHT/Ag) (courbes 

marron/jaunes) ; (c) d’argent sous forme de nanoparticules de polymère de cyclodextrine (PCD/Ag) (courbes 

vertes), (d) de chlorhexidine en solution (courbes bleues) ; à gauche les courbes du log10 de l’UFC par mL en 

fonction du temps et à droite les histogrammes de l’aire sous la courbe (ASC) du log10 de microorganismes 

vivants. 
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(a) 

      

(b) 

     
 (c) 

  
(d) 
 

Figure 20. Cinétique de réduction bactérienne d’E. faecalis au contact de l’hydroxyde de calcium seul (Ca[OH]2) 

et comparé à la formulation d’hydroxyde de calcium couplé à différentes  concentrations : (a) d’argent en 

solution : (Ag+) (courbes orange) ; (b) d’argent sous forme de nanoparticule de chitosan (CHT/Ag) (courbes 

marron/jaunes) ; (c) d’argent sous forme de nanoparticule de polymère de cyclodextrine (PCD/Ag) (courbes 

vertes) ; (d) de chlorhexidine en solution (courbes bleues) ; à gauche les courbes du log10 de l’UFC par mL en 

fonction du temps et à droite les histogrammes de l’aire sous  la courbe (ASC) du log10 de microorganismes 

vivants ; (*) différence significative (p< 0,05) (**) différence très significative (p<0,01).
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Les formulations de pâtes couplés avec l’argent n’ont pas amélioré l’activité antimicrobienne 

du Ca(OH)2 face aux 2 microorganismes testés.  

Au contraire, l’ajout de CHX a accéléré la réduction de la charge microbienne par rapport au 

Ca(OH)2 seul. Cet effet était plus important pour les doses les plus élevées de CHX. Pour C. albicans, 

l’ajout de CHX a potentialisé l’effet du Ca(OH)2 durant les premières heures. Néanmoins, il n’y avait pas 

de différence significative entre les trois formulations et par rapport à la formulation-témoin (Ca[OH]2 

seul). Cependant, face à E. faecalis, la CHX a inhibée significativement la croissance microbienne. Pour 

la concentration la plus élevée, à 4% (40.103 mg/L) de CHX, le taux de croissance a diminué plus 

rapidement dans les six premières heures d'exposition (p=0,055 à t=6 h). A 24 heures, l'activité 

antibactérienne était significativement supérieure au Ca(OH)2 seul, en particulier pour les 

concentrations de CHX de 1% (10.103 mg/L), de 2% (20.103 mg/L) et de 4% par rapport à la pâte de 

Ca(OH)2 seule (p=0,001246).  

 

 

Figure 21. Cinétique de réduction bactérienne de P. gingivalis au contact de l ’hydroxyde de calcium seul 

(Ca[OH]2) et comparé à des formulations d’hydroxyde de calcium couplé à différentes  concentrations de 

chlorhexidine (0,5% ; 1% ; 2% ; 4%) ; (*) différence significative (p< 0,05). 

 

Les résultats du test de « kill-time » face à P. gingivalis sont présentés sur la figure 21. Le 

Ca(OH)2 seul n’était pas efficace conte  P. gingivalis. Couplé à la CHX, il réduit la quantité 

d’antimicrobienne en fonction de la concentration en CHX présente dans la pâte. Ainsi, la formulation 
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La CHX est le seul agent antimicrobien testé qui a potentialisé l’efficacité du Ca(OH)2 face aux 2 pathogènes 

de la flore endodontique : elle a été sélectionnée pour le test de « kill-time » face à la bactérie 

parodontopathogène. 
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de Ca(OH)2 + CHX 4% (CHX 4%) était la plus efficace, dès 2 h de contact. A t=24 h, il y avait une 

différence significative entre le Ca(OH)2 seul et la formulation de Ca(OH)2 couplée avec la CHX à 4 % 

(p=0,047). Par contre, il n’y avait pas de différence significative entre Ca(OH)2 seul et les autres 

formulations, ni entre les formulations contenant de la CHX. 

 

L’argent n’a pas montré une efficacité contre les pathogènes étudiés. La CHX quant à elle, a montré ici 

un activité antimicrobienne, en particulier pour les concentrations à 1, 2 et 4%.  

 

4.1.2.3. Dosage des principes actifs libérés  
 

Afin de comprendre quelle quantité d’antimicrobien était active face à C. albicans et E. faecalis 

lors des tests de « kill-time » (figure 19 et 20), la quantité de principe actif libéré a été dosé.  

 

Dosage de l’argent 

La quantité d’argent libérée, à partir des pâtes de Ca(OH)2 couplés aux différentes formes 

d’argent utilisées, a été recherchée pour toutes les formulations testées. Aucune molécule d’argent 

n’a été détectée avec les concentrations utilisées dans cette étude.  

 

Libération de CHX 

Les tests de libération de CHX ont été effectués sur les pâtes de Ca(OH)2 couplées à la CHX à 

1% et à 2%. Les résultats sont présentés sur la figure 22. Les courbes montrent peu de différences 

entre les deux formulations. La quantité de CHX libérée au cours du temps varie peu, notamment les 

25 premières heures. Elle est comprise entre 1,76 mg/L et 2,35 mg/L entre 0 et 48 heures.  

 

Figure 22. Évolution de la quantité de chlorhexidine libérée au cours du temps pendant 48 heures, à partir des 

pâtes d’hydroxyde de calcium (Ca[OH]2) + chlorhexidine (CHX) 1% (CHX 1%) et de Ca(OH)2 + CHX 2% (CHX 2%). 
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La CHX est le seul agent antimicrobien qui a potentialisé les effets du Ca(OH)2 face aux pathogènes 

étudiés. La pâte de Ca(OH)2 contenant de la CHX à 1 % correspondait à la formulation la plus efficace, 

à la plus faible concentration de CHX, contre E. faecalis : elle a été sélectionnée pour les tests sur le 

biofilm de ce pathogène. 

 

4.1.2.4. Effet anti-biofilm des médications intracanalaires chargées en antiseptiques 
 

Les résultats des tests avec le biofilm d’E. faecalis sont présentés dans le tableau 7. Le tableau 

7.A représente l’activité antimicrobienne des formulations face à un biofilm en formation. Les résultats 

montrent que le Ca(OH)2 a inhibé la formation du biofilm en présence ou non de CHX 1 % à tous les 

temps : 1, 2, 3 et 4 semaines. 

 

Tableau 7. Effets de médications intracanalaires d'hydroxyde de calcium seule (Ca[OH]2) et de Ca(OH)2 couplé à 

la CHX 1% (Ca[OH]2 + CHX 1 %), sur un biofilm d'E. faecalis (A) mature ou (B) en formation (n=3). 

(-) : pas de croissance des bactéries  

(+) : croissance des bactéries  

A 
 

Échantillons 
testés 

Échantillons tests Échantillons contrôles négatifs 
Échantillons 

contrôles positifs 

Ca(OH)2 Ca(OH)2 + CHX 1% Ca(OH)2 Ca(OH)2 + CHX 1% E. faecalis 

Milieux 
Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Semaine 1 - - - - - - - - + + 

Semaine 2 - - - - - - - - + + 

Semaine 3 - - - - - - - - + + 

Semaine 4 - - - - - - - - + + 

           

B 

Échantillons 
testés 

Échantillons tests Échantillons contrôles négatifs 
Échantillons 

contrôles positifs 

Ca(OH)2 CHX 1% Ca(OH)2 CHX 1% E. faecalis 

Milieux 
Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Liquide 
(MH) 

Gélose 
(MHA) 

Semaine 1 - - - - - - - - + + 

 
Le tableau 7.B présente les résultats sur l’activité antimicrobien des formulations face à un 

biofilm mature. Là encore, le Ca(OH)2 avec ou sans CHX 1% parviennent à détruire le biofilm après une 

semaine de contact. 
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La CHX a montré son efficacité contre les pathogènes étudiés. Cependant, afin de confirmer que cet 

antiseptique est le plus adapté, il est nécessaire de savoir s’il modifie les propriétés mécaniques des 

formulations et dans quelle mesure. 

 

4.1.3. Effet de l’ajout d’antiseptiques sur les propriétés mécaniques de la médication 

intracanalaire 

 
4.1.3.1. Injectabilité  

 
Le figure 23 montrent l'effet de la CHX aux concentrations 0,5%, 1%, 2% et 4% sur l'injectabilité 

du Ca(OH)2 (ratio 50 : 50). Les formulations à 0,5%, 1% et 2% de la CHX modifient peu l'injectabilité du 

produit. Cependant, l'ajout de 4% de CHX augmente significativement la force nécessaire pour injecter 

le produit. 

 

Figure 23. Variation de l’injectabilité de la pâte de Ca(OH)2 seule ou en présence chlorhexidine (CHX) à différentes 

concentrations (0,5% ; 1% ; 2% ; 4%). 

 

4.1.3.2. Profil de durcissement  
 

La figure 24 montre l’effet de l’ajout de CHX (0,5% ; 1% ; 2% ; 4%) sur le durcissement des 

préparations extemporanées de Ca(OH)2. L’addition de CHX modifie clairement la cinétique de prise 

de la pâte. Elle augmente la consistance initiale de la préparation (entre 0 et 1 h) , mais limite son 

durcissement entre 1 h et 24 h, indépendamment de la dose de principe actif incorporée. 
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Figure 24. Variation de la cinétique de prise de la pâte de Ca(OH)2 seule ou en présence chlorhexidine (CHX) à 

différentes concentrations (0,5% ; 1% ; 2% ; 4%). 

 

4.1.3.3. Variations de masse et hydratation  
 
La figure 25 montre l’effet de la CHX sur la variation de la masse relative (exprimée en % de la 

masse initiale) des pâtes de Ca(OH)2. L'augmentation de la dose de CHX a augmenté la perte de masse 

à 7 jours. 

 

Figure 25. Variation de masse de la pâte de Ca(OH)2 seule ou en présence chlorhexidine (CHX) à différentes 

concentrations (0,5% ; 1% ; 2% ; 4%). 

 

La formulation avec la concentration efficace la plus faible en CHX pour laquelle les propriétés 

mécaniques sont peu modifiées est la CHX à 1% : elle a été sélectionnée pour les tests de rhéologie. 
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4.1.3.4. Comportement rhéologique  

 
Balayage en fréquences et en amplitude 
 

 

 
(a) 

 

                            
(b) 

 
Figure 26. Propriétés rhéologiques de la pâte d'hydroxyde de calcium (Ca[OH]2) seul et de la pâte d'hydroxyde 

de calcium couplé à de la CHX à 1% (CHX 1%) : (a) modules dynamiques en fonction de la fréquence ; (b) balayages 

d’amplitude. 

 

Les résultats du balayage en fréquence et du balayage temporel des deux formulations 

(Ca[OH]2 seul et Ca[OH]2 couplé à la CHX 1%) sont présentés sur la figure 26. Les courbes de balayage 

en fréquence ont montré une diminution des modules (G’ et G’’) en présence de CHX 1%. Le balayage 

en amplitude a montré qu'avec la CHX, les modules sont plus faibles que sans CHX. Pour les deux 
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formulations, le point d'écoulement était de 0,06%. Les points G étaient de 3,93% pour la formulation 

sans CHX et de 4,95% pour la formulation avec CHX. Les données choisies pour la suite des tests 

rhéologiques étaient 2,5 rad/s pour la fréquence angulaire et 0,01% pour l'amplitude de déformation. 

 

Comportement viscoélastique  

 

 
(a) 

 
(b) 

 
Figure 27. Propriétés rhéologiques de la pâte d'hydroxyde de calcium (Ca [OH]2) seul et de la pâte d'hydroxyde 

de calcium couplé à de la CHX à 1% (CHX 1%) : (a) balayages temporels  ; (b) viscosité.  

 

Les résultats du balayage temporel et de la viscosité des deux formulations (Ca[OH] 2 seul et 

Ca[OH]2 couplé à la CHX 1%)  sont présentés sur la figure 27. La figure 27a montre l’évolution des 

modules de stockage (G′) et de perte (G′′) en fonction du temps à une fréquence de 2,5 rad/s à 20°C. 

Pour les deux formulations, G' et G" ont augmenté au cours du temps. Pour la formulation sans CHX, 

le module de stockage (G') est très proche du module de perte (G") (G' = G" approximativement). Après 
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6 minutes, G' devient plus élevé que G". En présence de CHX, les deux modules (G' et G") sont moins 

proches : G'' est d'abord plus élevé que G', puis après 9 minutes G" devient plus faible que G'.  

La figure 27b montre l’évolution de la viscosité de la formulation en fonction de la contrainte, 

pendant les 15 premières minutes. Les deux formulations ont le même comportement mais la 

formulation sans CHX est mécaniquement plus consistante que la formulation avec CHX. En effet, la 

viscosité initiale de la pâte de Ca(OH)2 seul diminue de 2320 Pa.s à 253 Pa.s avec la CHX, puis les valeurs 

deviennent similaires pour les deux formulations.  

 

Les propriétés rhéologiques de la MIC sont peu modifiées en présence de CHX à 1%. 

 
 
4.2. Effets de médications intracanalaires sur le milieu extra-radiculaire et réponse 

biologique de cellules parodontales 
   
4.2.1. Diffusion trans-radiculaire de composés actifs  

 
4.2.1.1. Ions hydroxyles  

 

 

 

Figure 28. Évolution pendant 28 jours du pH du milieu de diffusion de dents contenant une médication 

intracanalaire (hydroxyde de calcium seul  : Ca[OH]2 ou Ca(OH)2 + chlorhexidine à 1% : CHX) ou non (T) ; différence 

significative (p< 0,05) à tous les temps entre T et Ca[OH]2) et entre T et CHX.  
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La courbe de libération de ions hydroxyles au cours du temps (figure 28) montre une 

augmentation importante du pH dans les premiers temps ( jusqu’à J7), puis une stabilisation à un 

plateau les semaines suivantes (jusqu’à J28). La libération est plus importante en apical qu’en latéral 

et en présence de CHX. A tous les temps, la libération d’OH- à travers les racines est significativement 

plus importante en présence de MIC (1,08.10-12 < p < 1,42.10-8), par rapport aux racines témoins aussi 

bien en apical ou en latéral.  

 

4.2.1.2. Ions calcium 
 
La figure 29 représente les histogrammes de libération des ions calcium à deux temps (J7 et 

J28). En apical, cette libération est plus importante à J7 qu’à J28. Elle est également plus importante 

en apical qu’en latéral à J7, pour toutes les formulations. En présence de CHX, la libération des ions 

calcium est plus importante dans les premiers temps ( jusqu’à J7), mais il y a peu de différence ensuite 

(à J28) entre les échantillons tests. Au contraire, la différence entre les échantillons témoins et les 

échantillons test est significative aux 2 temps (p= 4,66.10-12 à J7 ; p= 3,90.10-5 à J28). 

Pour la diffusion latérale, il n’y a pas de différence entre les formulations contenant ou non de 

la CHX. Les quantités d’ions calcium libérées sont constantes aux deux temps.  

 

 
 

 
Figure 29. Évolution de la concentration d’ions calcium dans le milieu de diffusion de dents contenant une 

médication intracanalaire (hydroxyde de calcium seul  : Ca[OH]2 ou Ca(OH)2 + chlorhexidine à 1% : CHX) ou non 

(T) ; (*) différence significative avec T (p<0,05) ; (#) différence significative avec Ca(OH)2 (p<0,05). 
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4.2.1.3. Chlorhexidine  

 
La figure 30 représente les histogrammes de dosage de la CHX à 4 temps (J7, J14, J21 et J28). 

A J7, une quantité très importante (51,28 μg/mL) de CHX est libérée en apical pour la formulation 

contenant de la CHX. De la CHX est également libérée en latéral mais en quantité beaucoup plus faible 

(3,99 μg/mL). La quantité de CHX libérée pour toutes les autres conditions est quasiment nulle au 4 

temps. A J28, la libération de CHX est quasiment nulle pour toutes les formulations. 

 

 
Figure 30. Évolution de la concentration de chlorhexidine dans le milieu de diffusion de dents contenant une 

médication intracanalaire (hydroxyde de calcium seul  : Ca[OH]2 ou Ca(OH)2 + chlorhexidine à 1% : CHX) ou non 

(T); écart type = intervalle de confiance 95%. 

 

Les ions HO-, Ca2+ et la CHX ont mieux diffusés à  J7 et en apical des racines. Les quantités d’ions HO - et Ca2+ 

l ibérées en apical étaient plus importantes pour les formulations qui contenaient de la CHX. 

 
 

4.2.2. Effets d’extraits de médications intracanalaires sur la réponse de cellules 
parodontales  

 
4.2.2.1. Viabilité cellulaire  

 
Les tests de viabilités sur les PDL (figure 31), les OCM (figure 32) et les MG63 (figure 33) ont 

été réalisés à trois temps (J1, J3 et J7), avec 3 dilutions d’extrait.  

 

Cellules du ligament alvéolo-dentaire 

A J1, les pourcentages de viabilité sont les plus élevés pour les extraits dilués de moitié 

(dilution 1/2). A J3 et à J7, ce sont les dilutions 1/2 et 1/10 qui ont les pourcentages de viabilité les 
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plus élevés. Pour les extraits purs, le pourcentage de viabilité diminue en présence de CHX et lorsque 

le pourcentage de CHX augmente. Le pourcentage de viabilité de la formulation CHX 1% est supérieur 

à 80% au trois temps étudiés, lorsque les extraits sont dilués (dilution 1/2 et 1/10). Lorsque l’extrait 

contient du Ca(OH)2 + CHX à 0,5% (CHX 0,5%), le pourcentage de viabilité est inférieur à 80% pour 

l’extrait pur, à tous les temps, pour la dilution 1/2 uniquement à J3 (77,07%) et pour la dilution 1/10 

uniquement à J1 (63,98%). Le pourcentage de viabilité du Ca(OH)2 a été inférieur à 80% pour l’extrait 

pur à partir de J3, pour la dilution 1/2 uniquement à J3 et pour la dilution 1/10 uniquement à J1. 

 

 
 
Figure 31. Prolifération des fibroblastes du ligament alvéolo-dentaire après 1, 3 et 7 jours de contact avec des 

extraits +/- dilués d'hydroxyde de calcium avec ou sans chlorhexidine (n = 3). Les mesures ont été effectuées en 

util isant le test Alamar Blue et les données sont exprimées en moyenne et écart-type : différence entre les 

cellules non actives métaboliquement et les cellules métaboliquement actives ; écart type = intervalle de 

confiance 95%. 
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Cémentoblastes  

Pour les extraits dilués de moitié (dilution 1/2) et au dixième (dilution 1/10), le pourcentage 

de viabilité est élevé (≥ 80%) à J1 et J3. Pour les extraits purs, le pourcentage de viabilité diminue en 

présence de CHX et lorsque le pourcentage de CHX augmente. Pour la formulation CHX 1%, le 

pourcentage de viabilité est inférieur à 80% pour l’extrait pur, à tous les temps et pour la dilution 1/2 

à partir de J3. Le pourcentage de viabilité de l’extrait CHX 0,5%, n’est inférieur à 80% que pour l’extrait 

pur, à tous les temps. Pour le Ca(OH)2, le pourcentage de viabilité est inférieur à 80% pour l’extrait pur 

à tous les temps et pour la dilution 1/2 à J1 et à J7. 

 

 
 
Figure 32. Prolifération des cémentoblastes après 1, 3 et 7 jours de contact avec des extraits +/- dilués 

d'hydroxyde de calcium avec ou sans chlorhexidine (n = 3). Les mesures ont été effectuées en util isant le test 

Alamar Blue et les données sont exprimées en moyenne et écart-type : différence entre les cellules non actives 

métaboliquement et les cellules métaboliquement actives ; écart type = intervalle de confiance 95%. 
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Ostéoblastes  

Pour les extraits dilués de moitié (dilution 1/2) et au dixième (dilution 1/10), le pourcentage 

de viabilité est élevé (≥ 80%) à tous les temps. Pour la formulation CHX 1%, le pourcentage de viabilité 

est inférieur à 80% uniquement pour l’extrait pur, à tous les temps. Pour la CHX 0,5%, le pourcentage 

de viabilité n’est inférieur à 80% que pour l’extrait pur à partir de J3. Pour le Ca(OH)2, le pourcentage 

de viabilité est inférieur à 80% pour toutes les extraits purs et pour la dilution 1/10 à J1. 

 

 
 

Figure 33. Prolifération des ostéoblastes après 1, 3 et 7 jours de contact avec des extraits +/- dilués d'hydroxyde 

de calcium avec ou sans chlorhexidine (n = 3). Les mesures ont été effectuées en util isant le test Alamar Blue et 

les données sont exprimées en moyenne et écart-type : différence entre les cellules non actives 

métaboliquement et les cellules métaboliquement actives  ; écart type = intervalle de confiance 95%. 

 

Les formulations diluées de moitié présentaient les pourcentages de viabilité cellulaire les plus élevés. 

Cette dilution 1/2 a été conservée pour la suite des tests. 
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4.2.2.2. Potentiel de minéralisation  

 
Les tests de minéralisation ont été effectués sur les cémentoblastes (figures 34 et 36) et les 

ostéoblastes (figures 35 et 37).  

 

Potentiel de minéralisation précoce (ALP) 

➢ Cémentoblastes  

 

Figure 34. Activité de la phosphatase alcaline (ALP) intracellulaire de cémentoblastes stimulés avec des extraits 

d'hydroxyde de calcium avec (chlorhexidine à 0,5% [CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou sans chlorhexidine (Ca[OH]2), 

pendant 1 et 10 jours (n=3).  

 

Les résultats des tests de potentiel de minéralisation précoce sont présentés sur la figure 34. 

L’activité de l’ALP est beaucoup plus faible à J1 (0 à 9,24 pg/mL) qu’à J10 (25,31 à 24,96 pg/mL) pour 

toutes les conditions.  A J10, il n’y a pas de différence entre l’activité de l’ALP des cellules contrôles et 

celles des cellules en présences des extraits, ni entre les différentes conditions (p= 0,607 à J1 et p= 

0,248 à J10). Les extraits n’ont pas potentialisé la minéralisation précoce des cémentoblastes. 

 

➢ Ostéoblastes 

Les résultats de la figure 35 montrent qu’à J1, l’activité de l’ALP des ostéoblastes était plus 

importante avec l’extrait de Ca(OH)2 que chez les cellules témoins et les autres conditions. Cependant 

les différences ne sont pas significatives (p= 0,072 à J1 et p= 0,186 à J10). A J10, l’activité de l’ALP des 

ostéoblastes est équivalente pour toutes les conditions. Les extraits n’ont pas potentialisé la 

minéralisation précoce des ostéoblastes. 
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Figure 35. Activité de la phosphatase alcaline (ALP) intracellulaire d’ostéoblastes après le contact avec des 

extraits d'hydroxyde de calcium avec (chlorhexidine à 0,5% [CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou sans chlorhexidine 

(Ca[OH]2), pendant 1 et 10 jours (n=3). 

 
Quantification de la minéralisation tardive  

➢ Cémentoblastes  

 

Figure 36. Semi-quantification du dépôt de calcium dans les cémentoblastes après coloration au rouge d'alizarine 

et leur dissolution via le chlorure de cétylpyridinium, après le contact avec les extraits d'hydroxyde de calcium 

avec (chlorhexidine à 0,5% [CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou sans chlorhexidine (Ca[OH]2), pendant 14 jours (n=3) 

et photographie des images obtenues sous microscope optique. 

 

Les résultats de la minéralisation tardive (figure 36) montrent qu’à J14 les absorbances des extraits 

sont équivalentes à celles des cellules témoins et équivalentes entre elles (témoin : 0,40 ± 0,17 ; 

Ca(OH)2 : 0,46 ± 0,17 ; Ca(OH)2 + CHX 0,5% : 0,36 ± 0,15 ; Ca(OH)2 + CHX 1% : 0,35 ± 0,12) ; (p = 0,648). 
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➢ Ostéoblastes 

 
 
Figure 37. Semi-quantification du dépôt de calcium dans les ostéoblastes après coloration au rouge d'alizarine 

et leur dissolution via le chlorure de cétylpyridinium, après le contact avec des extraits d'hydroxyde de calcium 

avec (chlorhexidine à 0,5% [CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou sans chlorhexidine (Ca[OH]2), pendant 14 jours 

(n=3) ; (*) différence significative (p< 0,05) et photographie des images obtenues sous microscope optique. 

 

Les résultats de la figure 37 montrent qu’à J14 les absorbances mesurées pour les extraits issus 

des MIC de Ca(OH)2 + CHX 0,5% (0,71 ± 0,30) et Ca(OH)2 + CHX 1% (0,38 ± 0,19) ne sont pas 

significativement différentes de l’absorbance des cellules témoins (témoin : 0,95  ± 0,16 ). Il y a une 

différence significative entre les témoins et l’extrait issu de la MIC de Ca(OH)2 (0,33 ± 0,20) (p=0,024).  

 

Les formulations n’ont pas potentialisé la minéralisation précoce et tardive des ostéoblastes et des 

cémentoblastes.  

 

4.2.2.3. Sécrétion de médiateurs inflammatoires  

 
Les résultats des tests d’inflammation effectués sur les fibroblastes du ligament alvéolo-dentaire 

après contact pendant 24 h avec le LPS de P. gingivalis sont présentés sur les figures 38 et 39.  

 

TNF- α  

Pour le TNF-α (figure 38), l’absorbance des extraits CHX 0,5% et CHX 1% était inférieure à celle des 

cellules témoins et de l’extrait Ca(OH)2.Toutefois, les différences n’étaient pas significatives (p =0,161). 
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Figure 38. Expression du facteur de nécrose tumorale de type alpha (TNF-α) par les fibroblastes du ligament 

alvéolo-dentaire après une exposition pendant 24 h avec des LPS, puis traités avec les extraits d'hydroxyde de 

calcium avec (chlorhexidine à 0,5% [CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou sans chlorhexidine (Ca[OH]2), (n=3) ; (* 

différence significative si p<0,05). 

 

IL-6 

Pour IL-6 (figure 39), l’absorbance des extraits était significativement inférieure à celle de cellules 

témoins (p=. 0,003). La réduction a été significativement plus importante avec les extraits contenant 

de la CHX (p= 0,007). 

 

Figure 39. Expression de l’interleukine 6 (IL-6) par les fibroblastes du ligament alvéolo-dentaire après une 

exposition pendant 24 h aux LPS, puis traités avec les extraits  d'hydroxyde de calcium avec (chlorhexidine à 0,5% 

[CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou sans chlorhexidine (Ca[OH]2), (*) différence significative avec témoin (p<0,05) ; 

(#) différence significative avec Ca(OH)2 (p<0,05)  (n=3). 

 

En présence d’extrait contenant de la CHX, la sécrétion de médiateurs de l’inflammation de PDL a été 

réduite, en particulier pour IL-6. 
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5.1. Analyse critique des principaux résultats  

 
5.1.1. Influence de la formulation sur les propriétés de médications intracanalaires à base 

d’hydroxyde de calcium 

 
5.1.1.1. Effet du ratio liquide/poudre sur la consistance de la pâte 

 
Avant d’incorporer les molécules antiseptiques dans la formulation, l’effet du ratio 

liquide/poudre sur la consistance de la pâte d’hydroxyde de calcium a été étudié. En effet, la texture 

et la cinétique de prise sont des paramètres importants en pratique pour l ’opérateur (Basturk et al. 

2015 ; Türker et Uzunoğlu 2016). Les études montrent que le ratio liquide/poudre modifie les 

propriétés physico-chimiques de ciments hydrophiles utilisés comme matériau d’obturation. Un ratio 

liquide/poudre élevé réduit la résistance à la compression et augmente la solubilité et la porosité du 

MTA, alors qu’un ratio liquide/poudre de 100 : 50 (ou 2 : 1) permet une libération maximale d’ions 

calcium (Basturk et al. 2015 ; Fridland et Rosado 2003 ; Türker et Uzunoğlu 2016). Un effet similaire a 

été observé sur le comportement mécanique d’une autre MIC à base de dérivés du calcium (Shojaee 

et al. 2018). Nos résultats corroborent ces observations puisque la variation du ratio liquide/poudre 

modifie la consistance de la pâte de Ca(OH)2 et, par conséquent, son injectabilité. Plus la quantité de 

poudre augmente, plus la formulation devient visqueuse et jusqu’à 3 fois plus difficile à injecter. La 

pâte d’hydroxyde de calcium préparée avec un ratio 50 : 50 (v/w) était la plus stable en termes de 

masse au cours du temps, ce qui indique une prise/perte en eau limitée (figures 18). Sa prise lente 

durant la première heure offre un temps de travail plus long que la formulation commerciale prête à 

l’emploi (Calasept®) utilisée comme produit contrôle (figure 17). Ce ratio 50 : 50 offre également une 

viscosité adaptée à une application à l’aide d’une seringue et a déjà été utilisé dans la littérature (Lima 

et al. 2019 ; Ordinola-Zapata et al. 2022). C’est pourquoi, il a été retenu pour la suite des 

expérimentations. 

 

5.1.1.2. Activité antimicrobienne de la MIC  

 

L’activité antimicrobienne de la MIC à base de Ca(OH)2 fait depuis très longtemps l’objet de 

controverses récurrentes. Kim et Kim proposent une synthèse des études in vitro publiées entre 1991 

et 2012. Leur revue de littérature souligne la grande hétérogénéité des méthodes utilisées pour 

répondre à cette question. Parmi les vingt-quatre études sélectionnées, quinze (62,5%) ont montré 

une action bactéricide du Ca(OH)2 (Kim et Kim 2014) : 
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- Trois études (12%) ont évalué la susceptibilité  (CMI/CMB) de différentes bactéries à des 

solutions de Ca(OH)2 ; deux d’entre elles ont conclu à l’inefficacité du Ca(OH)2. Bien que cette 

méthode soit rigoureuse, elle est dépendante du choix des gammes de concentration étudiées 

et peu transposable à la pratique clinique puisque le Ca(OH)2 est plus souvent utilisé sous 

forme de pâte que de solution.  

- Dix études (42%) ont utilisé la diffusion sur gel d’agarose pour évaluer l’activité 

antimicrobienne du Ca(OH)2 sous la forme de solutions ou de pâtes ; cinq ont conclu à un effet 

antimicrobien de Ca(OH)2 et les autres à son inefficacité (Kim et Kim 2014). Bien que très 

répandu et facile à réaliser, la fiabilité de ce test est régulièrement critiquée à cause de facteurs 

comme (i) des interactions potentielles entre la gélose et l'agent antimicrobien qui pourraient 

influencer sa diffusion dans le milieu ; (ii) la subjectivité de l’interprétation des diamètres 

d’inhibition mesurée ; (iii) les variations de mesure liées aux conditions de préparation de la 

gélose notamment son épaisseur (Bonev et al. 2008 ; Saatchi et al. 2014). Pour cette raison, ce 

type de test n’a pas été retenu dans notre étude.  

- Onze études (46%) ont utilisé différents tests d’exposition directe des bactéries au Ca(OH)2 

sous diverses formes (pointes, pâte, solution) et ont mesuré l’effet antimicrobien de 

différentes manières (présence/absence de turbidité ou densité optique par exemple). Neuf 

études ont conclu à un effet antimicrobien de Ca(OH)2 et deux à son inefficacité. 

 Le test de « kill-time » utilisé dans notre étude est un modèle simple, fiable et reproductible 

d’exposition directe des bactéries à l’agent antimicrobien. Il permet un contact direct de la pâte de 

Ca(OH)2 avec le milieu de culture dans lequel les bactéries sont en suspension et de quantifier au cours 

du temps son effet sur la charge bactérienne (Mogrovejo-Valdivia et al. 2019).  

 

Le temps d’exposition à l’agent antimicrobien, qui varie selon les études entre 10 min et 7 

jours, est également une source potentielle de variabilité des résultats. Il est intéressant de noter que 

les deux-tiers des études in vitro qui concluent à l’inefficacité du Ca(OH)2 ont évalué son action sur une 

durée d’au moins deux jours. L’allongement de la période d’observation in vitro a l’avantage de tendre 

vers la durée de mise en place des MIC en pratique clinique durant au moins une semaine (Balto et al. 

2020 ; Mohammadi et Dummer 2011 ; Ordinola-Zapata et al. 2022). Cependant, un délai plus long 

permet une recroissance bactérienne tardive qui induit un biais d’interprétation de l’effet 

antimicrobien de la MIC. Bien que cette réinfection du canal soit possible in vivo (Kim et Kim 2015), il 

est difficile d’établir la comparaison entre la cinétique de recontamination d’un canal instrumenté, 

rempli de MIC et les conditions de laboratoire. De plus, les quantités de formulation utilisées dans les 

tests in vitro, très variables selon les études et les modèles sont difficilement comparables à la quantité 
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de MIC qui peut être placée dans un canal dentaire (Podbielski et al. 2003). Tous ces facteurs limitent 

la comparabilité des résultats des études et peuvent expliquer les controverses dans la littérature. 

 

Effets du Ca(OH)2 seul 

Contrairement aux conclusions d’études antérieures, nous avons observé une activité du Ca(OH)2 

seul (sans ajout d’antimicrobiens) sur C. albicans (figures 19), habituellement décrit comme peu ou 

non susceptible au Ca(OH)2 (Carbajal Mejía 2014 ; Meto et al. 2019 ; Nair 2006 ; Waltimo et al. 1999). 

Le modèle expérimental utilisé pourrait expliquer ce désaccord. En effet, dans nos expérimentations, 

la MIC, placée au fond d’un tube, est en contact direct avec les microorganismes en suspension dans 

le milieu de culture liquide. Ferguson et al. ont montré qu’en contact direct avec C. albicans, le Ca(OH)2 

est fongicide (Ferguson et al. 2002), tandis que dans un modèle ex vivo de dentine infectée, la capacité 

de C. albicans à pénétrer profondément dans les tubules dentinaires le rend moins vulnérable à l’action 

de la MIC (Carbajal Mejía 2014).  

 

Nos résultats concernant l’effet du Ca(OH)2 sur E. faecalis corroborent ceux des études 

précédentes et ne montrent aucun effet du Ca(OH)2 sur une culture pure de E. faecalis en milieu liquide 

(Basrani et al. 2003 ; Sukawat et Srisuwan 2002). En revanche, le Ca(OH)2 apparait efficace sur un 

biofilm de E. faecalis mature ou en formation. Des résultats similaires ont été rapportés par Delgado 

et al. avec un modèle ex vivo (Delgado et al. 2010). Le biofilm d’E. faecalis a été réduit significativement 

(-75%) en présence du Ca(OH)2 par rapport au groupe contrôle (sans MIC) (Delgado et al. 2010). Balto 

et al. ont observé la destruction de 76,14% à 91,71% du biofilm après deux et quatre semaines de 

contact respectivement (Balto et al. 2020). Cet effet du Ca(OH) 2 sur le biofilm de E. faecalis, en 

apparence plus probant qu’en culture pure doit être interprété prudemment. Il est important de noter 

que les ratios entre le volume de pâte et le volume du milieu de culture sont très différents entre les 

deux types de tests. Ce ratio est de 1 : 6 environ dans une plaque de 24 puits uti lisée pour le biofilm 

contre 1 : 10 dans un tube Falcon utilisé pour le test de « kill-time ». La forte concentration de MIC au 

contact du biofilm pourrait expliquer cette performance inattendue sur le biofilm de E. faecalis puisque 

l’effet antimicrobien du Ca(OH)2 est dose-dépendant (Blanscet et al. 2008). Ces différences de 

conditions expérimentales pourraient également expliquer, au moins en partie, les divergences entre 

nos observations et celles d’une autre étude en ce qui concerne l’effet du Ca(OH)2 sur P. gingivalis 

(Podbielski et al. 2003). 

 

 

 



5. DISCUSSION 
 

 82 

Chlorhexidine 

Les résultats indiquent que l’ajout de CHX potentialise l’action antimicrobienne du Ca(OH)2, 

sur E. faecalis (figures 20) et P. gingivalis (figures 21), peu sensibles au Ca(OH)2 seul, et que cet effet 

adjuvant est dose-dépendant. Les quantités de CHX incorporées dans la MIC ont été choisies dans la 

gamme des concentrations usuelles dans des études similaires (Basrani et al. 2003 ; Charannya et al. 

2018 ; Delgado et al. 2010 ; Ercan, et al. 2006 ; Evans et al. 2003 ; Gomes et al. 2006 ; Prabhakar et al. 

2012). Les dosages effectués dans le milieu de culture bactérien au contact de la MIC ont confirmé la 

présence de CHX, libérée à des concentrations de 2,25 mg/L à 24 h, proches de la CMI de E. faecalis, 

ce qui explique l’effet antimicrobien observé. Le Ca(OH)2 combiné à la CHX était également actif sur le 

biofilm d’E. faecalis mature ou en formation (tableau 7). Ces résultats prometteurs suggèrent qu’en 

pratique, la MIC pourrait à la fois compléter la désinfection des zones inaccessibles à l’instrumentation, 

où un biofilm non désorganisé persiste, mais également ralentir la recolonisation du canal en inter-

séance. Toutefois, ces résultats devront être confirmés sur des biofilms multi -espèces, plus 

représentatifs de la situation clinique (Tülü et al. 2021). Dans l’ensemble, ces résultats sont 

concordants avec les études précédentes qui ont montré l’intérêt de la combinaison Ca(OH)2 + CHX et 

un effet antimicrobien logiquement corrélé à la dose de CHX (Sukawat et Srisuwan 2002; Turk et al. 

2009), indépendamment du modèle utilisé ( in vitro ou ex vivo) (Ercan et al. 2006 ; Evans et al. 2003). 

 

Effets du Ca(OH)2 combiné à des métaux antimicrobiens 

Les métaux antimicrobiens sont considérés comme des alternatives possibles aux antiseptiques 

conventionnels (Afkhami et al. 2015 ; Ahrari et al. 2015 ; Charannya et al. 2018 ; Yousefshahi et al. 

2018). Ils ont été testés en laboratoire sur un large panel de microorganismes, y compris des 

pathogènes buccaux tels que P. gingivalis (Halkai et al. 2017 ; Halkai et al. 2018b), E. faecalis (Halkai et 

al. 2017 ; Halkai et al. 2018b), C. albicans  (Savić et al. 2018), en culture pure ou sous forme de biofilms 

(Rojas et al. 2021 ; Vaidya et al. 2017 ; Wu et al. 2014). Plusieurs études suggèrent que leur action 

serait potentialisée sous la forme de NPM (Halkai et al. 2017 ; Halkai et al. 2018b ; Wu et al. 2014) ou 

de NPMP (NPM polymériques) (Carapeto et al. 2017 ; Revathi et Thambidurai 2019 ; Nithya et 

Jothivenkatachalam 2015). Il est possible de synthétiser des NPMP en utilisant des polymères tels que 

le chitosan, qui possède des propriétés antimicrobiennes intrinsèques (Bano et al. 2017 ; Wei et al. 

2021), ou la cyclodextrine qui améliore la stabilité, la solubilité et la délivrance du principe actif 

(Blanchemain et al. 2012 ; Flores et al. 2017). Cette méthode a été précédemment utilisée avec succès 

dans notre laboratoire (Mogrovejo-Valdivia et al. 2019). C’est pourquoi dans cette étude, les composés 

métalliques ont été testés sous forme d’ions en solution mais également de NPM et NPMP.  
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- Cuivre et zinc 

Les tests préliminaires de susceptibilité microbienne (CMI/CMB) (tableau 6) ont clairement 

indiqués que les microorganismes étudiés n’étaient pas sensibles au cuivre et au zinc. Les 

concentrations inhibitrices ou bactéricides contre E. faecalis et C. albicans étaient trop élevées, 

irréalistes pour un usage clinique (≥ 3200 mg/L). Ces molécules ont donc été exclues de la suite des 

expérimentations. Des résultats contradictoires ont été rapportés dans la littérature concernant la 

sensibilité de E. faecalis et C. albicans au zinc et au cuivre. Aghatabay et al. et Martínez et al. ont 

rapporté des valeurs de CMI pour C. albicans atteignant 12,5 mg/L pour le zinc et 129,7 mg/L pour le 

cuivre, respectivement ( Aghatabay et al. 2006 ; Martínez et al. 2021). Plus récemment, Meto et al. ont 

rapporté une CMI similaire pour C. albicans, pour le cuivre mélangé au Ca(OH)2 (125 mg/L) (Meto et 

al. 2019). Nozari et al. ont indiqué qu'ils n'avaient observé aucun effet antimicrobien de l'oxyde de zinc 

sur E. faecalis (Nozari et al. 2019). Des résultats contradictoires ont également été rapportés avec les 

mêmes métaux pour d'autres bactéries buccales, notamment Streptococcus mutans (Almoudi et al. 

2018). Pour expliquer ces contradictions, il a été suggéré que certains métaux pourraient être inactivés 

par des milieux de culture bactériens complexes (Bradshaw et al. 1993) ou que les divergences 

pourraient être liées aux types de souches microbiennes utilisées (Martínez et al. 2021; Meto et al. 

2019).  

 

- Argent 

Sous toutes ses formes (Ag+, CHT/Ag, PCD/Ag), l’argent a présenté dans notre étude un effet 

bactéricide ou bactériostatique sur C. albicans et E. faecalis, à des concentrations variant entre 25 

mg/mL et 100 mg/mL. Ces valeurs sont cohérentes avec celles rapportées dans la littérature (Cui et al. 

2020 ; Freire et al. 2016 ; Kulatunga et al. 2017). Sous forme de NP, l’argent était plus efficace 

(CMI/CMB plus faibles) que sous forme ionique. Pratsinis et al. ont montré que l'activité 

antibactérienne des nanoparticules d'argent (AgNP) ainsi que leur toxicité dépendent de leur taille  

(Pratsinis et al. 2013). Les AgNP d'une taille inférieure à 10 nm ont une plus grande activité 

antimicrobienne mais également une toxicité plus importante liée à une plus grande surface disponible 

pour les interactions avec les cellules/microorganismes et une plus grande capacité à pénétrer dans 

les cellules (Agnihotri et al. 2014; Chatterjee et al. 2015 ; Freire et al. 2016 ; Morones et al. 2005 ; 

Pratsinis et al. 2013 ; Rai et al. 2009). L'activité des AgNP dépendrait également de leur forme. Les 

nanoparticules de forme triangulaire seraient plus efficaces que celles de forme s sphériques. Ces 

différences seraient liées à l’effet de la forme sur la charge des nanoparticules et, par conséquent, leur 

activité antimicrobienne (Freire et al. 2016). La caractérisation détaillée des nanoparticules n’a pas été 

réalisée dans cette étude puisque les NPs et NPMs ont été obtenues suivant une méthode de routine 

du laboratoire, utilisée dans d’autres travaux déjà publiés (Mogrovejo-Valdivia et al. 2019). 
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Pour évaluer l’effet adjuvant de l’argent sur l’activité antimicrobienne du Ca(OH)2, la poudre 

de Ca(OH)2, a été mélangée avec des solutions d’argent à des concentrations de 1/2 CMI, 1 x CMI et 2 

x CMI usuelles dans la littérature (Liu et al. 2019 ; Tavares et al. 2020 ; Yang et al. 2022 ; Vestergaard 

et al. 2021 ; Zhang et al. 2020). Aucun bénéfice n’a pu être mis en évidence avec cette combinaison 

par rapport au Ca(OH)2 seul. La littérature est hétérogène en ce qui concerne l’effet adjuvant d’Ag+ + 

Ca(OH)2 sur E. faecalis et C.albicans. Certaines études ont montré un avantage à la combinaison 

Ca(OH)2 + AgNP, comparable à celui de Ca(OH)2 + CHX 2% (Abirami et al. 2018 ; Balto et al. 2020 ; Halkai 

et al. 2018b ; Tülü et al. 2021), tandis que d’autres ne rapportent aucun bénéfice  (Charannya et al. 

2018).  

 

Pour expliquer nos résultats, la quantité d’Ag+ libérés par la MIC a été dosée par ICP-MS. L’analyse 

a révélé l’absence d’Ag+ dans le surnageant après 24 h de contact (< 0,1 µg/L). Des interactions 

polymère/argent ou polymère/Ca(OH)2, entrainant la formation de complexes insolubles et par 

conséquent inactifs, pourraient expliquer l’échec de la libération d’Ag+. Des analyses complémentaires 

sont nécessaires pour vérifier cette hypothèse en utilisant des formulations contenant un plus large 

panel de doses d’argent sous différentes formes chimiques.   

 

5.1.1.3. Propriétés mécaniques et rhéologiques de la MIC  

 

Les propriétés mécaniques des matériaux d’obturation endodontiques, en particulier les MIC 

à base de Ca(OH)2, sont peu étudiées dans la littérature (de Freitas et al. 2020 ; Kaplan et al. 2003). 

Pourtant, elles ont un impact évident sur la performance clinique du matériau. En effet, la 

manipulation et la mise en place du matériau, sa capacité à s’infiltrer dans les ramifications du canal, 

sa dégradation et son retrait dépendent des propriétés mécaniques de la formulation. Différentes 

méthodes validées dans des travaux précédents du laboratoire ont été utilisées pour caractériser en 

détail les MIC formulées avec l’agent antimicrobien le plus efficace (CHX). Les mesures d'injectabilité, 

de résistance à la pénétration et le monitorage des variations de masse effectuées , renseignent 

respectivement sur la facilité de mise en place, le temps de prise du matériau et la capacité 

d’absorption/perte en eau, qui contribue au gonflement et/ou à la désintégration du matériau (Agossa 

et al. 2017 ; Sy et al. 2020). L’évaluation du comportement mécanique à l’échelle macroscopique a été 

complété par une analyse rhéologique approfondie de la formulation la plus prometteuse ( Ca(OH)2 + 

CHX 1%), afin d’étudier l’influence des contraintes mécaniques et de la température sur les propriétés 

rhéologiques au cours du temps (Chang et al. 2015).  
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A des doses comprises entre 0,5% et 2% l’ajout de CHX n’entra îne pas de modification 

significative de la texture de la pâte de Ca(OH)2 évaluée par le test d’injectabilité. L’analyse rhéologique 

montre un léger effet rhéofluidifiant (G">G') de la CHX sur la pâte de Ca(OH)2, probablement trop faible 

pour être perceptible avec le test d’injectabilité. Dans l’ensemble, la manipulabilité de la pâte de 

Ca(OH)2 n’est donc pas significativement modifiée par la CHX. En revanche, le durcissement de la pâte 

contenant de la CHX est plus lent et sa perte de masse en milieu aqueux plus rapide. Cet effet est dose-

dépendant et pourrait être lié à la présence de la CHX sous la forme de sel hydrophile (digluconate) 

qui favorise l’hydratation du matériau (de Freitas et al. 2020 ; Mohammadi et Abbott 2009). En 

pratique, l’ajout de CHX pourrait allonger le temps de travail et augmenter la vitesse de dégradation 

de la pâte de Ca(OH)2, mais in vivo, de nombreux autres facteurs tels que l’humidité, la température, 

les contraintes mécaniques, les bactéries et les enzymes peuvent également influencer la vitesse de 

dégradation de la MIC (Basturk et al. 2015 ; Schwartz 2006).  

 

5.1.2. Étude ex vivo de la diffusion des composés actifs de la médication intracanalaire 

à travers la racine dentaire et de la réponse des cellules parodontales in vitro  

 

5.1.2.1. Diffusion trans-radiculaire des composés actifs de la médication intracanalaire  

 

Modèle d’étude 

Les dents extraites sont un bon modèle pour étudier ex vivo la performance de matériaux 

d’obturation canalaire en prenant en compte l’anatomie radiculaire et les propriétés physico-

chimiques de la dentine qui peuvent influencer les résultats in vivo (Signoretti et al. 2011). Avec ce 

type de modèle, il a été démontré que la mise en place de Ca(OH)2 dans le canal augmente le pH au 

niveau de la surface externe de la racine (Carvalho et al. 2016 ; Chamberlain et al. 2009 ; Misra et al. 

2017 ; Ximenes et Cardoso 2012). Cette alcalinisation du milieu extra radiculaire pourrait avoir un effet 

sur la cicatrisation des tissus péri-apicaux. Le rationnel de la combinaison Ca(OH)2 + CHX est d’obtenir 

une synergie de l’effet antibactérien des deux molécules, qui in fine, favorise la cicatrisation péri-

apicale. C’est pourquoi nous avons cherché à évaluer non seulement la diffusion des ions (Ca2+ et OH) 

issus de la dissolution du Ca(OH)2, mais aussi celle de la CHX incorporée dans la MIC à travers l’apex et 

les tubules dentinaires. A notre connaissance, aucune étude précédente n’a comparé ces deux voies 

de diffusion (Aguiar et al. 2015 ; Carvalho et al. 2016).  
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Milieux de diffusion 

D’après nos résultats, les composés actifs de la MIC peuvent diffuser via l’apex et les tubules 

dentinaires mais la diffusion via les tubules dentinaires est plus de 10 fois plus faible . En moyenne, 

pour 1 g de pâte injectée, 0,119 mg de CHX est libéré en apical et 0,014 mg en latéral, soit 

respectivement 1,19% et 0,14% de la quantité de CHX initiale. Il est également intéressant de noter 

que la diffusion est plus importante au cours des premiers jours (jusqu ’à J7) qu’aux temps les plus 

tardifs (jusqu’à J28) et que la présence de CHX semble amplifier la diffusion d’ions calciums et 

hydroxyles. Après J7, les quantités d’ions HO- libérées en apical et en latéral sont similaires, 

indépendamment de la présence de CHX (figure 28). La quantité de Ca2+ libérée, quant à elle, décroit 

progressivement jusqu’à J28. Dans le groupe contrôle (sans MIC), de légères variations de pH ont été 

observées qui seraient liées à l’effet tampon de la dentine (Ximenes et Cardoso 2012). 

  D’autres études ont rapporté des variations similaires des conditions physico-chimiques à la 

surface externe de la racine (pH et/ou concentration d’ions calcium) entre J7 et J14, liées à ce 

phénomène de libération rapide et massive d’ions par le Ca(OH) 2 (phénomène de « burst ») (Carvalho 

et al. 2016 ; Chamberlain et al. 2009 ; Jacinto et al. 2015 ; Krüger et al. 2021 ; Misra et al. 2017 ; Ximenes 

et Cardoso 2012). La CHX semble jouer un rôle important dans le contrôle de la cinétique de libération 

de la MIC. Carvalho et al. et Tanomaru et al. ont observé que les MIC préparées avec une solution de 

CHX libèrent d’avantage d’ions HO- et Ca2+ (Carvalho et al. 2016 ; Guerreiro-Tanomaru et al. 2012). Ils 

attribuent ce phénomène à une dissociation ionique plus rapide avec l’utilisation de  CHX sous forme 

aqueuse (Carvalho et al. 2016 ; Pacios et al. 2004 ; Tanomaru et al. 2003). A l’inverse, lorsque la CHX 

est utilisée sous forme de gel, le pic de libération des composés actifs est plus tardif (J30) (Duarte et 

al. 2009 ; Signoretti et al. 2011). Ce retard serait lié à la formation de digluconate de calcium et d’un 

précipité de CHX peu solubles (Lima et al. 2019 ; Signoretti et al. 2011 ; Ximenes et Cardoso 2012).  

La dégradation de la CHX en dérivés potentiellement toxiques tel que la para-chloroaniline 

(pCA) est décrite dans la littérature (Barbin et al. 2013). Ces métabolites ont été détectés dans des 

solutions de CHX indépendamment des conditions et de la durée de stockage, la salive de patients 

après un bain de bouche, des canaux rincés au NaOCl puis à la CHX ou dans des mélanges de Ca(OH)2 

+ CHX (Barbin et al. 2013). Dans certaines études, seuls les métabolites de la CHX ont pu être dosés à 

partir du mélange Ca(OH)2 + CHX, suggérant une dégradation complète de la CHX au contact du 

Ca(OH)2 (Barbin et al. 2013 ; Below et al. 2017 ; Câmara De Bem et al. 2014). Nos résultats ne valident 

pas cette hypothèse puisque la présence de CHX a été détectée à 7 jours dans le milieu de diffusion de 

racines remplies de Ca(OH)2 + CHX. Il est possible que le pouvoir tampon de la dentine ait limité ou 

ralenti la dégradation de la CHX en limitant l’alcalinisation du milieu. Par ailleurs, une revue de 

littérature récente suggère que la formation de pCA serait d’avantage liée à la forte concentration de 

CHX qu’aux interactions chimiques avec une autre molécule (Khatib et al. 2020). Le dosage de la CHX 
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n’était possible que dans certains échantillons (3/10 en apical et 3/10 en latéral). Les facteurs qui 

expliquent cette variabilité restent à élucider et pourraient être liés aux caractéristiques radiculaire, la 

technique de dosage ou la dégradation de la molécule. 

 

5.1.2.2. Réponse cellulaire des cellules parodontales aux extraits de médications 

intracanalaires   

 
Viabilité cellulaire  

L’effet des extraits de la MIC sur la viabilité cellulaire a été évalué in vitro, sur différents types 

cellulaires du parodonte, selon une méthode standardisée validée dans la littérature (Krüger et al. 

2021 ; Mukhtar-Fayyad 2011 ; Scelza et al. 2012 ; Zhou et al. 2013). Les cellules testées (fibroblastes 

du LAD, ostéoblastes et cémentoblastes) forment les tissus du parodonte profond et seraient de ce 

fait, in vivo, en contact avec les composés actifs de la MIC qui diffuseraient à travers la racine  

(Bosshardt 2005). Le pourcentage de viabilité cellulaire précoce (J1) traduit la cytotoxicité immédiate, 

tandis que de J3 à J7, ce sont les effets sur l’étalement et la prolifération cellulaire qui sont évalués  

(Marracino et al. 2022). Par convention, un taux de viabilité cellulaire de 80% minimum traduit une 

bonne tolérance cellulaire au produit testé (ISO- 10993-5-2009). Les extraits de Ca(OH)2 purs, avec ou 

sans CHX, étaient moins bien tolérés que les extraits dilués et leur toxicité tend à augmenter 

logiquement avec le temps de contact et la dose de CHX. L’effet des extraits dilués est plus variable 

selon le type de cellules et le niveau de di lution. Des observations similaires sont rapportées dans des 

études précédentes (Abbaszadegan et al. 2016 ; da Silva et al. 2008b ; Sirén et al. 2004 ; Yadlapati et 

al. 2014). L’effet de gradient lié à la dose de CHX est très inconstant. Par exemple, à J3 sur les 

cémentoblastes, la viabilité cellulaire tend à décroitre logiquement lorsque la quantité de CHX 

augmente, alors que la tendance inverse est observée sur le même type de cellule avec une dilution à 

1/10e. Cette variabilité est difficile à expliquer et pourrait être liée d’une part, aux aléas de la culture 

cellulaire (changement de pH) et à la fiabilité de la technique de mesure (tributaire de la présence de 

réductases dans les composants subcellulaires) (Rampersad 2012). D’autre part, il est important de 

mentionner que les quantités de CHX (ou d’autres composés actifs) réellement contenues dans les 

extraits testés sur les cellules sont inconnues. Notre hypothèse est qu’elles sont, en théorie, corrélées 

à la quantité de CHX incorporée dans la MIC à partir de laquelle les extraits (surnageants) ont été 

préparés. En réalité, elles pourraient varier selon le profil de libération propre à chaque formulation. 

Le dosage de la quantité réelle de CHX (ou d’autres composés) dans les extraits pourrait 

potentiellement apporter un éclairage complémentaire sur la variabilité de la réponse cellulaire. 

Toutefois, dans l’ensemble, les taux de viabilité observés avec les extraits avec ou sans CHX, dilués à 

1/2 ou au 1/10e, sont quasi systématiquement > 80%.  
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En conclusion, dans l’ensemble, les taux de viabilité cellulaire au contact d’extraits avec ou sans 

CHX, dilués à 1/2 ou au 1/10e, sont quasi systématiquement > 80% ce qui indique que de faibles doses 

de CHX ont un effet négligeable sur la toxicité des MIC à base de Ca(OH)2.  

 

Potentiel de minéralisation  

Des observations cliniques et chez l’animal soutiennent l’effet positif du Ca(OH)2 sur la cicatrisation 

de divers défauts osseux, y compris des LIPOE (De Rossi et al. 2005 ; Leonardo et al. 2006). Cependant, 

les connaissances du mode d’action du Ca(OH)2 sur les cellules parodontales restent limitées. C’est 

pourquoi nous avons cherché à déterminer l’effet des extraits de MIC sur le potentiel de minéralisation 

de cémentoblastes et d’ostéoblastes, qui composent les tissus minéralisés du parodonte (Bosshardt 

2005). Les méthodes utilisées (activité de la phosphatase alcaline et marquage/quantification des 

nodules de calcium) sont des méthodes traditionnelles pour étudier le potentiel de minéralisation de 

cellules en culture (Arceo et al. 1991 ; Groeneveld et al. 1995). Il a été démontré que l’activité de la 

phosphatase alcaline joue un rôle précoce dans l’initiation de la minéralisation de la matrice 

extracellulaire en facilitant la précipitation et la croissance des cristaux  (Bonucci 2007). Plusieurs 

études ont également rapporté la formation de nodules de minéralisation sur des cultures 

d’ostéoblastes qui seraient le reflet du processus de minéralisation observé in vivo (Arceo et al. 1991).  

Les cémentoblastes exposés aux échantillons purs ont une activité de l’ALP nulle ou très faible (cf. 

données complémentaires Annexes 1. page 126) qui s’explique vraisemblablement par la toxicité de 

l’extrait qui entraîne une réduction importante du nombre de cellules viables (figures 32). Les extraits 

dilués n’ont montré aucun effet sur l’activité de l’ALP des cémentoblastes par rapport au milieu de 

culture seul. L’expression de l’activité de l’ALP des cémentoblastes est une question controversée. Les 

cémentoblastes dérivés de cémentomes expriment, au même titre que d’autres tumeurs, une forte 

activité de l’ALP (Arzate et al. 1992 ; Hofmann et al. 1989 ; Nishimura et al. 1982), mais cette 

caractéristique pourrait être liée à leur origine tumorale. En effet, plusieurs autres études ont conclu 

à une activité de l’ALP nulle ou très faible des cémentoblastes d’origine humaine, murine ou bovine en 

culture et sur des coupes histologiques (Blomlöf et Lindskog 1994 ; Gao et al. 1999 ; Grzesik et al. 1998 

; Tenorio et al. 1993). Ceci pourrait expliquer pourquoi nous n’avons pas observé d’effet de la 

stimulation par le Ca(OH)2 sur l’activité des cémentoblastes. La perte (ou la forte réduction) de 

certaines activités enzymatiques dans les cellules mises en culture, une origine embryologique 

potentiellement différente des ostéoblastes ou des mécanismes de minéralisation différents 

pourraient expliquer la production faible (ou nulle) d’ALP par les cémentoblastes en culture  (Gao et 

al. 1999). Enfin, il est important d’indiquer que la production d’ALP et son expression génique (non 

étudiée ici) ne sont pas nécessairement corrélées (Gao et al. 1999). Des études complémentaires sont 
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nécessaires pour clarifier les mécanismes par lesquels le Ca(OH)2 avec ou sans CHX pourrait affecter la 

réponse biologique des cémentoblastes.   

Sur les ostéoblastes, seuls les extraits de Ca(OH)2 non dilués semblent augmenter l’activité de la 

phosphatase alcaline (cf. données complémentaires Annexes 1. page 126) mais ces résultats sont 

difficilement interprétables au vu de la cytotoxicité des extraits de Ca(OH) 2 purs constatée sur les 

ostéoblastes (figure 33).  Les extraits dilués n’ont eu aucun effet. Selon Narita et al., l’effet du Ca(OH)2 

sur la minéralisation des ostéoblastes est dose-dépendant. A faible concentration (0,025 mg/mL) la 

minéralisation n’a pas lieu tandis qu’à une concentration 10 fois supérieure elle est observée (Narita 

et al. 2010). En revanche, à 2,5 mg/mL, aucun effet pro-minéralisant n’est observé en raison de la 

toxicité de l’extrait. Fait intéressant, les mêmes auteurs ont rapporté que la minéralisation est plus 

importante à pH neutre 7,4 qu’en milieu alcalin. Ceci suggère que l’effet pro-minéralisant du Ca(OH)2 

sur la minéralisation serait d’avantage lié aux ions calcium qui activent différents récepteurs et voies 

de signalisation (CaSR [Ca2+-sensing receptor] ; JNK [c-Jun N-terminal kinase] ; p38 [p38 mitogen-

activated protein kinase]), qu’à la concentration d’ions hydroxyles (Narita et al. 2010 ; Yamaguchi et 

al. 2000 ; Yamauchi et al. 2005).  

Aucun effet significatif des extraits de Ca(OH)2 (avec ou sans CHX) sur la production de nodules de 

minéralisation in vitro n’a pu être mis en évidence. Ces résultats sont similaires à ceux de da Silva et 

al. qui n’observent aucune différence entre Ca(OH)2, Ca(OH)2 + 0,4% CHX et le groupe contrôle, en 

termes d’activité de l’ALP ou de formation du nombre de nodules osseux sur des cultures 

d’ostéoblastes de calvaria de rats (da Silva et al. 2008a).  

En conclusion, l’effet de la combinaison Ca(OH) 2 + CHX à faible dose sur le potentiel de 

minéralisation des ostéoblastes et des cémentoblastes semble négligeable.   

 

Réponse inflammatoire 

La destruction tissulaire dans les LEP (comme dans les LIPOE ou les parodontites) est en grande 

partie liée à la réponse inflammatoire induite par les bactéries et leurs sous-produits (Duque et al. 

2019 ; Graves  et al. 2011 ; Karteva et Manchorova-Veleva 2020). Le lipopolysaccharide (LPS) est un 

des principaux facteurs de virulence bactérienne, dont la présence dans les poches et le canal est 

corrélée à l’activité et la progression des lésions endodontiques et parodontales (Cardoso et al. 2015 ; 

Gomes et al. 2012). C’est également un des éléments clés de l’activation de la cascade inflammatoire, 

de par sa capacité à induire la production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-, IL-1, IL-6, 

IL-8, et IL-12 (Fujihara et al. 2003). Il a été démontré que la mise en place de Ca(OH)2 dans le canal est 

associée à une réduction de la charge bactérienne et de la quantité de LPS dans les poches 

parodontales, probablement liée à la diffusion de composés actifs à travers la racine dentaire  (Duque 
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et al. 2019 ; Tanomaru et al. 2003). Nos résultats montrent que : (i) les extraits de Ca(OH) 2 tendent à 

réduire la production de TNF- et d’IL-6 par les fibroblastes du ligament parodontal, préalablement 

stimulés par le LPS de P. gingivalis (-24% pour le TNF- et -13% pour l’IL-6) ; (ii) cette réduction est plus 

marquée en présence de CHX (-37% pour le TNF- et -70% pour l’IL-6). Ces observations pourraient 

s’expliquer par la capacité du Ca(OH)2 à réprimer en amont l’expression génique de certains 

médiateurs de l’inflammation (TNF-, IL-6) (Khan et al. 2008 ; Meng et al. 2016) ou a les dénaturer une 

fois sécrétés (IL-1, TNF-), probablement par hydrolyse alcaline des liaisons amides (Voel et al. 1999). 

Ce dernier mécanisme est cohérent avec la réduction plus marquée en présence de CHX puisque la 

CHX potentialise la dissociation du Ca(OH)2, ce qui augmente l’alcalinité du milieu (figure 28).  

En conclusion, nos résultats soutiennent l’hypothèse que la dégradation locale des médiateurs 

pro-inflammatoires en milieu basique serait un des mécanismes anti -inflammatoires par lesquels le 

Ca(OH)2 contribue à la cicatrisation des lésions inflammatoires péri-apicales. 

 

5.2. Perspectives de la médication intracanalaire dans le traitement des lésions endo-

parodontales 

 
La MIC à base de Ca(OH)2 fait partie depuis longtemps de l’arsenal thérapeutique en endodontie 

et son usage s’appuie sur plus d’un siècle de données probantes. Entre les années 2000 et 2010, 

environ deux tiers des praticiens déclaraient l’utiliser en routine (Hommez et al. 2003 ; Palmer et al. 

2009). Pourtant, son utilisation est de plus en plus controversée et tend à décliner. Cette tendance est 

liée aux études publiées ces dernières décennies qui ont montré que les traitements canalaires en une 

seule séance (donc sans MIC) ou en plusieurs sessions donnaient des résultats comparables, en termes 

de suites opératoires ou de cicatrisation (Manfredi et al. 2016 ; Molander et al. 2007 ; Paredes-Vieyra 

et Enriquez 2012 ; Penesis et al. 2008 ; Sathorn et al. 2007 ; Sirén et al. 2004 ; Trope et al. 1999). 

Certains y voient le retour de concepts anciens selon lesquels « le succès du traitement endodontique 

dépend davantage de ce que l’on retire du canal , que de ce que l’on y met » (Ordinola-Zapata et al. 

2022). D’autres l’interprètent comme le résultat des progrès de ces dernières décennies, en matière 

d’instrumentation chimio-mécanique et d’aides optiques, qui permettent désormais de réaliser des 

traitements performants en une seule séance, même dans des cas complexes (Ordinola-Zapata et al. 

2022). Dans ce contexte, s’interroger sur les perspectives de la MIC dans le traitement endodontique 

et a fortiori endo-parodontal semble pertinent. Pour justifier l’intérêt des MIC, des études futures 

devront : 

(i) Clarifier les indications de la MIC et mieux comprendre son effet biologique   

(ii) Optimiser les MIC existantes et/ou développer des MIC de nouvelle génération  
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Clarifier les indications de la MIC et mieux comprendre ses effets biologiques   

Le manque de bénéfice perçu des MIC dans les études cliniques est potentiellement lié, au 

moins en partie, à un système de diagnostic inapproprié, basé uniquement sur la présence ou l’absence 

d’une lésion apicale (ou endo-parodontale).  

 

 

Figure 40. Pré-stadification de la sévérité de la lésion endo-parodontale : (a) mesure de la gravité de 

l'état d'un patient à un moment donné ; (b) la gravité de la perte osseuse péri-radiculaire (Ordinola-

Zapata et al. 2022). 

 

Malgré les tentatives multiples de classification, aucun système n’intègre véritablement les 

facteurs pronostiques de succès du traitement, pourtant déterminants pour guider le choix 

thérapeutique. La récente classification des LEP proposée par la fédération européenne de 

parodontologie (EFP) et l’académie américaine de parodontologie (AAP), qui intègre notamment 

l’étendue de la lésion et l’intégrité radiculaire, est certainement une avancée intéressante à ce titre 

(Herrera et al. 2018 ; Papapanou et al. 2018). Cependant, des critères comme l’état médical, les 

facteurs de risque ou la symptomatologie du patient n’y figurent pas. Ces éléments pourraient 

contribuer à distinguer une lésion isolée « simple » d’une situation complexe qui peut justifier une 

stratégie anti infectieuse plus intensive (figure 40). En effet, certains critères généraux (âge, tabac, 
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comorbidités, médications) ou locaux (taille de la lésion, présence d’une communication parodontale) 

ont été identifiés comme des facteurs pronostiques du succès du traitement canalaire (Ordinola-

Zapata et al. 2022). Des études cliniques basées sur des classifications qui intègrent ces critères 

pourraient permettre de mieux cibler les situations et les profils pour lesquels des médications 

endodontiques adjuvantes telles que les MIC sont pertinentes. 

 

Par ailleurs, il est clair que les mécanismes biologiques qui expliquent les effets tissulaires des 

MIC sont encore mal compris. Les limites des modèles de culture cellulaire traditionnels utilisés 

jusqu’ici sont évidentes et d’autres approches sont nécessaires. Récemment, des systèmes ont été 

proposés qui combinent un modèle de diffusion à travers la racine (ou un cône en plastiqu e) à la 

culture cellulaire, ce qui permet de stimuler les cellules dans des conditions plus proches de la réalité 

in vivo (figure 41) (De-Deus et al. 2009 ; Pintor et al. 2021). Les modèles animaux sont largement 

répandus pour étudier la parodontite mais à notre connaissance, une seule étude décrit un modèle 

murin de LEP, obtenu en combinant l’infection du canal avec un défaut parodontal créé 

chirurgicalement. Des modèles animaux adaptés, associant par exemple infections canalaire et 

parodontale, seraient très utiles pour comprendre la physiopathologie des LEP et la réponse des tissus 

parodontaux en présence de MIC.  

 

 

Figure 41. Exemple de modèle expérimental de diffusion, dans lequel le matériau d’obturation de l 'extrémité de 

la racine testée est en suspension dans un milieu de culture sur une plaque de 48  puits (D'après De-Deus et al. 

2009). 

 

Optimiser les MIC existantes et/ou développer des MIC de nouvelle génération  

La possibilité de faire diffuser des composés actifs placés dans le canal radiculaire vers 

l’extérieur de la dent offre l’opportunité de faire évoluer la médication intra-canalaire du statut de 

thérapeutique endodontique, vers celui de médication trans-dentinaire qui trouve logiquement un 

intérêt dans le traitement des lésions endo-parodontales. Pour cela, il est nécessaire d’optimiser la 

performance de ces médications comme vecteur de libération prolongée de principes actifs. Cette 

perspective implique d’une part, un meilleur contrôle de la cinétique de libération des composés actifs 
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et des interactions chimiques au sein du matériau qui pourraient dégrader les composés actifs ou 

freiner leur libération. Par exemple, le Ca(OH)2 pourrait entraîner la dégradation de la CHX (Barbin et 

al. 2013). La forme galénique de la CHX (gel, huile, solution aqueuse) pourrait également limiter la 

dissociation du Ca(OH)2 en ions Ca2+ et OH- et altérer potentiellement son efficacité (Duarte et al. 2014 

; Lima et al. 2019 ; Signoretti et al. 2011 ; Ximenes et Cardoso 2012). Des recherches complémentaires 

sont attendues pour aboutir à des systèmes performants de libération prolongée de principes actifs à 

l’interface endo-parodontale. Par ailleurs, la complexité de la physiopathologie des pathologies 

endodontiques et parodontales offre un large panel de cibles moléculaires potentielles pour moduler 

la réponse inflammatoire et la destruction tissulaire. Certaines molécules innovantes ont déjà montré 

des résultats prometteurs pour une application endo-parodontale. Parmi elles, les peptides 

antimicrobiens ont récemment montré un effet antimicrobien supérieur à celui du Ca(OH) 2 sur E. 

faecalis (Hirt et al. 2018 ; Lee et Baek 2012 ; Lee et al. 2013 ; Winfred et al. 2014). Une étude très 

récente montre également l’effet positif des amélogénines, utilisées comme médication 

intracanalaires, sur la cicatrisation apicale et la régénération pulpaire (Mounir et al. 2022). La 

combinaison de plusieurs agents antimicrobiens entre eux ou avec des molécules pro-régénératrices 

(facteurs de croissance, amélogénines etc.) au sein d’une MIC est une piste prometteuse pour de 

futures recherches.
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Le but de cette étude expérimentale était de contribuer à la compréhension des mécanismes par 

lesquels une médication intracanalaire (MIC) peut avoir un effet à l’extérieur de la racine dentaire, afin 

d’étayer le rationnel de leur utilisation dans le traitement des lésions endo parodontales.  

Dans un premier temps nous avons optimisé une MIC à base d’hydroxyde de calcium en y ajoutant 

différents agents antimicrobiens dans le but de potentialiser son action antimicrobienne. N ous avons 

ainsi montré que parmi les antimicrobiens testés, seule la chlorhexidine améliore significativement 

l’activité de la pâte d’hydroxyde de calcium sur les microorganismes cibles (E. faecalis, C. albicans, et 

P. gingivalis), fréquemment retrouvés dans les LEP, sans modifier globalement les propriétés 

mécaniques de la formulation. Nos résultats ne soutiennent pas l'utilisation de métaux antimicrobiens 

ou de nanoparticules métalliques fabriquées à partir de polymères (CHT ou PCD) comme adjuvants 

antimicrobiens dans la formulation de MIC à base de Ca(OH)2.  

Dans un deuxième temps, nous avons étudié la capacité de la MIC de Ca(OH)2 + CHX à libérer des 

composés actifs à travers la racine dentaire et son effet sur la réponse de cellules parodontales. D’une 

part, nos résultats montrent que les MIC à base de Ca(OH)2 modifient effectivement les conditions 

physico-chimiques à l’extérieur de la racine par diffusion d’ions (Ca2+, OH-) et de CHX via l’apex et, dans 

une moindre mesure, les tubules dentinaires. La diffusion trans-radiculaire de composés actifs par la 

MIC est rapide et atteint son pic à 7 jours avec des variations de profils de libération qui dépendent de 

la dose de CHX. D’autre part, les extraits de Ca(OH)2 dilués (avec ou sans CHX) sont bien tolérées par 

les cellules parodontales in vitro et semblent réduire la production de médiateurs inflammatoires. En 

revanche, aucun effet significatif sur le potentiel de minéralisation précoce ou tardif n’a pu être mis 

en évidence.  Dans l’ensemble, les résultats de cette étude soutiennent la faisabilité de l’utilisation de 

MIC comme vecteur pour la libérer des composés bioactifs à travers la racine et ouvrent des 

perspectives prometteuses pour le traitement des LEP. 

L’originalité de ce travail de recherche expérimentale à visée clinique réside dans la caractérisation 

des effets à la fois microbiologiques, physico-chimiques et bio cellulaires de différentes thérapeutiques 

pharmacologiques à l’aide de modèles complémentaires. Par ailleurs, l’étude de systèmes sans 

antibiotiques se veut une contribution à la gestion de la question de l’antibiorésistance.  Des études 

complémentaires sur des modèles animaux sont nécessaires pour approfondir la compréhension de 

l’effet biologique des MIC sur le parodonte et optimiser la performance de ces médications comme 

système innovant de libération de principes actifs pour le traitement des lésions endo-parodontales.  
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Annexe 1. Figures  

 
Figure 1. Activité de la phosphatase alcaline (ALP) intracellulaire des cémentoblastes après le contact avec les 

extraits purs (dilution 1) d'hydroxyde de calcium avec (chlorhexidine à 0,5% [CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou 

sans chlorhexidine (Ca[OH]2), pendant 1 et 10 jours (n=3).  

 

 

 

 

 
 

Figure 2. Activité de la phosphatase alcaline (ALP) intracellulaire des ostéoblastes après le contact avec les 

extraits purs (dilution 1) d'hydroxyde de calcium avec (chlorhexidine à 0,5% [CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou 

sans chlorhexidine (Ca[OH]2), pendant 1 et 10 jours  (n=3).   
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Figure 3. Semi-quantification du dépôt de calcium dans les cémentoblastes après coloration au rouge d'alizarine 

et leur dissolution via le chlorure de cétylpyridinium, après le contact avec les extraits purs (dilution 1), 

d'hydroxyde de calcium avec (chlorhexidine à 0,5% [CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou sans chlorhexidine (Ca[OH]2), 

pendant 14 jours, (n=3). 

 

 

 
 
Figure 4. Semi-quantification du dépôt de calcium dans les ostéoblastes après coloration au rouge d'alizarine et 

leur dissolution via le chlorure de cétylpyridinium, après le contact avec les extraits purs (dilution 1), d'hydroxyde 

de calcium avec (chlorhexidine à 0,5% [CHX 0,5%] et à 1% [CHX 1%]) ou sans chlorhexidine (Ca[OH]2), pendant 

14 jours (n=3). 
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How Adding Chlorhexidine or Metallic Nanoparticles Affects 

the Antimicrobial Performance of Calcium Hydroxide Paste 

as an Intracanal Medication: An In Vitro Study 
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Abstract: The aim of our study was to explore the potential value of metallic (Ag, 

Cu, and Zn) salts, polymer/metallic nanoparticles, and chlorhexidine (CHX) for 

improving the antimicrobial activity of calcium hydroxide (CH) against E. faecalis 

and C. albicans, associated with persistent endodontic infections. A first screening 

was performed by determining minimum inhibitory/bactericidal concentrations 

(MIC/MBC). Antimicrobial activity of the CH paste mixed with metallic salts, 

chitosan or cyclodextrin polymer metallic nanoparticles was compared to the 

antimicrobial activity of CH paste alone and CH + CHX using a time-kill kinetics 

assay. The effect of the antimicrobials on the rheological and the key mechanical 

properties were also examined. Copper and zinc were discarded because of their 

MIC/MBC values and silver because of its kill time curve profile . Except for a 

slower setting time after 24 h and a higher weight loss after 1 week of incubation, 

the mechanical behavior of the CH paste was unaffected by the addition of CHX. 

Polymeric/metallic nanoparticles failed to potentiate  the antimicrobial effect of 

CH. By contrast, CHX increased this effect and thus  could help eradicate E. faecalis 

associated with persistent root canal infections without altering the desired key 

physical properties of the CH paste. 

Keywords: endodontic infections; calcium hydroxide; chlorhexidine; copper; 

silver; zinc; nanoparticle; antimicrobial properties; mechanical properties; 

rheological properties  

 

1. Introduction 

Apical periodontitis is an inflammatory disorder of peri radicular tissues caused 

by persistent microbial infection within the root canal system [1]. The effective 
elimination of these microorganisms and the prevention of recontamination of the root 
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canal system is the basis of root canal therapy [2]. Even when the most stringent 
procedures of chemomechanical cleaning and shaping are followed, in some cases, 

apical periodontitis may persist due to the anatomical complexities of the root canal 
system [2–4]. This is why the complementary application of intracanal antimicrobial 

medications between sessions has been proposed to significantly reduce the bacterial 

count [5–7]. Calcium hydroxide (CH) paste is the most widely used intracanal 
medication [8,9]. Its antimicrobial effect has been attributed to the release of hydroxyl 

ions, which produce a highly alkaline environment (pH 12.5) in which most 
microorganisms cannot survive [10]. However, it has been suggested that the 

effectiveness of CH paste may be limited, especially in cases of persistent endodontic 
infections, due to the presence of resistant microbial species [3,10]. Enterococcus faecalis 

(E. faecalis), a facultative anaerobic Gram-positive bacterium, and Candida albicans (C. 
albicans), the most common yeast in the oral cavity, are the species most frequently 

associated with root canal treatment failure and refractory apical periodontitis [3]. 
They have been detected in 22–77% [3,7] to 1–17% [11] of samples taken from infected 

root canals. They share characteristics such as dentin penetration ability and high pH 
tolerance, which may explain their resistance to CH-based intracanal medications 

[3,10,11]. 
Various antimicrobial substances have been tested as adjuvants for CH paste in an 

attempt to increase its antimicrobial activity [12]. Chlorhexidine (CHX) is the reference 
antiseptic molecule in dentistry and displays a broad spectrum of activity against 

Gram-positive and Gram-negative bacteria as well as fungi [13–15]. It is biocompatible 
and adsorbs to dental tissues, allowing for prolonged, gradual release at therapeutic 

levels [13–16]. The benefit of mixing CH with CHX has been extensively studied 
[13,15,17–19]. Although a number of in vitro and clinical studies have reported that 

CH + CHX is more effective in eliminating bacteria than CH alone [13,15,18–20], other 
studies have failed to replicate this effect [9,21–23]. Differences in drug concentrations, 

solubility related to the form of the vehicle (aqueous, viscous, or oil), and antimicrobial 
testing methods may have contributed to this discrepancy [11,13,16]. Metallic 

nanoparticles (MNPs) have also proven to be effective in controlling oral infections 
when coated on or incorporated into various materials [24–26]. They have been 

proposed as promising alternatives to traditional antimicrobial agents [27–29]. Silver 
(Ag), copper (Cu), and zinc (Zn) MNPs have received the most attention for their 

antimicrobial properties [24–27,30]. 
Polymeric nanoparticles (PNPs) have been recently developed as sophisticated 

carriers for drug delivery [31–34]. They are comprised of active pharmaceutical 
ingredients that are adsorbed to or entrapped in a polymeric structure [34]. The 

advantages of PNPs as drug carriers include their improved stability and drug release 
profiles and their biocompatibility, biodegradability, and ease of production [34]. 

Metallic nanoparticles have been successfully synthesized in aqueous solutions using 
chitosan (CHT) or cyclodextrin polymers (CDP) as reducing and stabilizing agents 

[35,36]. CHT is a biocompatible and biodegradable polysaccharide produced by the 
deacetylation of chitin extracted from crustaceans, yeasts, and algae [31]. CHT is 

biodegradable, biocompatible, hemostatic, antimicrobial, and analgesic [31]. These 
properties are related to its cationic character and the size of the polymer chain [37]. 
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Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides with glucopyranose units joined by α-
1, 4 glycosidic bonds. CDs have a truncated cone-shaped 3D structure. They have a 

hydrophobic cavity that can form inclusion complexes with a large variety of lipophilic 
molecules and that can work as a drug carrier in sustained release drug delivery 

systems [38–44]. Promising results have been reported with CHT/CDP/metallic 

nanoparticles. We recently developed a wound dressing with a protective cover 
composed of CHT and CDP for the sustained release of silver [33]. To date, no studies 

have investigated the addition of CHT or CDP metallic nanoparticles to CH-based 
intracanal medications in order to enhance the antimicrobial activity of CH against 

CH-resistant microorganisms. 
The present study compared the in vitro antimicrobial activities of CH paste mixed 

with different metallic salts or polymer/metallic nanoparticles (PMNPs): CHT/CDP 
metallic nanoparticles (Ag, Cu, or Zn). CH alone was used as a negative control, and 

CH + CHX was used as a positive control. The aim was to determine the best intracanal 
medication candidate to help eradicate E. faecalis and C. albicans from infected root 

canals. Since ultimate clinical efficacy also depends on the ability of the material to be 
easily handled and spread into narrow anatomical spaces [45,46], the key mechanical 

properties and flowability of the best candidate formulations were also investigated. 

2. Results 

2.1. Microbiological Tests 

2.1.1. Minimum Inhibitory Concentration (MICs) and Minimum Bactericidal 

Concentration (MBCs) 

Table 1 shows the MICs results for all the antimicrobial agents tested on E. faecalis 

and C. albicans. The MICs/MBCs of copper (>3200 mg/L) and zinc (≥3200 mg/L) in free 
form or as PMNPs reached or exceeded 3200 mg/L, the upper limit of the concentration 

range studied, meaning that the microbial strains studied were not susceptible to these 
molecules. This is why the copper- and zinc-based formulations were excluded from 

further experiments. The MICs (25 to 50 mg/L) and MBCs (50 to >100 mg/L) of silver 
in free form or as PMNPs and the MICs/MBCs of chlorhexidine (2 to 16 mg/L) 

indicated that these molecules were bactericidal and bacteriostatic at low 
concentrations and that the microbial strains studied were susceptible to them. Silver 

and CHX were thus selected for the next experiments. 
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Table 1. Minimal inhibitory concentrations (MICs) and minimal bactericidal 
concentrations (MBCs) (mg/L) of copper (Cu2+), zinc (Zn2+), silver (Ag+), and 
chlorhexidine (CHX) solutions, chitosan metallic nanoparticles (CHT/Cu, 
CHT/Zn, CHT/Ag), and cyclodextrin polymer metallic nanoparticles (CDP/Cu, 
CDP/Zn, CDP/Ag) against Enterococcus faecalis and Candida albicans (n = 3). 

Antimicrobials Agents  
Enterococcus faecalis 
MIC/MBC (mg/L) 

Candida albicans 
MIC/MBC (mg/L) 

Cu2+ >3200 >3200 

CHT/Cu >3200 >3200 

CDP/Cu >3200 >3200 

Zn2+ 3200 3200 

CHT/Zn 3200/>3200 3200/>3200 

CDP/Zn 3200 3200 

Ag+ 50/>200 50 

CHT/Ag 50/>100 25/50 

CDP/Ag 25/>100 25/50 

CHX 2/16 4 

 

 

2.1.2. Time-Kill Kinetics Assay 

The time-kill curve profiles of the CH formulations with silver (Ag+, CHT/Ag, 
CDP/Ag) and CHX against C. albicans and E. faecalis are presented in Figure 1. Silver 

was tested at concentrations ranging from 12.5 mg/L to 100 mg/L (Figure 1a–c,e–g), 
while CHX was tested using four different concentrations ranging from 0.5% (5 × 103 

mg/L) to 4% (40 × 103 mg/L) (Figure 1d,h). Similar concentrations have been reported 

in the literature and correspond to 0.5×, 1×, and 2× MIC for silver and 0.25×, 0.5×, 1×, 
and 2× the most common concentration used in studies for CHX (2%) [7,24,30,31,47,48]. 

The time-kill kinetics profile of the drug-free CH paste (dotted line) indicated that 
there was a reduction in viable C. albicans cells but not of E. faecalis cells. Silver-loaded 

CH pastes had similar time-kill kinetics profiles than CH, for all forms (Ag+, CHT/Ag, 
and CDP/Ag) and all concentrations. The time-kill kinetics profile of CHX against C. 

albicans was similar to the control (drug-free CH paste). On the other hand, the time-
kill kinetics profile of the CHX-loaded CH paste against E. faecalis showed a reduction 

in the number of viable cells. The antimicrobial effect was dose-dependent. The 
difference was significant (p < 0.05) for the 1% and 2% CHX pastes and was highly 

significant (p < 0.01) for the 4% CHX paste compared to the control (drug-free CH 
paste). CHX at 1% and 2% displayed the best efficacy at the lowest concentrations 

against E. faecalis and C. albicans and were selected for the CHX release tests. 
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(e) 

  
(f) 

  
(g) 

  
(h) 

Figure 1. Time-kill kinetics curves and air under the curves (AUC) of the time -kill kinetics for Candida albicans 

(a–d) and Enterococcus faecalis (e–h) with calcium hydroxide (CH) alone (dotted line) compared to the mixtures 
(a,e): CH + silver solution (Ag+) 25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L; (b,f) CH + silver as chitosan silver nanoparticles 

(CHT/Ag) 12.5 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L; (c,g) CH + silver as cyclodextrin polymer silver 
nanoparticles (CDP/Ag) 12.5 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, and (d,h) CH + CHX solution 0.5% (5 × 103 mg/L), 1% 
(10 × 103 mg/L), 2% (20 × 103 mg/L), 4% (40 × 103 mg/L). (*): significant difference (p < 0.05) and (**): significant 

difference (p < 0.01) between the CH formulation and the test formulations (ANOVA test). 
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2.1.3. Drug Release Measurements 

Chlorhexidine and silver release were determined by HPLC-UV and ICP-MS, 

respectively, in order to assess the performance of a CH paste as a drug release system. 
Figure 2 shows the amount of CHX released (mg/L) as a function of time at four time 

points (4 h, 24 h, 28 h, 48 h) for 1% CHX and 2% CHX. These two dosages displayed 

comparable antimicrobial activities to 4% CHX (the highest dosage studied) and were 
thus selected given the risk of dose-dependent CHX toxicity [49]. The 1% CHX/CH 

paste released 2.350 ± 0.008 mg/L of CHX after 4 h, slightly less than the 2% CHX/CH 
paste (2.630 ± 0.011 mg/L) (p < 0.01), which represent release rates of 0.024% and 0.013% 

of the initial dosage, respectively. Comparable amounts of CHX were released at 24 h 
(2.690 ± 0.013 mg/L and 2.600 ± 0.021 mg/L), 28 h (1.790 ± 0.001 mg/L and 1.850 ± 0.009 

mg/L), and 48 h (1.760 ± 0.007 mg/L and 1.870 ± 0.005 mg/L) by the 1% CHX/CH and 
2% CHX/CH pastes, respectively. 

As the time-kill assay indicated that there was no difference in antimicrobial 
activity between CH alone and Ag-supplemented CH paste, we measured the 

amounts of silver released in the form of an Ag solution and a PMNP solution to 
explore a possible correlation between the release profile of the active ingredient and 

the antimicrobial effect observed. The values for silver after centrifugation as 
determined by ICP-MS were below the limit of quantification (<0.1 µg/L). 

In terms of CHX release, 1% CHX displayed the best efficacy at the lowest 
concentration and had a better release rate than 2% CHX (0.024% vs. 0.013% at 4 h) 

and was thus selected for the mechanical tests. 

 

Figure 2. Chlorhexidine release measurements: release of chlorhexidine (CHX) from calcium 

hydroxide + CHX pastes with 1% (10 × 103 mg/L) and 2% (20 × 103 mg/L) CHX over 48 h. 

2.2. Physical Properties  

Figure 3 shows the physical properties of 1% CHX. 

 2.2.1. Injectability 

The results of the mechanical test in terms of the injectability of the CH paste with 
1% CHX (10 × 103 mg/L) and the CH paste alone are given in Figure 3a. The two curves 

have similar profiles, indicating that there was no difference between the two 
formulations with respect to injectability. 

 

0	

1	

2	

3	

0	 10	 20	 30	 40	 50	 60	

C
H

X
	r

e
le

as
e

d
	(

m
g/

L)
	

Time	(h)		

Chlorhexidine	release	measurements		

1%	CHX	

2%	CHX	



 

 135 

 

(a) 

 

(b) 

  
(c) 

Figure 3. Physical properties of the chlorhexidine -free calcium hydroxide paste (CH) and the calcium 

hydroxide paste  containing 1% chlorhexidine (CHX) (10 × 103 mg/L); (a) injectability; (b) effect of 
CHX on mass change; (c) setting kinetics. 

 

 

0	

50	

100	

0	 1	 2	 3	 4	 5	

In
je

ct
ab

ili
ty

	(
m

N
.s

)	

Time	(s)	

CH		 1%	CHX	

0	

50	

100	

150	

200	

0	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	

R
e

la
ve

	m
as

s	
ch

an
ge

	(
%

)	

Time	(d)	

CH		 1%	CHX	

	10,000	

	1,000	

H
ar

d
n

es
s	

(m
N

)	



 

 136 

2.2.2. Mass Change 

Figure 3b shows the percentage of mass change for the different CH 

formulations: CHX-free CH paste (CH) and CH + 1% CHX (10 × 103 mg/L) paste. Over 
a period of seven days, both formulations had mass losses ranging from 15% to 35%. 

On day 7, the mass loss of the CHX-CH paste was higher (35%) than that of the CHX-

free paste (15%).  

2.2.3. Puncture Resistance Test 

Figure 3c shows the hardening curves. The initial hardness of the CH paste 
increased with the addition of CHX (292 ± 25.11 mN vs. 5.29 ± 0.23 mN). The hardness 

of the CHX-free CH paste increased over time. At the end of the test, the hardness of 
the CHX-free formulation (3767.74 ± 265.86 mN) was higher than that of the CHX- 

supplemented formulation (468.33 ± 78.42 mN).  

2.3. Rheological Properties 

The rheological properties of the calcium hydroxide formulations are shown in 

Figure 4. 

 

 

(a) (b) 

    
(c) (d) 

Figure 4. The rheological properties of the calcium hydroxide paste formulations: chlorhexidine-free calcium 

hydroxide paste  (CH) and calcium hydroxide with 1% chlorhexidine  (CHX) (10 × 103 mg/L): (a) frequency 
sweeps: determining G′ and G″ at a constant strain of 0.01%; (b) amplitude sweeps: determining G′ and G″ at 

a different shear strain; (c) time sweeps: evolution of the storage (G′) and loss (G″) moduli as a function of 
time at a frequency of 2.5 rad/s at 20 °C; (d) viscosity: shear-thinning evaluation by shear-rate dependent 
variations in viscosity. 
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The frequency sweep tests (Figure 4a) and the amplitude sweep tests (Figure 4b) 
were performed to determine the rheometric parameters. One preview test was 

performed for each sealer to analyze the setting pattern and to determine the 
rheometer settings (angular frequency of 2.5 rad/s) using a strain amplitude of 0.01% 

and the data analysis method.  

For both formulations, G’ and G″ increased over time. On the time sweep analysis 
curves (Figure 4c), the storage moduli (G’) were very close to the loss moduli (G″) (G’ 

= G″ approximately) for both formulations. For the CHX-free formulation, after 6 min, 
G’ became higher than G”. In the presence of 1% CHX, the two moduli (G’ and G″) 

distanced themselves from each other: G″ was first higher than G’ then, after 9 min, G″ 
became lower than G’.  

The amplitude sweeps showed that the moduli were lower with 1% CHX than 
without CHX. For both formulations, the flow point was 0.06%. The G points were 

3.93% for the CHX-free formulation and 4.95% for the 1% CHX formulation. Figure 4d 
shows the formulation viscosity during the first 15 min. Both formulations displayed 

the same behavior but the CHX-free formulation was mechanically more consistent 
than the CHX formulation. Indeed, the initial viscosity was 2320 Paˑs for the CH paste 

alone and 253 Paˑs with the CH + CHX paste, following which the values became 
similar for both formulations. 

3. Discussion 

The present study compared the in vitro antimicrobial activity of a CH paste mixed 

with different metallic salts (Ag2SO4, CuSO4, ZnCl2) or CHT/CDP metallic 
nanoparticles to CH alone as a negative control and the CH + CHX paste as a positive 

control. The aim was to explore the potential value of metallic salts and CHT and CDP 
metallic nanoparticles as antimicrobial adjuvants for CH paste for eradicating E. 

faecalis and C. albicans, which are associated with root canal infections and are resistant 
to CH [3,10,11]. According to our results, only CHX was an effective antimicrobial 

adjuvant for CH paste, reducing the number of E. faecalis colonies after 24-h incubation.  
The dosages of CHX incorporated into the CH paste were selected according to 

the most commonly used concentrations in similar studies [13–15,18–20,22,25] for 
comparison purposes. For the metallic salts, in particular the PMNPs, which are still 

very little studied as intracanal medications, the antimicrobial susceptibilities of E. 
faecalis and C. albicans were first verified using a standard MIC/MBC determination 

method (CLSI M07-A8), and the dosages to be tested were selected based on the MICs 
(0.5×, 1×, and 2×), as previously described [50–52]. At this first screening stage, copper 

and zinc (whose MIC values reached or exceeded 3200 mg/L for both E. faecalis and C. 
albicans) were excluded. Conflicting results have been reported in the literature 

regarding the susceptibility of C. albicans and E. faecalis to zinc and copper. Aghatabay 
et al. and Martínez et al. reported MIC values for C. albicans reaching 12.5 mg/L for 

zinc and 129.7 mg/L for copper, respectively [53,54]. More recently, Meto et al. 
reported a similar C. albicans MIC for copper mixed with CH (125 mg/L) [55]. Nozari 

et al. reported that they did not observe any antimicrobial effect by zinc oxide on E. 
faecalis [56]. Conflicting results have also been reported with the same metals for other 

oral bacteria, including Streptococcus mutans [57]. It has been suggested that some 
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metals may be inactivated by complex bacterial culture media [58] or that the 
discrepancies may be due to the different strains of the bacteria used in each study 

[54,55]. The MICs observed for silver salts and nanoparticles in the present study are 
generally consistent with those reported in previous studies [59–61].  

As the results of the preliminary antimicrobial susceptibility test clearly indicated 

that the microorganisms studied are not susceptible to copper and zinc, only 
chlorhexidine and silver were selected to investigate their potential for enhancing the 

antimicrobial activity of the CH paste. A time-kill kinetics assay was used to monitor 
bacterial growth and death over a wide range of antimicrobial concentrations over 

time [62]. We used this technique rather than agar diffusion, which is the most 
commonly used technique to assess the antimicrobial activity of intracanal 

medications [63], given that the agar diffusion test has repeatedly been shown to be 
unreliable and unreproducible due to a number of limitations [64]. These limitations 

include reactions between agar ingredients and the antimicrobial agent, the lack of 
differentiation between bactericidal and bacteriostatic activity, variations related to the 

thickness of the agar gel, and the choice of cut-off size for the inhibition zones [64–66].  
Three main conclusions can be drawn from our results with respect to the potential 

interest of antimicrobial-supplemented CH paste. First, our results suggested that the 
addition of silver in the form of a sulfate salt (Ag2SO4), CHT/Ag, or CDP/Ag does not 

improve the antimicrobial activity of CH against E faecalis. A recent study has shown 
that the antibacterial efficacy of a silver nanoparticle (AgNP) + CH combination is 

superior to CH alone when using single bacteria species or biofilms [67] while another 
study failed to show this benefit [24]. These discrepancies are generally attributed to 

differences in methodology or to the characteristics of the nanoparticles used. Pratsinis 
et al. have shown that the antibacterial activity of AgNPs as well as their toxicity are 

size-dependent [68]. AgNPs that are less than 10 nm in size have enhanced 
antimicrobial activity and are more toxic. This has been attributed to a larger available 

surface area for interactions with microorganisms and a greater capacity to penetrate 
the bacteria [61,68–72]. Increasing evidence has also shown that AgNP activity may 

also depend on shape. It has been reported that triangular nanoparticles may be more 
effective than spherical and rod-like shapes. It has been suggested that a triangular 

shape gives a greater positive charge to the nanoparticles, which may, in turn, 
contribute to better antimicrobial activity [61]. In the present study, the fact that the 

CHT/Ag- and CDP/Ag-containing CH pastes had no antibacterial activity is most 
likely due to a lack of silver ion release into the medium. Indeed, the ICP-MS analysis 

showed that no Ag was detected in the bacterial culture medium after 24 h (<0.1 µg/L). 
Polymer/silver or polymer/CH interactions may explain this observation, but given 

the lack of studies on CH + PMNP mixtures as intracanal medications, further 
investigations are needed to elucidate this issue. 

Second, our results indicated that the CH + CHX combination is more effective in 
reducing the bacterial count of E. faecalis than CH paste alone and that this effect is 

dose-dependent, which is consistent with the known properties of CHX as an 
antibacterial agent [13]. A large number of recent studies have reported similar results 

[13,15,18–20,30], but the benefit of mixing CH with CHX to improve the antibacterial 
activity of CH remains controversial. A systematic review and meta-analysis by 
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Saatchi et al., which included nine studies, failed to show a significant difference 
between CH + CHX and CH alone in their effects on E. faecalis [63]. However, it should 

be mentioned that the most recent studies (published after 2012) were not included in 
this systematic review and that the comparisons made in the meta-analysis were very 

heterogeneous. 

Lastly, we observed the same patterns of reduction of microbial counts between 1 
h and 24 h of incubation of C. albicans in the presence of CH alone or in combination 

with the different antimicrobials. This means that the CH paste alone or combined 
with any of the antimicrobials studied has comparable fungicidal activity against C. 

albicans. This result contradicts the resistance of C. albicans to CH that is commonly 
documented in the literature [3,55,73]. Waltimo et al. studied the susceptibility of 

common oral Candida species to a saturated aqueous CH solution and reported that 
the sensitivity to CH was variable. Only 6 of 16 strains survived after 3 h but were 

killed after 6 h of incubation [73]. Similar results were reported by Weckwerth et al., 
who studied the susceptibility of 30 strains of oral C. albicans isolated from clinical 

specimens [74]. A decline in Candida growth was observed at 6, 12, and 24 h, with full 
inhibition of growth after 48 h of direct contact with an aqueous CH solution [74]. 

However, it seems evident that the resistance of C. albicans to CH in vivo is higher 
because the microorganisms are able to invade dentinal tubules and remain protected 

from the action of alkaline endodontic medications because of the buffering effect of 
dentin [66,75,76]. 

The key characteristics of an ideal endodontic filling material remain as stated by 
Grossman in [77]. In particular, from a physical and mechanical point of view, the 

filling material is expected to (i) be easy to handle, (ii) have an ample working time, 
(iii) be adaptable to the complex internal anatomy of root canals, and (iv) be 

dimensionally stable and insoluble in tissue fluid. It should be noted that this last point 
does not apply in the same way to temporary filling materials such as CH-based 

medications, which must be completely removed from the canal before the final 
obturation as the presence of CH paste remnants may negatively affect the quality of 

the root canal filling and reduce dentin bond strength and sealer adaptation [78]. The 
flowability of the filling material is clinically important because it improves the 

penetration of the sealer into the complex root canal, thus contributing to the clinical 
performance of the material [79–81]. This parameter can be precisely studied using a 

strain-controlled rheometer that provides information on the rheological properties of 
root canal sealers as a function of time and temperature [79]. Relatively few studies 

have investigated the rheological properties of root canal sealers [82,83] and, to our 
knowledge, none have investigated CH-based temporary medications. Injectability 

and penetration resistance tests are also standard methods for evaluating the ease of 
handling of injectable materials and the setting time [62,84]. Monitoring mass changes 

in water also provides information on water uptake/loss, which contributes to the 
swelling and/or disintegration of the material [62,84]. This is why we used the above 

methods to characterize the key physical properties of the CH + 1% CHX mixture. This 
formulation displayed the best efficacy at the lowest drug concentration. A slight 

rheofluidifying effect of CH + CHX (G” > G’) at 9 min vs. 6 min for CH alone was 
observed but, overall, the rheological properties and ease of handling of the CH paste 
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were not altered by the addition of CHX, as shown by the similar viscosity and 
injectability curves for the two formulations. Moreover, the addition of 1% CHX 

seemed to slow down the setting of the CH paste and promote mass loss over time. 
The CH + CHX mixture had lower penetration resistance at 24 h and a higher mass 

loss after 7 days. The hydrophilic nature of CHX may explain these differences as it 

would promote the hydration of the CH paste, which would delay its hardening. In 
practice, the faster mass loss of the CH + CHX mixture could reflect faster resorption 

of the material in vivo due to its solubilization by tissue fluids. 
The limitations of the present study are evidently related to the in vitro models 

used, which only made it possible to approximate a few of the parameters that could 
be involved in vivo. Notably, antimicrobial activity was evaluated with planktonic 

bacteria. In vivo, endodontic pathogens are organized in the form of polymicrobial 
biofilms whose susceptibility to antimicrobial agents can be very different. Further 

studies are required to confirm these results and correlate them with clinical outcomes.  

4. Materials and Methods 

4.1. Media, Molecules, and Formulations 

4.1.1. Cultures and Media 

Different types of tests, which are described in detail below, were performed using 
either a collection strain (C. albicans ATCC10231) or a strain isolated from a patient 

with a periapical lesion (E. faecalis C159.6). These strains were obtained from the 
Laboratory of Bacteriology collection at the College of Pharmacy, University of Lille, 

France. The two strains were subcultured in Mueller-Hinton broth (MHB composed 
of MH culture medium and ultra-pure water), seeded on Mueller Hinton agar (MHA 

composed of Mueller-Hinton culture medium (Oxoid®, Basingstoke, UK) and 1.5% 
agar (Becton-Dickinson®, Le Pont de Claix, France)) diluted in cysteinated Ringer (RC) 

solution (Merck®, Darmstadt, Germany). 

4.1.2. Preparation of Antimicrobial Agents 

The antimicrobials were tested in the form of solutions: chlorhexidine digluconate 
(Evonik, Hanau, Germany), silver sulfate (Ag2SO4) (Sigma-Aldrich®, Saint-Quentin 

Fallavier, France), copper (II) sulfate anhydrous (CuSO4) (Alfa Aesar®, Kandel, 
Germany), and zinc chloride anhydrous (ZnCl2) (Alfa Aesar®). Metallic ions (silver 

(Ag), copper (Cu), and zinc (Zn) were also tested in the form of PMNPs and were 
formulated with (i) low molecular weight chitosan (CHT) (MW: 140 kg mol−1; DD: 77%) 

(Sigma-Aldrich®) to produce chitosan/metallic nanoparticles (CHT/MNPs) and were 
named, respectively, CHT/Ag, CHT/Cu, and CHT/Zn or (ii) with cyclodextrin polymer 

(Kleptose®, Roquette, Lestrem, France) to produce cyclodextrin polymer/metallic 
nanoparticles (CDP/MNPs) named, respectively, CDP/Ag, CDP/Cu, and CDP/Zn, as 

previously described [33,36].  
An aqueous CHX solution was prepared by diluting 1024 mg of lyophilized 

digluconate CHX powder in 100 mL of distilled water. The metallic solutions (Ag+, 
Cu2+, Zn2+) were prepared by diluting 640 mg of Ag2SO4, CuSO4, or ZnCl2 in 100 mL of 

ultra-pure water. 
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The aqueous CHT/Ag, CHT/Cu, CHT/Zn nanoparticle solutions (0.5% chitosan) 
were prepared in an acid medium (1% v/v lactic acid). The Ag2SO4, CuSO4, and ZnCl2 

solutions (6400 mg/L) were prepared in volumetric flasks containing 100 mL of a 1% 
(v/v) aqueous lactic acid (VWR®, Fontenay Sous Bois, France) solution in ultra-pure 

water. The appropriate amount (500 mg) of chitosan was then mixed with the lactic 

acid solution and was stirred for 24 h. Once the chitosan solution became transparent, 
640 mg of Ag2SO4, CuSO4, or ZnCl2 was added to the volumetric flask to obtain 100 mL 

of each CHT/MNP solution. A similar procedure was used for the production of 
aqueous CDP/Ag, CDP/Cu, and CDP/Zn nanoparticle solutions containing 0.3% 

cyclodextrin polymer with 6400 mg/L of Ag2SO4, CuSO4, or ZnCl2. These solutions 
were prepared in 100-mL volumetric flasks. The appropriate amount (300 mg) of 

cyclodextrin polymer was mixed in ultra-pure water and was stirred overnight (50 
rpm). Next, 640 mg of Ag2SO4, CuSO4, or ZnCl2 was added to the volumetric flasks to 

produce 100-mL solutions of CDP/MNPs. The CHT/MNP and CDP/MNP solutions 
were stirred for 24 h at 70 °C in the dark. 

4.1.3. Formulation of the Calcium Hydroxide Pastes 

CH paste was prepared by mixing calcium hydroxide powder (Hidroxido de 

calcio; DentaFlux, Madrid, Spain) and distilled water (1:1; w/v) and spatulating the 
mixture on a glass plate. Antimicrobial-free CH paste was used as a negative control. 

The test formulations were produced by replacing the distilled water with the 
antimicrobial solutions described above (CHX, Ag+, Cu2+, Zn2+, CHT/Ag, CHT/Cu, 

CHT/Zn, CDP/Ag CDP/Cu, or CDP/Zn). 

4.2. Antimicrobial Properties  

4.2.1. Minimal Inhibitory Concentrations and Minimal Bactericidal Concentrations  

The MICs and MBCs were determined using Clinical and Laboratory Standards 

Institute protocols (CLSI M07-A9, CLSI M26-A) [85]. Briefly, the broth microdilut ion 
method was used with ten concentrations of the antimicrobials (chlorhexidine 

digluconate solution, and silver, copper, and zinc solutions or in the form of PMNPs) 
[86]. The MICs and MBCs of C. albicans and E. faecalis were determined in triplicate, 

with antimicrobial concentrations ranging from 1 to 3200 mg/L, depending on the 
antimicrobial agent. A start inoculum of 106 cells/mL was used. The MICs were the 

lowest concentrations of the antimicrobials with which no visible growth occurred. 
The CFUs were visible after a 24- to 48-h incubation at 37 °C under aerobic conditions. 

The MBCs were the lowest concentrations at which no colony formation occurred. The 
first selection of antimicrobials was made based on the MIC and MBC results. The 

antimicrobials with the lowest MICs and MBCs were selected for the next step. 

4.2.2. Time-Kill Kinetics Assay 

A time-kill kinetics assay was performed to determine the time-dependent 
reduction in E. faecalis and C. albicans (Colony Forming Units [CFUs]) caused by the 

antimicrobials, as previously reported [62]. Briefly, bacterial suspensions were 
exposed to the antimicrobials for different periods of time, and the CFUs of the 

surviving microbial populations were counted. Each formulation (1 mL) was placed 
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in a 15-mL Falcon tube (Greiner, Courtaboeuf, France). Fresh MH medium was added 
(8 mL) followed by 1 mL of E. faecalis or C. albicans suspension (104–106 bacteria/mL). 

The tubes were then incubated for 24 h at 37 °C. At 0, 2, 4, 6 and 24 h, 100-µL samples 
were removed from the tubes and were diluted 10-fold with RC. The dilutions (100 

µL) were plated on MHA plates, which were incubated for 24 h at 37 °C. The numbers 

of colonies were counted, and the results are expressed as log CFU/mL. All 
experiments were performed in triplicate, and the results are expressed as means ± 

standard deviations. 

4.2.3. Drug Release Measurements 

The antimicrobials (100 µL) were placed in the bottom of 2-mL Eppendorf® vials 
using a standard syringe. The vials were horizontally shaken at 37 °C and 80 rpm (GFL 

3033; Gesellschaft fuer Labortechnik, Burgwedel, Germany). At selected time points, 
the release medium (deionized water) was completely renewed. The amounts of drugs 

in the bulk fluids that were withdrawn from the vials were determined by HPLC-UV 
(Waters Alliance 2695 separation module, Waters 2489 UV/vis detector), as previously 

described [87]. Briefly, 20-μL samples were injected onto a C18 RP column (Gemini 5 
μm C18 110 Å, 100 mm Å~4.6 mm; Phenomenex, Le Pecq, France). The flow rate was 

1.5 mL/min. The column was kept at room temperature, and the detection wavelength 
was set at λ = 239 nm. All experiments were performed in triplicate, and the results are 

expressed as means ± standard deviations. 

4.3. Physical Properties  

Depending on the results of the antimicrobial test, the antimicrobial agents 
displaying the best antibacterial properties were tested mechanically. 

4.3.1. Injectability  

The injectability of the different CH paste formulations was measured using a 

texture analyzer in compression mode (speed: 1 mm/s), as previously described [88]. 
The work required to expel the CH paste was calculated. Briefly, a cylindrical probe (6 

mm in diameter) of the texture analyzer was used to drive the piston 10-mm 
downward (load cell: 50 kg, TA.XT.Plus; Stable Micro Systems, Surrey, UK). Force-

distance profiles were recorded, and the work required to expel the liquid formulation 
from the syringe was calculated. For comparison purposes, the injectability of pure 

water was also determined. All the experiments were performed in triplicate, and the 
results are expressed as means ± standard deviations. 

4.3.2. Monitoring Changes in Dynamic Mass 

The mass change % at time t was calculated, as previously described [87], using 

the following equation: 

𝑚𝑎𝑠𝑠 𝑐ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 (%)(𝑡) = 100.
𝑚𝑎𝑠𝑠  (𝑡)−𝑚𝑎𝑠𝑠 (𝑡=0)

𝑚𝑎𝑠𝑠  (𝑡=0)
,  

where the mass (t = 0) is the initial weight of the CH paste formulation used. The 
experiments were performed in triplicate, and the results are expressed as means ± 

standard deviations. 
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4.3.3. Penetration Resistance Test 

The setting profiles of the CH paste samples were determined by measuring their 

penetration resistance at different times (15 min, 30 min, 60 min, 24 h) using an 
adaptation of a previously published protocol [84]. Briefly, a cylindrical hole was cut 

in the center of an agar gel and was filled with 200 μL of CH paste. A texture analyzer 

(TA.XT.Plus, load125cell: 1 kg) in compression mode and a spherical probe (6 mm) 
were used for the puncture test. Once in contact with the CH paste sample, the probe 

was lowered downward at a constant speed (1 mm/s) and was stopped when its 
penetration depth was equal to the target distance (5 mm). The force-displacement 

profile was recorded, and the area under the force-time plot was calculated. The tests 
were performed in triplicate at room temperature.  

4.4. Rheological Properties  

The rheological properties were evaluated using a strain-controlled modular 

compact rheometer (MCR 301 Physica: Anton Paar, Les Ulis, France) with a parallel 
plate geometry (diameter of 25 mm) and a Peltier plate temperature device (HPTD200, 

Anton Paar) to control the temperature [89]. A 1-mm gap was used for all the 
measurements. The CH paste samples were placed on the lower plate of the rheometer 

immediately after mixing. The upper plate was placed in the measuring position, and 
excess sample was trimmed using a spatula. The storage (G′) and loss (G′′) moduli of 

the paste samples were evaluated as a function of time at 20 °C in the oscillatory mode 
at a frequency of 2.5 rad/s, a 0.01% strain, and a constant speed of 300 s−1. The 

measurements began 90 s after the initial mixing in order to standardize the 
measurements. The tests were performed in triplicate for each group. 

4.5. Statistical Analysis 

The values were tabulated using Microsoft Office Excel Mac OS 2011 (14.4.7 

[141117] version). The significance level of the statistical analysis was set at p < 0.05. 
The time-kill assay test results were analyzed by ANOVA followed by a Tukey Kramer 

test. All the experiments were repeated independently at least three times. 

5. Conclusions 

Within the limits of the present study, we can conclude that a mixture of CH and 
CHX as an intracanal medication could help eradicate E. faecalis associated with 

secondary and persistent root canal infections without altering the desired key 
physical properties of the CH paste. Our results do not support the use of CHT or CDP 

metallic nanoparticles as antimicrobial adjuvants for CH-based medication. Further 
studies are needed to optimize the antimicrobial activity of CHT/CDP metallic 

nanoparticles before they can be used as an adjuvant for endodontic therapy. 
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POTENTIEL THERAPEUTIQUE DE MEDICATIONS INTRACANALAIRES DANS LES LESIONS 
ENDO-PARODONTALES 
 
Résumé 

Les lésion endo-parodontale (LEP) sont des situation cliniques complexes où coexistent, au 
niveau d’une même dent, une pathologie parodontale et une pathologie pulpaire . Leur traitement 
implique en général une approche combinée endodontique et parodontal et leur pronostic est souvent 
incertain. Les médications intracanalaires (MIC) à base d’hydroxyde de calcium (Ca[OH] 2), pour 
compléter la désinfection canalaire, auraient un effet positif sur la cicatrisation parodontale dans les 
LEP mais les mécanismes qui expliquent cet effet sont encore mal compris.  

La première partie de cette étude expérimentale est consacrée à l’optimisation d’une MIC à 
base de Ca(OH)2 par addition de différents agents antimicrobiens (cuivre, zinc, argent et chlorhexidine 
[CHX]) et à la caractérisation détaillée des formulations obtenues. Parmi les molécules testés, seule la 
chlorhexidine (CHX) (1% et 2%) a significativement amélioré, in vitro, l’activité antimicrobienne de la 
pâte de Ca(OH)2 sur les microorganismes cibles, sans en altérer les propriétés mécaniques et physico 
chimiques. 

La deuxième partie du travail rapporte l’étude ex vivo du potentiel de diffusion de composés 
actifs contenus dans la MIC à travers la racine dentaire et l’étude in vitro de l’effet d’extraits de MIC 
sur la viabilité et la réponse de trois populations de cellules parodontales (fibroblastes du ligament 
alvéolo-dentaire, cémentoblastes et ostéoblastes). Une diffusion d’ions (Ca2+, OH-) et de CHX, plus 
importante via l’apex, a pu être mise en évidence, avec des profils de libération variables au cours du 
temps et selon la dose de CHX de départ. In vitro, les extraits de Ca(OH)2 dilués (avec ou sans CHX) 
semblent bien tolérées par les cellules parodontales et réduire la production de médiateurs 
inflammatoires sans effet significatif cependant sur le potentiel de minéralisation des cellules.  
 

Mots clés : lésion endo-parodontales, hydroxyde de calcium, chlorhexidine, nanoparticules, cellules 
parodontales 
 

Abstract 
Endo-periodontal lesions (EPL) are difficult clinical situations where periodontal and pulpal 

pathologies occur in the same tooth. Their treatment usually involves a combined endodontic and 
periodontal approach, and their prognosis is often uncertain. Intracanal calcium hydroxide (Ca[OH]2) 
medications (ICM), to complete root canal disinfection, have been reported to have a positive effect 
on periodontal healing in EPL, but the specific mechanisms involved in the process are still unclear.   

The first part of this experimental study is devoted to the optimization of a Ca(OH) 2-based MIC 
by addition of different antimicrobial agents (copper, zinc, silver and chlorhexidine [CHX]) and to the 
precise characterization of the resulting formulations. Among the tested molecules, only chlorhexidine 
(CHX) (1% and 2%) significantly improved, in vitro, the antimicrobial activity of the Ca(OH)2 paste on 
the target microorganisms, without altering its mechanical and physicochemical properties. 

The second part of the work reports the ex vivo study of the diffusion potential of active 
compounds contained in the ICM through the dental root and the in vitro study of the effect of ICM 
extracts on the viability and response of three populations of periodontal cells (fibroblasts of the 
periodontal ligament, cementoblasts and osteoblasts). A stronger diffusion of ions (Ca2+, OH-) and CHX 
via the apex could be demonstrated, with variable release profiles over time and according to the initial 
CHX dose. In vitro, diluted Ca(OH)2 extracts (with or without CHX) seem to be well tolerated by 
periodontal cells and to reduce the production of inflammatory mediators without significant effect 
on the mineralization potential of the cells. 
 

Key words: endo-periodontal lesion, calcium hydroxide, chlorhexidine, nanoparticles, periodontal cells 
 


