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Introduction 
  

 

 

 

 

Dans le contexte des infections associées aux soins (IAS), un intérêt 

particulier a été porté, dans le cadre de ce travail, sur le risque infectieux potentiel 

associé aux réseaux d’eau des Units de Soins Dentaires (USD).  

Les premières études témoignant d’une contamination microbienne des 

Lignes d’eaux des Units de Soins Dentaires (LUSD) datent des années 1960. 

Depuis, peu d’IAS clairement liées aux USD ont été rapportées dans la 

littérature. Ceci peut s’expliquer soit parce que les populations microbiennes 

présentes dans les LUSD exposent finalement peu les patients à un risque 

infectieux, soit parce que trop peu d’investigations ont été entreprises dans ce 

contexte précis et que le lien avec les soins dentaires est insuffisamment recherché 

en cas d’infection, notamment respiratoire. En effet, il est encore de nos jours assez 

peu intuitif de suspecter un « banal » passage chez le dentiste comme pouvant être 

la cause d’une infection, du fait, par exemple, des délais d’apparition des signes 

cliniques pouvant être longs après l’exposition infectante. De plus, la certitude de 

l’implication d’un USD dans une infection ne pourrait être apportée que par des 

techniques moléculaires qui ne sont que rarement, voire jamais, mises en œuvre 

pour établir le diagnostic d’infections courantes.  

La majorité des études réalisées jusqu’à présent pour mettre en évidence la 

contamination microbienne des LUSD évaluait quantitativement et qualitativement les 

populations présentes en utilisant des méthodes de microbiologie conventionnelle 

basées sur l’ensemencement sur géloses nutritives. Or, ces approches impliquent 

une sous-estimation de la diversité microbienne réelle des LUSD.  

Ainsi, le but de ce travail était d’évaluer le plus précisément possible la 

composition de la population bactérienne retrouvée dans les LUSD, à l’aide de 

techniques de biologie moléculaire en complément des techniques 

d’ensemencements classiques. L’objectif est de contribuer à une meilleure 

appréhension du risque infectieux réellement associé aux soins dentaires.  
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Synthèse bibliographique 

1. Les Units de Soins Dentaires (USD) 
 

1.1. Définition d’un unit dentaire 
 

L’unit dentaire est un terme général qui désigne le fauteuil dentaire (Fig. 1). Il 

regroupe la plupart des appareils nécessaires à la réalisation des soins d’odontologie 

comme : les seringues multifonctions, les turbines, les contre-angles, les pièces à 

mains (regroupées sous l’appellation « Portes Instruments Rotatifs » ou PIR), les 

circuits d’eau et d’air qui alimentent ces instruments, etc...  

 

 

 

 

 

 

1.2. Le circuit d’alimentation en eau des Portes Instruments Rotatifs (PIR) 
 

Dans un USD, de l’eau est nécessaire 

pour la réalisation de nombreux soins : 

elle est apportée par le circuit 

d’alimentation des PIR (Fig.2). L’eau 

permet le refroidissement des moteurs 

des PIR. Cependant, lors des soins, le 

fonctionnement de ces PIR génère des 

aérosols pouvant exposer à la fois les 

patients et le personnel du cabinet 

dentaire à un risque infectieux, si des 

microorganismes pathogènes étaient 

présents dans cette eau. 

Figure 1 : Représentation d’un unit de soins dentaire (USD). 
http://www.topdentaire.com/recherche.php?motscles=amm 

Figure 2 : Schématisation du circuit d'eau alimentant 
les PIR. 

Portes Instruments 

Rotatifs (PIR) 
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1.3. Alimentation hydrique et sources potentielles de contamination 

microbienne 
 

Le plus souvent, l’USD est branché sur le réseau d’eau potable ; plus 
rarement l’unit comporte un réservoir d’eau indépendant, ce qui nécessite une 
attention particulière au risque de contamination manuportée lors du remplissage.   

 
L’eau d’alimentation des PIR permet également l’approvisionnement du 

système de remplissage du gobelet et du crachoir. Il s’agit donc d’un circuit comptant 
de nombreuses ramifications (Fig. 2) et autant d’opportunités de former des « bras 
morts », offrant dès lors de multiples sites potentiels favorables à la prolifération des 
microorganismes présents dans l’eau.  

 
Par conséquent, il a été montré que l’eau en sortie d’USD était communément 

contaminée par une forte densité en microorganismes avec une charge bactérienne 
pouvant atteindre 104 à 106 UFC par mL (1-3), principalement des bactéries d’origine 
hydrique comme Pseudomonas aeruginosa ou Legionella sp. et parfois par des 
pathogènes humains comme Staphylococcus aureus (4) ou encore Candida albicans 
(5).  

La présence possible de microorganismes oraux dans l’eau en sortie des USD 
est consécutives des phénomènes de ré-aspiration des sécrétions biologiques des 
patients au niveau des PIR et peut être diminuée par la mise en place et l’entretien 
régulier de valves anti-reflux à leurs niveaux (6).  

 
Les microorganismes présents dans les LUSD, du fait de leur contact 

inévitable avec les matériaux constitutifs des tubulures de ces réseaux d’eau, 
peuvent former des biofilms et dès lors compliquer les stratégies de désinfection. De 
plus, ces biofilms participeront à la contamination de l’eau de sortie des USD par 
relargage périodique des microorganismes qui les composent.  

 
En résumé, les 3 principales sources de contamination de l’eau d’alimentation 

des PIR sont (Fig. 3) : la contamination via le réseau d’eau municipal, la formation de 
biofilm dans les tubulures et la ré-aspiration de la salive et/ou du sang des patients 
(7).  

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Modes de contamination microbiologique des circuits 
d’alimentation en eau des PIR. 
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1.4. La problématique du biofilm 

 

Un biofilm est une communauté multicellulaire complexe de microorganismes 

adhérant entre eux et à une surface, marquée par la sécrétion d’une matrice 

extracellulaire (8). 

Généralement, 4 étapes sont décrites pour la formation d’un biofilm (9) (Fig.4):  

 
- tout d’abord, les microorganismes adhèrent de façon réversible à un 

substrat  
- ensuite vient l’étape d’adhérence irréversible à ce substrat 
- puis, la maturation du biofilm : les microorganismes se multiplient et 

sécrètent de la matrice exopolysaccharidique 
- et enfin, l’étape de dispersion : des microorganismes se détachent du 

biofilm et peuvent alors se disperser vers d’autres sites.  

La charge bactérienne moyenne initiale de l’eau peut alors être multipliée par 

100 du fait de cette dispersion des microorganismes (6).  

 

Dans le contexte des USD, plusieurs caractéristiques sont favorables à la 

formation d’un biofilm : la stagnation de l’eau (12H/jour au moins), l’écoulement 

laminaire, le rapport surface/volume (6/1) des tubulures, la dureté de l’eau, la 

composition des différentes tubulures (PVC, polyuréthane…) (6, 10) (Fig.5). Ainsi, les 

LUSD sont fréquemment colonisées par des biofilms (3, 7, 10, 11).  

Le problème majeur est l’élimination de ces biofilms une fois implantés. En 

effet, l’organisation des microorganismes en biofilm leur assure une protection 

physique aux différents traitements. Les traitements usuels voient alors leurs 

efficacités amoindries par réaction avec différents constituants de la matrice 

extracellulaire, un métabolisme microbien ralenti, la proximité cellulaire offrant dès 

lors des possibilités rapides d’adaptation par échanges microbiens et phénomènes 

de quorum sensing (communication chimique intercellulaire)…(12) Ainsi, une 

réduction du biofilm peut être obtenue suite à ces traitements mais bien souvent une 

élimination totale d’un biofilm passe par le remplacement des surfaces colonisées, ce 

qui signifierait ici un remplacement de l’USD.  

Figure 4 Etapes de formation d'un biofilm (d’après Vogeleer et al.(9)). 

1. Adhérence réversible 3.Maturation 4.Dispersion 2.Adhérence irréversible 
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1.5. Stratégies de décontamination du circuit d’eau des USD 

 

Il n’y a pas de méthode standardisée, ni d’obligation d’application de ces 

méthodes. Il ne s’agit en effet que de recommandations d’usage (1, 13). 

Parmi les méthodes physiques de décontamination, on retrouve :  

- la purge des tubulures : il est préconisé de purger quotidiennement pendant 5 

minutes chaque PIR avant la première utilisation et de les purger pendant 20 à 30 

secondes entre chaque patient (1, 13). 

- La filtration à seuil de coupure de 0,22 µm à utiliser le plus près possible du 

PIR. C’est un procédé efficace mais qui nécessite un entretien et un remplacement 

régulier des filtres à cause du colmatage. Cependant, ceci n’exclut pas le risque 

toxinogène (13). 

- L’utilisation de valves anti-reflux : une maintenance suivie et des tests 

d’efficacité réguliers de ces valves sont préconisés (13). 

Ces méthodes physiques sont efficaces pour diminuer de manière transitoire 

le nombre de microorganismes en suspension dans l’eau.  

 

Pour les méthodes chimiques : un traitement régulier des LUSD est recommandé : 

en effet, les traitements chimiques sont susceptibles d’agir sur les biofilms déjà 

formés, contrairement aux méthodes physiques. 

 

 

 

Figure 5 : Détails de la formation d'un biofilm à l’intérieur d’une tubulure (10).  Des 
macromolécules venant de la phase aqueuse sont adsorbées sur les parois de la tubulure, et 
forment un dépôt (A), ce qui permet aux microorganismes de se fixer à la surface de façon 
irréversible (B). Les divisions successives des cellules adhérées (C), ainsi que le recrutement 
de nouvelles cellules planctoniques venant de l’eau, conduisent à la maturation du biofilm (D) 
(d’après Barbot et al. (10)). 
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Deux types de traitements chimiques sont distingués :  

- Le traitement continu de l’unit : il s’agit de la circulation en permanence au 

sein des LUSD d’une solution désinfectante à faible concentration. Le but 

ici est de limiter la contamination microbienne et la formation de biofilm 

dans les LUSD.  

- Le traitement choc qui consiste à faire circuler pendant un cycle d’environ 

45 minutes la même solution désinfectante mais plus concentrée. Ici, on 

vient s’attaquer à la contamination et donc au biofilm déjà installé.  

 

Parmi les produits chimiques proposés pour traiter les units, on retrouve, entre 

autres, l’hypochlorite de sodium, le peroxyde d’hydrogène, l’oxygenal 6©, le 

calbenium©, le sterispray©…(4) qui agissent sur les microorganismes par perturbation 

de l’intégrité membranaire ou oxydation. 

L’oxygenal 6© est un mélange d’eau oxygénée et d’ions argent, le calbenium© 

et le sterispray© sont des mélanges complexes à base d’ammoniums quaternaires.  

 

1.6. Qualité microbiologique de l’eau des USD 
 

Il est considéré que l’eau d’entrée des USD doit au moins répondre aux 
critères de potabilité de l’eau. Les critères microbiologiques d’une eau potable sont 
rappelés dans le tableau I (13). Dans les établissements de santé, un indicateur de 
qualité supplémentaire est utilisé : le niveau cible de Pseudomonas aeruginosa qui 
doit être inférieur à 1 UFC/ 100 mL.  

 
 

 
Pour l’eau sortant des USD, il n’y a pas, à l’heure actuelle, de texte 

réglementaire, cependant si l’eau d’entrée de l’USD doit répondre aux critères de 
potabilité de l’eau, il semblerait logique que l’eau de sortie d’USD réponde également 
à ces critères.  

 
 
 

Tableau I Critères microbiologiques d'une eau potable. 
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1.7. Le risque infectieux et les USD 
 

Dans un cabinet dentaire, plusieurs voies d’exposition aux microorganismes 

entrent en jeu. La transmission microbienne peut se faire par contact direct avec 

l’eau du réseau ou les liquides biologiques (sang, salive, sécrétions respiratoires….). 

Elle peut également se faire de manière indirecte par manuportage, exposition à des 

surfaces, à des instruments contaminés. Et enfin, par l’exposition aux aérosols d’eau 

ou de liquides biologiques générés lors des soins (inhalation des gouttelettes ou 

contamination des plaies par projections) (2).  

Ainsi, les infections sont transmissibles, de patient à patient, du patient à l’équipe 

médicale et inversement (directement dans la salle d’attente, indirectement lors des 

soins dentaires par faute d’asepsie ou par les circuits d’eau des units). Il existe 

également des cas endogènes d’endocardites d’origine dentaire (1). 

Le risque viral reste le plus documenté : la transmission d’agents infectieux du 

soignant vers le patient a été renseignée dans certaines situations, en particulier 

pour le Virus de l’Immunodéficience Humaine (HIV), le Virus de l’Hépatite B (HBV) et 

le Virus de l’Herpes (HSV) (1).  

La transmission du patient vers le soignant est également bien documentée dans 

le cas des accidents d’exposition au sang (AES) (1). 

Pour illustrer ce risque infectieux, on note que : 

- Chez les chirurgiens-dentistes, le taux de prévalence des marqueurs 

antigéniques du HBV est 4 à 10 fois plus élevé que dans la population générale (13).  

- Neuf cas de séroconversion au HIV pouvant être liés aux soins dentaires ont 

été recensés à la date de juin 2005 parmi le personnel soignant, dont 2 cas en 

France (1 pour un chirurgien-dentiste et 1 pour une assistante dentaire) (14). 

- Six cas de transmission présumés du HIV à des patients par un dentiste en 

Floride ont été rapportés (15).  

- Il est estimé qu’en France, l’absence de stérilisation des PIR pourrait être à 

l’origine chaque année d’1 contamination au HIV et de 200 au HBV (16) 

Les infections respiratoires, en particulier virales, sont les infections pour 

lesquelles le risque de transmission du patient au praticien est le plus important.  

En ce qui concerne le risque bactérien, de nombreuses études relatent la 

présence de bactéries dans les LUSD, pour un niveau de contamination global 

estimé entre 104 et 106 CFU/mL (2-4, 7, 10).  

Cependant, peu d’infections bactériennes ayant pour origine les USD sont 

décrites dans la littérature : 
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- Deux infections d’abcès dentaires à P. aeruginosa chez des patients à 
terrain cancéreux (17). 

- Une infection sur valve cardiaque à Mycobacterium gordonae (18). 
- Deux cas de lymphadénites cervicales à Mycobactéries atypiques (18, 

19). 
- Un cas fortement présumé (non confirmé par impossibilité de typage 

moléculaire de l’isolat) de légionellose à Legionella dumoffi chez un 
dentiste (20). 

- Et récemment, en 2011, en Italie, un cas mortel de Légionellose à 
L.pneumophila chez une femme de 82 ans (21). 

En résumé, le risque infectieux lié aux USD implique 2 catégories de 

microorganismes :  

- Les microorganismes d’origine humaine avec en premier lieu les virus 
dont : le HIV, le HBV, le Virus de l’Hépatite C (HCV), les Herpes 
Simplex Virus (HSV). Puis, sont également concernées les bactéries de 
la sphère ORL ; mais aussi le Bacille de Koch ou Mycobacterium 
tuberculosis : agent responsable de la tuberculose et enfin les 
champignons ; cependant, en ce qui concerne le risque fongique, aucun 
article ne recense à ce jour une infection ayant pour origine certaine un 
USD, pourtant la présence fongique dans l’eau de sortie de ces units 
est bien documentée (5). 

- Les microorganismes d’origine environnementale parmi lesquels on 
retrouve principalement les légionelles, les mycobactéries non 
tuberculeuses et P. aeruginosa (1, 13).  

Le risque infectieux lié aux USD est donc bien réel même si de premier abord il 

semble rare. Cependant, comme évoqué dans l’introduction, de nombreux facteurs 

interviennent dans l’évaluation de ce risque et pourrait en entraîner une sous-

estimation.    

La plupart des investigations microbiologiques menées sur les LUSD sont 

basées sur des approches d’ensemencements sur géloses. Cependant, ce type 

d’approche a une sensibilité limitée et ne détecte pas les microorganismes viables 

non cultivables ; elle ne peut ainsi estimer qu’environ 5% de la population 

bactérienne totale présente sur un échantillon (2). Les travaux réalisés au cours de 

cette thèse avaient donc pour objectif de compléter les études cultures-dépendantes 

par des analyses de biologie moléculaire sur des prélèvements d’eaux d’USD. Ceci, 

dans le but d’avoir une meilleure connaissance de la composition bactérienne des 

LUSD tout au long de l’unit pour approfondir l’évaluation du risque infectieux associé.  

Pour bien comprendre le principe et le but de chacune des méthodes de biologie 

moléculaire utilisées, la seconde partie de la synthèse bibliographique résume les 

fondamentaux de chacune d’elles.  
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2. Principes généraux des techniques de biologie moléculaire 

utilisées 

2.1. La Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

La PCR est une technique visant à amplifier de manière exponentielle une 

séquence d’ADN spécifiquement choisie par l’utilisation d’amorces adéquates. Ainsi, 

des millions de copies sont générées en quelques heures à partir d’une quantité 

minime d’ADN initiale, facilitant la détection et l’étude de la séquence d’intérêt.  

La réaction se fait in vitro. Dans un tube, il suffit de mélanger en proportions 

adéquates, l’ADN à amplifier, les amorces spécifiques du fragment d’ADN qui sera 

amplifié, les 4 désoxyribonucléotides constitutifs de l’ADN (A, T, C et G) et l’enzyme 

permettant la réaction à haute température : la Taq Polymerase.  

La PCR est une succession de cycles. Chaque cycle consistant en une 

succession de 3 étapes essentielles : dénaturation, hybridation et élongation. 

Chacune de ces étapes se fait à des températures différentes : 

- La dénaturation se fait aux alentours de 95°C. Cette étape permet de 
dénaturer l’ADN double brin en ADN simple brin, ce qui est impératif 
pour l’étape ultérieure d’hybridation des amorces. 

- L’hybridation se fait à une température généralement comprise entre 40 
et 65°C. Le calcul de cette température est basé sur la longueur des 
amorces (qui ont été choisies pour avoir des séquences nucléotidiques 
complémentaires de celles du fragment d’ADN que l’on souhaite 
amplifier) et sur leur teneur en GC. À cette étape, les amorces 
s’accrochent aux fragments d’ADN qui vont être amplifiés. 

- L’élongation se fait aux alentours de 72°C. Ici, l’enzyme  : la Taq 
Polymerase vient allonger les amorces hybridées en ajoutant au fur et à 
mesure les désoxyribonucléotides (A, T, C ou G) complémentaires du 
brin matrice. La fin de cette étape correspond à la fin d’un cycle où le 
nombre de brins matrices initial a alors était doublé. (Fig.6) (22) 

Les cycles vont alors se succéder avec un nombre de brins matrices 

augmentant de manière exponentielle à chaque cycle. Ainsi à la fin de la réaction de 

PCR, des millions de copies du fragment d’ADN d’intérêt initial ont été synthétisées. 

On les appelle des amplicons. Le nombre d’amplicons formés est proportionnel au 

nombre de cycles du programme PCR choisi.  

La détection du fragment d’intérêt s’en voit grandement facilitée et une simple 

observation sur gel permet alors de savoir si le fragment recherché était présent ou 

non dans notre échantillon d’ADN initial. (22) 
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2.2. La PCR quantitative : qPCR 
 

À la différence de la PCR classique qui donne une idée qualitative (présence ou 

absence) du fragment d’ADN recherché dans un échantillon, la qPCR permet d’avoir 

une estimation quantitative de l’expression de ce fragment.  

Le principe repose sur le suivi en temps réel du niveau de fluorescence émis au 

cours de la réaction de PCR. Un niveau seuil de fluorescence est fixé par le 

programme du thermocycleur de la qPCR : c’est à partir de ce niveau d’amplification 

de l’ADN que la fluorescence commence à être observée sur le graphique de la 

réaction en cours. Ce niveau seuil est couplé avec ce que l’on appelle le cycle seuil 

ou « Cycle Threshold » ou encore le « Ct ». Il s’agit tout simplement du cycle de la 

qPCR correspondant à l’atteinte du niveau seuil de la fluorescence. Le Ct est 

proportionnel à la quantité de notre fragment d’ADN d’intérêt initialement présente 

dans notre échantillon : plus le fragment est présent en quantité importante dans 

l’échantillon de départ, plus le Ct sera atteint rapidement.  

Figure 6 Schéma général de la PCR (22). 
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Ct1 Ct2 Ct3 Ct4 Ct5 

C1 

C2 

C3 

C4 

C5 

Pour avoir une valeur chiffrée de la quantité initiale (Q0) du fragment d’ADN 

d’intérêt dans notre échantillon, une gamme de concentration d’un témoin 

correspondant à ce qu’on cherche amplifier est utilisée lors de la qPCR. Les Ct 

obtenus correspondant aux concentrations connues de la gamme sont reportés sur 

une courbe en échelle logarithmique. L’efficacité (E) de la réaction est donnée par le 

coefficient directeur de l’équation de la régression linéaire de la précédente courbe 

(Fig.7). Avec ceci, nous pouvons reporter les valeurs de Ct de nos échantillons sur la 

courbe, ou alors, calculer notre Q0 en fonction de la quantité de fluorescence au Ct 

selon la formule :  

 

 

Figure 7 Exemple des graphiques obtenus lors d'une qPCR et principe d'interprétation. Ct 1 
à 5 : Cycle Threshold des points de gamme. C 1 à 5 : Concentrations correspondantes des 
points de gamme. Les autres courbes représentent les échantillons testés. 
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En qPCR, plusieurs technologies de fluorescence existent. Nous avons utilisé au 

cours de nos travaux, la technologie SybrGreen. Il s’agit d’un marqueur qui fluoresce 

en étant incorporé à l’ADN double brins (ADNdb) (Fig.8)(23). Ainsi, au cours d’une 

réaction de qPCR, la quantité d’ADNdb synthétisée augmente avec les cycles de la 

réaction et par conséquent la fluorescence également. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cependant, avec cette technique, la fluorescence est proportionnelle à tout 

ADNdb. Pour s’assurer de la bonne spécificité de la réaction, une courbe de fusion 

(ou melting curve) est réalisée. Il s’agit d’une courbe représentant l’intensité de la 

fluorescence en fonction de la température. En dépassant la température de fusion 

(Tm) des amplicons synthétisés lors de la qPCR, on revient en ADN simple brin et 

donc la fluorescence s’effondre. Par conséquent, si la réaction est bien spécifique, 

on ne doit avoir qu’un seul pic de fluorescence sur la courbe de fusion correspondant 

au Tm attendu (un Tm théorique se calcule en fonction de la longueur des amplicons 

et de leurs séquences nucléotidiques). (Fig. 9 et 10) (24) 

 

Figure 8 Principe de la technologie SybrGreen (23). 



26 | P a g e  
 
 

 

 

2.3. Le pyroséquençage 
 

Le pyroséquençage est une technique de séquençage haut débit (jusqu’à 

150 000 séquences obtenues pour un run). Plusieurs échantillons peuvent être 

séquencés simultanément lors d’un run de pyroséquençage. Ils seront reconnus 

séparément via l’utilisation d’identifiants spécifiques appelés MIDs (Multiplexe 

IDentifiers). Plusieurs étapes sont en réalité nécessaires avant et après le 

pyroséquençage proprement dit : 

 

2.3.1. PCR multiplexes 
 

La 1ère étape du pyroséquençage consiste à préparer et à marquer 

spécifiquement les échantillons à séquencer. Une fois amplifiés par PCR avec une 

polymérase de haute affinité et des amorces adaptées au fragment que l’on souhaite 

séquencer (ADNr 16S par exemple), les échantillons à analyser vont subir une PCR 

multiplexes (multiplexes car de multiples amorces sont utilisées).  

Des adaptateurs (A et B), une « clé » et des MIDs sont ajoutés aux 

échantillons : 

- Les adaptateurs (A et B) sont nécessaires aux étapes ultérieures. Ils 
permettent de récupérer spécifiquement les fragments d’ADN préparés 
sur des billes et d’amorcer la réaction de séquençage.  

- La « clé » servira au contrôle qualité (si la clé n’est pas reconnue lors 
de l’analyse, les séquences ne seront pas prises en compte car il 
s’agira alors d’artefacts de manipulation).  

Figure 9 Courbe de fusion témoignant d'une 
bonne spécificité de la qPCR (24) 

Figure 10 Courbe de fusion avec plusieurs pics, signant 
la présence de dimères d'amorces : la spécificité de la 
qPCR n'est pas bonne (24) 
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- Les MIDs sont spécifiques de chaque échantillon analysé. Ils 
permettent de réaliser la réaction de pyroséquençage sur plusieurs 
échantillons différents en même temps : ce sont les « étiquettes » des 
échantillons. Ces étiquettes permettront le tri des séquences obtenues 
pendant l’étape d’analyse bioinformatique. (Fig. 11) 

 

2.3.2. PCR en émulsion 
 

Les échantillons préalablement marqués par la PCR multiplexes sont 

récupérés sur des billes grâce à de nombreuses amorces greffées à la surface de 

celles-ci. Ces amorces étant complémentaires des adaptateurs (A ou B) précédents. 

Un seul fragment d’ADN sera initialement fixé par bille. Les billes sont incorporées 

dans une émulsion de sorte que chaque goutte de l’émulsion renferme une seule 

bille et donc un seul fragment d’ADN. Chacune de ces gouttes constitue alors un 

microréacteur pour une nouvelle réaction PCR. Une fois la PCR en émulsion 

terminée, chaque bille est recouverte de plusieurs millions d’amplicons identiques 

prêts à être séquencés. (Fig. 12) (25) 

Figure 11 Principe de la PCR multiplexes. PCR 1 = PCR servant à amplifier le gène qui sera 
séquencé. PCR 2 = la PCR multiplexes en tant que telle, servant à préparer les étapes 
ultérieures du pyroséquençage.  

Figure 12 Schéma de la PCR en émulsion (d’après Metzker et al. (25)) 
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2.3.3. Le pyroséquençage proprement dit 
 

Les billes issues de la PCR en émulsion sont récupérées et déposées sur une 

plaque appelée Pico Titer Plate (PTP). Cette PTP contient plusieurs millions de puits 

dont le diamètre ne permet de contenir qu’une seule bille à la fois. C’est dans chacun 

des puits que va se réaliser la réaction de pyroséquençage.  

Les nucléotides (A, T, C et G) seront ici rajoutés successivement les uns 

après les autres. Si un nucléotide est incorporé, un signal lumineux est généré par 

un jeu d’enzyme et est détecté par un capteur. Ce signal lumineux est proportionnel 

au nombre de nucléotides incorporés (par exemple : 1, 2 ou 3 A successifs). Les 

résultats sont alors représentés sous la forme d’un pyrogramme permettant la 

reconstitution de la séquence d’intérêt. (Fig. 13) (25). 

2.3.4. Analyse des résultats 
 

Les séquences ainsi obtenues se présentent sous forme de fichiers 

informatiques. Ces fichiers seront analysés par des techniques bioinformatiques 

nécessitant de nombreuses étapes regroupées sous le terme de « pipeline » (ou 

chaîne de traitement). Les étapes sont détaillées dans un article scientifique qui sera 

référencé dans le matériel et méthode.  

Figure 13 Schéma de la réaction de pyroséquençage en tant que telle. (Modifié de Metzker et al. (25) 
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Matériel et méthodes 

1. Investigations des USD 
 

Sept USD ont été investigués au cours de ce travail. Les prélèvements ont été 

réalisés à la fois en cabinets privés et publics. Trois cabinets dentaires privés et les 

quatre USD sous la responsabilité du CHU de Poitiers ont participé à cette étude.  

Des informations ont été recueillies en dialoguant avec les équipes dentaires 

concernées (dentistes et assistants dentaires). Les thèmes abordés ont été : le 

modèle de l’USD (marque, fournisseur), son âge, l’utilisation d’éventuels traitements 

de l’eau en entrée et au sein de l’USD (filtre, adoucisseurs, produits chimiques…), la 

réalisation de purges et la stérilisation des PIR entre chaque patient.  

 

2. Stratégie d’échantillonnage 
 

La figure 14 décrit les différents points d’eau prélevés pour chaque USD : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainsi, pour chaque unit, 3 points ont été prélevés : 

 

- Un point en amont d’unit se trouvant concrètement être un robinet 
d’eau le plus proche possible de l’unit et situé sur le réseau avant le 
passage dans l’unit : il s’agit d’un témoin de la qualité de l’eau en 
entrant dans l’unit car, malheureusement, le prélèvement au 
raccordement même de l’unit était impossible. Ce point est abrégé 
« IW » dans les résultats pour : « Incoming Water ».  

Aval : 
•  Après stagnation (OWS) 
•  Après activité (OWA) 

 Amont (IW) 

Figure 14 : Points de prélèvements des USD investigués. 
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- 2 points en aval d’unit : ce sont des prélèvements de l’eau de sortie de 
l’un des PIR (ici la turbine a été investiguée à chaque fois par soucis 
d’homogénéité) 

o Le point en aval après stagnation, c’est-à-dire après une 
période d’inactivité prolongée (au moins 48 heures) : il s’agit d’un 
témoin de la qualité résiduelle de l’eau de sortie des units.  Ce 
point est abrégé « OWS » dans les résultats pour : « Output 
Water after Stagnation ».   

o Et enfin, le point en aval après activité, soit juste après le 
passage du dernier patient quotidien: il s’agit d’un témoin de la 
qualité de l’eau de sortie d’unit entre 2 patients. Ce point est 
abrégé « OWA » dans les résultats pour : « Output Water after 
Activity ».   

Chacun des prélèvements a été réalisé en double à au moins une semaine 

d’intervalle.  Les prélèvements ont été réalisés de manière aseptique en flacon stérile 

contenant du thiosulfate de sodium pour neutraliser les éventuels résidus de 

désinfectants.  

 

3. Flore bactérienne totale cultivable 
 

50 µL de chaque prélèvement ont été ensemencés en duplicata sur milieu 

gélosé R2A (26) en utilisant un ensemenceur spirale (WASP 2 spiral plater ; 

Biomerieux, Craponne, France). Le dénombrement des UFC (Colony Forming Unit) a 

été réalisé après 7 jours d’incubation à 28°C en condition aérobie.  

En complément, 10 et 100 mL de chaque prélèvement ont été filtrés (sur une 

rampe de filtration en inox préalablement stérilisée par flambage à l’alcool) sur 

membrane en acétate de cellulose (0.45 µm de seuil de coupure, 47 mm de 

diamètre, Millipore, molsheim, France). Les membranes ont ensuite été déposées 

sur milieu gélosé PCA (Plate Count Agar) (27) et incubées pendant  48h à 37°C 

avant lecture.  

4. Extraction d’ADN et quantification 
 

Cent à 500 mL de chaque prélèvement ont également été filtrés (même rampe de 

filtration que précédemment) sur une membrane en polycarbonate à seuil de coupure 

de 0,22 µm (47 mm de diamètre, Fisher, Ilkirch, France). L’ADN a ensuite été extrait 

à partir de ces filtres.  

Pour cela, chaque membrane a été découpée avec un scalpel et des pinces 

stériles et les morceaux découpés ont été déposés dans un tube contenant des billes 

en verre (MP Biomedicals, Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France) puis 

stockée à -20°C. Un mL de tampon d’extraction (Tris-HCl 100 mM pH 8.0, EDTA 100 
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mM pH 8.0, NaCl 20 mM et 2% de SDS) a été ajouté par tube. Les tubes ont été 

vortexés puis soumis à agitation mécanique pendant 20 secondes (FastPrep 

Instrument, MP Biomedicals) avant d’être incubés à 70°C pendant 15 minutes. Après 

15 minutes de centrifugation à 10 000g, les surnageants ont été récupérés, mis en 

contact avec de l’acétate de potassium 3M pH 5.5 (volume 1/10) et incubés 10 

minutes dans la glace avant centrifugation à 14 000g pendant 10 minutes également. 

Les acides nucléiques ont été précipités par ajout d’un volume d’isopropanol glacé et 

ont été lavés avec de l’éthanol 70%.  

Les aliquots d’ADN extraits ont été quantifiés par utilisation du SYBR Green 

(Invitrogen, Fisher Scientific, France) sur le LightCycler 480 (Roche Applied Science, 

Mannheim, Allemagne). Une courbe standard de fragments d’ADN digérés par 

l’enzyme de restriction Hind III (100, 50, 25, 12.5, 6.25 ng) (Promega, Madison, USA)  

a été utilisée suivant la méthode décrite par Leggate et al. (28). Tous les échantillons 

d’ADN ont été conservés à -20°C jusqu’à utilisation.  

5. qPCR 16S bactérienne 
 

Une qPCR 16S a été réalisée sur nos échantillons en utilisant la technique de 

détection au SYBR Green sur le LightCycler 480. Les amorces 341F (5’- CCT ACG 

GGA GGC AGC AG - 3’) et 515R (5’- ATT ACC GCG GCT GCT GGC A - 3’) ont été 

utilisées (29). 

Le milieu réactionnel (volume final : 10µL) contenait, pour chaque échantillon à 

analyser, une concentration finale à 0,5 µM de chaque amorce (soit 0,5 µL de 

chaque amorce concentrée initialement à 10 µM), 2 µL de LightCycler FastStart DNA 

MasterPLUS Sybr Green I mix (Roche Applied Science, France), 5 μl d’eau et 2 μl 

d’ADN à analyser. Le programme de qPCR utilisé est représenté dans le tableau II :  
 

Tableau II Programme utilisé pour la qPCR 16S. 

Cycle Répétition Étape Température Temps Annotation 

1 1 1 95°C 10 min Activation 

2 35 1 95°C 10 s Dénaturation 

  2 60°C 10 s Hybridation 

  3 72°C 15 s Acquisition des données 

(real time) /Quantification 

3 1 1 95°C 0 s Dénaturation 

  2 65°C 15 s Hybridation augmentation 

de la température de 0,1°C 

  3 95°C 0 s Collecte des données de la 

courbe de dissociation 

(melting curve) 

4 1 1 40°C 30 min ∞ 

hold 
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La souche Pa 14 de Pseudomonas aeruginosa a été utilisée pour obtenir la 

courbe d’étalonnage.  

 

6. qPCR 18S fongique 
 

Pour une recherche globale de micromycètes dans nos échantillons, une 

qPCR 18S fongique a été réalisée en utilisant les amorces FF390 (5’-CGA TAA CGA 

ACG AGA CCT-3’) et FR1 (5’-AKC CAT TCA ATC GGT AKT-3’) (30). 

 

Le milieu réactionnel (volume final : 10µL) contenait, pour chaque échantillon à 

analyser, une concentration finale à 0,5 µM de chaque amorce (soit 0,5 µL de 

chaque amorce concentrée initialement à 10 µM), 2 µL deLightCycler FastStart DNA 

MasterPLUS Sybr Green I mix (Roche Applied Science, France), 5 μl d’eau et 2 μl 

d’ADN à analyser.  

 

Les caractéristiques du programme utilisé étaient : 

  Tableau III Programme utilisé pour la qPCR 18S fongique. 

Cycle Répétition Étape Température Temps 

1 1 1 95°C 10 min 

2 40 1 95°C 15 s 

  2 50°C 30 s 

  3 70°C 60 s 

3 1 1 95°C 0 s 

  2 70°C 15 s 

  3 95°C 0 s 

4 1 1 40°C ∞ hold 

 

La souche de C. albicans ATCC 3153 a été utilisée  pour la constitution de la 

courbe d’étalonnage.  

 

7. PCR C. albicans 
 

Pour la recherche de C. albicans dans nos échantillons, une PCR a été 

réalisée en utilisant les amorces INT1-F (5’-AAG TAT TTG GGA GAA GGG AAA 

GGG-3’) et INT2-R (5’-AAA ATG GGC ATT AAG GAA AAG AGC-3’) (31).  
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Le mélange réactionnel (volume final de 25 µL par tube) était composé de : 

11,9 µL d’eau, 5 µL de tampon PCR 5X, 1,5 µL de MgCl2, 0,4 µL de dNTP 

(concentration initiale de 10mM de chaque dNTP), 0,5 µL de chaque amorce 

concentrée initialement à 10 µM (soit une concentration finale de 0,2 µM pour 

chacune d’elle), 0,2 µL de DNA polymerase concentrée initialement à 5 U/µL et 5 µL 

d’ADN à tester concentré initialement entre 1 et 5 ng/µL.  

 

Le programme PCR a été effectué  sur le Thermocycler Eppendorf selon les 

modalités suivantes :  

 

 
        Tableau IV Programme utilisé pour la PCR C. albicans. 

Cycle Répétition Étape Température Temps 

1 1 1 95°C 2 min 

2 45 1 95°C 1 min 

  2 55°C 30 s 

  3 72°C 1 min 

3 1 1 72°C 10 min 

4 1 1 15°C ∞ hold 

La souche de C. albicans ATCC 3153 a été utilisée  comme témoin.  

 

 

8. qPCR C. albicans 
 

Toujours pour la recherche de C. albicans dans nos échantillons, une qPCR a 

également été réalisée en utilisant le même couple d’amorce que précédemment 

(INT1-F et INT2-R).  

 

Le mélange réactionnel contenait pour un volume final de 10 µL par tube : 4,2 

µL d’eau, 2 µL de SYBR Green I Master Mix 5X, 0,8 µL de MgCl2, 0,5 µL de chaque 

amorce concentrée initialement à 10 µM (soit une concentration finale de 0,5 µM 

pour chacune d’elle) et 2 µL d’ADN à tester concentré initialement entre 1 et 5 ng/µL.  

Le programme de qPCR a eu  lieu sur le LightCycler 480 et il s’agissait du 

suivant :  
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 Tableau V Programme utilisé pour la qPCR C. albicans. 

Cycle Répétition Étape Température Temps 

1 1 1 95°C 10 min 

2 45 1 95°C 10 s 

  2 55°C 10 s 

  3 72°C 15 s 

3 1 1 95°C 0 s 

  2 50°C 15 s 

  3 95°C 0 s 

4 1 1 40°C 30 min ∞ hold 

 

La souche de C. albicans ATCC 3153 a également été utilisée  comme 

témoin.  

 

9. PCR Amibes 
 

Pour la recherche d’amibes libres dans nos échantillons, une PCR amibes a 

été réalisée en utilisant les amorces Ami6F1 (5’-CCA GCT CCA ATA GCG TAT ATT-

3’) et Ami9R (5’-GTT GAG TCG AAT TAA GCC GC-3’) (32). 

 

Le mélange réactionnel (volume final : 25 µL par tube) contenait : 12 µL d’eau, 

5 µL de tampon PCR 5X (MgCl2 inclus), 0,4 µL de dNTP (concentration initiale de 10 

mM de chaque dNTP), 1,25 µL de chaque amorce concentrée initialement à 10 µM 

(soit une concentration finale de 0,2 µM pour chacune d’elle), 0,1 µL de GoTaq 

concentrée initialement à 5 U/µL et 5 µL d’ADN à tester concentré initialement entre 

1 et 5 ng/µL.  

 

Le programme PCR a été réalisé sur le Thermocycle Eppendorf selon les 

modalités suivantes :  
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           Tableau VI Programme utilisé pour la PCR Amibes 

Cycle Répétition Étape Température Temps 

1 1 1 95°C 2 min 

2 40 1 95°C 30 s 

  2 55°C 30 s 

  3 72°C 1 min 

3 1 1 72°C 10 min 

4 1 1 15°C ∞ hold 

     

Pour les témoins positifs, les souches d’amibes Vermamoeba vermiformis 

ATCC 50802 et Acanthamoeba castellanii ATCC 30234 ont été utilisées.  

 

10. qPCR amibienne 
 

Pour compléter la recherche d’amibes libres dans nos échantillons, une qPCR 

amibienne a été réalisée avec les amorces Amo 1400F (5’-ATG CCG ACC ARS GAT 

YMG GAG-3’), Amo 1540R (5’-CAA GST GCY MGG GGA GTC A T-3’), Vahl 560F 

(5’-AGG TAG TGA CAA GMY RTA GYG ACT-3’) et Vahl 730R (5’-GGG CGT TTT 

AAC TAC ARC AGT ATT A-3’) (33).  

 

Le mélange réactionnel contenait pour un volume final de 10 µL par tube : 4 

µL d’eau, 2 µL de SYBR Green I Master Mix 5X, 0,5 µL de chaque amorce 

concentrée à 10 µM (soit une concentration finale pour chaque amorce à 0,5 µM) et 

2 µL d’ADN à tester (là aussi initialement concentré à 0,5 ng/µL).  

Le programme PCR utilisé a été le suivant : 

            Tableau VII Programme utilisé pour la qPCR Amibes. 

Cycle Répétition Étape Température Temps 

1 1 1 94°C 10 min 

2 45 1 95°C 10 s 

  2 62°C 10 s 

  3 72°C 10 s 

3 1 1 95°C 0 s 

  2 65°C 15 s 

  3 98°C 0 s 

4 1 1 15°C ∞ hold 
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Pour la gamme standard, les souches d’amibes Vermamoeba vermiformis 

ATCC 50802 et Acanthamoeba castellanii ATCC 30234 ont été utilisées.  

 

11. qPCR Legionella pneumophila 
 

Les amorces mip-F  (5’- GCA TTG GTG CCG ATT TGG - 3’) et mip-R (5’- 

GCT TTG CCA TCA AAT CTT TCT GAA - 3’) ont été utilisées pour la recherche 

spécifique de L. pneumophila par qPCR. 

Le milieu réactionnel (volume final de 10 µL) contenait pour chaque 

échantillon à analyser : une concentration finale à 0,5 µM de chaque amorce (mip-F 

et mip-R) (soit 0,5 µL de chaque amorce concentrée initialement à 10 µM), 2 µL de 

SYBR Green I Master mix 5X (Roche Applied Science, France), 5 μl d’eau et 2 μl 

d’ADN à analyser (concentré initialement à 0,5 ng/µL).  

 La réaction a été réalisée selon la méthode décrite par Joly et al. (34) et selon 

le protocole suivant : 

 

            Tableau VIII Programme utilisé pour la qPCR Legionella pneumophila. 

Cycle Répétition Étape Température Temps 

1 1 1 95°C 10 min 

2 45 1 95°C 10 s 

  2 60°C 10 s 

  3 72°C 10 s 

3 1 1 95°C 0 s 

  2 65°C 15 s 

  3 95°C 0 s 

4 1 1 15°C ∞ hold 

  Une gamme de concentration génomique a été élaborée en utilisant une 

souche de L. pneumophila Lens pour obtenir la courbe standard.  

 

12. qPCR Legionella spp. 
 

Pour la recherche de l’ensemble des espèces de Legionella dans nos 

prélèvements, la composition du mélange réactionnel de la qPCR était identique au 

précédent mais en utilisant, cette fois-ci, les amorces annotées Leg 140F (5’-AGG 

GTT GAT AGG TTA AGA GC -3’) et Leg 140R (5’-AAC CAC CTA CGC ACC CTT 

TA-3’) (selon Dutil et al. (35)).  
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Le programme PCR utilisé était : 

 
            Tableau IX Programme utilisé pour la qPCR Legionella spp. 

Cycle Répétition Étape Température Temps 

1 1 1 95°C 10 min 

2 45 1 95°C 10 s 

  2 58°C 10 s 

  3 72°C 15 s 

3 1 1 95°C 0 s 

  2 65°C 15 s 

  3 95°C 0 s 

4 1 1 40°C ∞ hold 

Là aussi, pour la courbe standard, la souche L. pneumophila Lens a été 

utilisée.  

13. qPCR Pseudomonas aeruginosa 
 

Pour la recherche de Pseudomonas aeruginosa dans nos échantillons, une 

qPCR a été réalisée en utilisant les amorces PaerF (5’-TGC TGG TGG CAC AGG 

ACA T -3’) et PaerR (5’-TTG TTG GTG CAG TTC CTC ATT G-3’) (36).   

 

Le mélange réactionnel contenait, pour un volume final de 10 µL par tube : 5 

µL d’eau, 2 µL de SYBR Green I Master Mix 5X, 0,5 µL de chaque amorce 

concentrée à 10µM (soit une concentration finale pour chaque amorce à 0,5 µM) et 2 

µL d’ADN à tester (là aussi initialement concentré à 0,5 ng/µL).  

Le programme PCR utilisé était le suivant : 

       Tableau X Programme utilisé pour la qPCR Pseudomonas aeruginosa. 

Cycle Répétition Étape Température Temps 

1 1 1 94°C 10 min 

2 45 1 95°C 10 s 

  2 62°C 10 s 

  3 72°C 10 s 

3 1 1 94°C 0 s 

  2 65°C 15 s 

  3 95°C 0 s 

4 1 1 15°C ∞ hold 
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Une souche environnementale de P. aeruginosa (isolée au CHU de Poitiers et 

dénommée 9027) a été utilisée pour la gamme standard.  

 

14. Pyroséquençage des séquences du gène de l’ARNr 16S 
 

Pour chaque échantillon à analyser, un fragment de gène de l’ARNr 16S 

d’environ 586 bases a été amplifié par PCR en utilisant les amorces 341F 

(précédemment décrite) et 926R. Le mélange réactionnel contenait pour un volume 

final de 50 µL par tube : 28,5 µL d’eau, 10 µL de tampon Phusion PCR 5X (soit une 

concentration finale à 1X), 1 µL de chaque dNTP (concentration initiale de 10 mM , 

soit une concentration finale de 200 µM pour chacun d’eux), 2,5 µL de chaque 

amorce concentrée initialement à 10 µM (soit une concentration finale de 0,5 µM 

pour chacune d’elle), 0,5 µL dePhusion Hot Start II high-fidelity DNA polymerase 

(Fisher Thermo Scientific) concentrée initialement à 2 U/µL (soit une concentration 

finale de 1 U = 0,02 U/µL) et 5 µL d’ADN à tester concentré initialement entre 1 et 5 

ng/µL. Le programme PCR utilisé a été le suivant :  

       Tableau XI Programme PCR de préparation des échantillons au pyroséquençage. 

Cycle Répétition Étape Température Temps 

1 1 1 98°C 1 min 

2 35 1 95°C 30 s 

  2 50°C 30 s 

  3 72°C 1 min 

3 1 1 72°C 5 min 

     

Chaque triplicat des produits PCR obtenus ont été poolés, purifiés en utilisant 

le kit de nettoyage PCR selon les instructions du fabricant (Macherey-Nagel, Hoerdt, 

France) et quantifiés selon la technique SYBR Green précédemment décrite.  

Ensuite, les produits PCR purifiés ont subi l’étape de PCR multiplexes. Il 

s’agissait d’une PCR de 9 cycles conduite dans des conditions similaires à la 

précédente mais en présence des MIDs, de la clé et de l’adaptateur (cf tableau XII) : 

 

                       Tableau XII Récapitulatif des amorces utilisées pour la PCR multiplexes. 

 Séquences nucléotidiques 

926 R CCGTCAATTCMTTTRAGT 

Adaptateur CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC 

Clé TCAG 
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MID 1 TCATAGACAG 

MID 2 TATCACTACG 

MID 3 CTGTACGTAG 

MID 4 AGTCTCTAGA 

MID 5 AGATACACAG 

MID 6 ACTCTAGTCT 

MID 7 AGTCAGTGTA 

MID 8 CTACGTCTGT 

MID 9 CGACTACGAG 

MID 10 TAGCACACTA 

MID 11 TACGAGTACA 

MID 12 TGCTACTGAG 

MID 13 CACGATAGCG 

MID 14 TATATCGACA 

MID 15 TGTACTACAT 

MID 16 AGAGCGCGAG 

MID 17 CGTAGATCGA  

MID 18 TGATGACGCG 

MID 19 TCTCTCGAGA 

MID 20 TAGTGTAGCG 

MID 21 TCACGACGTA 

 

Les produits issus de la PCR multiplex ont ensuite été purifiés et quantifiés à 

partir du kit Quant-iT©PicoGreen dsDNA (Life Technologies, Thermo Fisher). Le 

principe est similaire à la technique au SYBR Green mais elle est plus sensible.  

Puis, les échantillons ont subi l’étape de PCR en émulsion et ils ont été 

séquencés avec le Séquenceur 454 Junior  GS (Roche Applied Science).  

Le jeu de séquences obtenu a été analysé selon le pipeline GnS-PIPE 

(version 1.1.11) selon Terrat et al. (37). 

 

Brièvement, les séquences ont été regroupées selon les différents MIDs 

choisis initialement. Les données présentant des ambiguïtés, des erreurs dans les 

séquences attendues des amorces, des longueurs de séquences inférieures à 300 

paires de bases, des artefacts de manipulations, etc… ont été éliminées. Les 

séquences rigoureusement identiques ont été regroupées et l’ensemble des 

séquences ayant passé les filtres de qualités ont été assignées en Unités 

Taxonomiques Opérationnelles (OTUs) et affiliées taxonomiquement selon la banque 

de données Silva r114 (38). Une OTU correspond à une espèce bactérienne sur le 

plan taxonomique.  
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Selon les besoins des représentations graphiques et pour essayer de 

pondérer les variations dues aux échantillonnages, les 21 prélèvements ont été 

regroupés en 3 conditions d’eaux étudiées nommées :  

 IW pour « Incoming Water » (eau d’amont des USD) 

 OWS pour « Ouput Water after Stagnation period » (eau de sortie 

d’USD et après stagnation de l’eau), et enfin  

 OWA pour « Output Water after Activity period » (eau de sortie 

d’USD après période d’activité de l’USD).  

 

Ainsi, pour chaque catégorie d’eau étudiée (IW, OWS ou OWA), les résultats 

de 7 prélèvements ont été regroupés.  

 De plus, un échantillonnage aléatoire des séquences obtenues a été réalisé 

pour chacun des 21 prélèvements en choisissant comme seuil de séquences à 

analyser, le nombre le plus faible de séquences obtenues parmi l’ensemble du jeu de 

données. Ainsi, nous avons éliminé des biais de surreprésentation de certaines 

OTUs du fait d’un nombre simplement plus important de données obtenues pour un 

échantillon donné comparativement aux autres. 

Les représentations en « Boxplots » ont été obtenues en utilisant le logiciel 

« R » package (R Development Core Team, 2004) et le diagramme de Venn a été 

obtenu en utilisant le programme “BioVenn » (39).  

 Afin d’évaluer le risque infectieux réel pour l’Homme inhérent à l’exposition à 

l’eau de ces USD, une recherche de la présence d’espèces bactériennes 

pathogènes opportunistes dans nos prélèvements a été réalisée. Cependant, même 

avec le jeu de données obtenu du pyroséquençage, l’identification jusqu’à l’espèce 

est délicate. Nous avons donc comparé nos données avec celles du NCBI (National 

Center for Biotechnology Information). L’affiliation d’espèce proposée dans le tableau 

XXI a été réalisée uniquement dans le cas où nos séquences correspondaient à 

celles du NCBI avec en plus un pourcentage d’identité d’au moins 97.5% et une "E-

value » très faible (≤10-4) ; la E-value correspond à la probabilité d’avoir un 

alignement obtenu purement par hasard. De plus, si l’une des séquences issues du 

pyroséquençage était alignée avec plusieurs espèces bactériennes de la banque 

NCBI, seules les 20 premières lignes d’affiliations avec des scores identiques étaient 

prises en compte et l’affiliation à une seule espèce se faisait si parmi ces 20 lignes, 

plus de la moitié étaient classées selon une seule et même espèce bactérienne.  

Seulement les OTUs estimées à au moins 0.1% de proportion relative dans 

l’une des 3 conditions testées (IW, OWS ou OWA) ont été confrontés à cette banque 

de données NCBI.  

En ce qui concerne le caractère pathogène opportuniste ou non des espèces 

bactériennes ainsi identifiées, nous nous sommes basés sur l’existence ou non de 

cas préalablement rapportés dans la banque de données « PubMed ».  
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Résultats 
1. Investigations des USD 

 

Les équipes dentaires interrogées dans le cadre de ces travaux ont été très 

réceptives à la problématique, très coopératives, très intéressées et en attente des 

résultats.  

Par soucis de lisibilité, les informations recueillies sont présentées 

individuellement en fonction de l’ « origine » publique ou privée des cabinets 

dentaires.  

Tableau XIII Données recueillies concernant les USD privés. 

Cabinets privés Unit 1 Unit 2 Unit 3 

Date de mise en 
service de l’unit, 
modèle ? 

Unit de 7 ans, 
QUETIN PE 8© 

Unit de 7 ans, KAVO 
Primus 1058© 

Unit de 12 ans, 
PLANMECA Prostyle 
Compact © 

Eau d’entrée : 
traitement ? 
adoucisseur ? 
filtres 
antimicrobiens ? 

Aucun traitement 
Filtre (n’ayant jamais 
été changé)  

Adoucisseur 

Procédés 
chimiques de 
traitements ? 
Produits ? 
Concentration ? 

Traitement continu au 
Calbenium© (2 % v/v) 

Traitement continu à 
l’Oxygenal 6© (0.02 %  
en H2O2 soit 0.3 % v/v) 
+ choc hebdomadaire 
de 45 min à 0.2 % en 
H2O2  (3 % v/v) 

Traitement continu au 
Calbenium© (2 % v/v) 

Stérilisation des 
PIR?  

Stérilisation après 
chaque patient 

Stérilisation unique 
quotidienne 

Stérilisation unique 
quotidienne 

Purges ? 
Unique, quotidienne : 
le soir pendant 5 min 

Deux quotidiennes : 
matin et soir pendant 5 
min 

Aucune 
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Tableau XIV Données recueillies concernant les USD dépendant du CHU de Poitiers. 

Cabinets publics Unit 4 Unit 5 Unit 6 Unit 7 

Date de mise en 
service de l’unit, 
modèle ? 

Unit de 12 ans, 
KAVO 
Systematica© 

Unit de 2 ans, 
KAVO Primus 
1058© 

Unit de 3 ans, 
KAVO Primus 
1058© 

Unit de 8 ans, 
KAVO 
Systematica© 

Eau d’entrée : 
traitement ? 
adoucisseur ? filtres 
antimicrobiens ? 

Aucun 
traitement 

Aucun traitement Aucun traitement 
Aucun 
traitement 

Procédés chimiques 
de traitements ? 
Produits ? 
Concentration ? 

Traitement 
continu par 
Oxygenal 6© 
(0,02 % en H2O2 

soit 0,3 % v/v) 

Traitement 
continu par 
Oxygenal 6© 
(0,02 %  en H2O2 

soit 0,3% v/v) + 
choc 
hebdomadaire de 
45 min à 0,2 % 
en H2O2 (3 % v/v) 

Traitement 
continu par 
Oxygenal 6© 
(0,02 %  en H2O2 
soit 0,3% v/v) + 
choc 
hebdomadaire de 
45 min à 0,2 % 
en H2O2 (3% v/v) 

Aucun 
traitement 

Stérilisation des 
PIR?  

Stérilisation 
après chaque 
patient 

Stérilisation après 
chaque patient 

Stérilisation après 
chaque patient 

Stérilisation 
après chaque 
patient 

Purges ? Aucune Aucune Aucune Aucune 

 
 

2. Flore bactérienne totale cultivable 
 

 

Les résultats des ensemencements sur gélose nutritive sont présentés dans le 

tableau XV. La majorité des prélèvements réalisés en amont d’USD (IW) ne 

présentaient pas de flore microbienne détectable sur gélose, contrairement aux 

prélèvements réalisés en sortie d’USD (OWS et OWA) :  
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Tableau XV Dénombrement de la flore aérobie cultivable à 22°C des prélèvements d'USD. 

 
CFU/mL eau filtrée 

  IW OWS OWA 

Unit 1 ND 7.13 (± 1.16) x 103 4.33 (± 0.15) x 103 
Unit 2 3.82 (± 0.22) x 104 9.23 (± 2.02) x 102 1.10 (± 0.61) x 103 
Unit 3 ND 7.1 (±1.6) x102 4.9 (± 0.84) x 102 
Unit 4 ND 1.5 (±0.27) x 103 9.25 (± 0.75) x 10² 
Unit 5 ND ND ND 
Unit 6 ND 5.70 (± 0.99) x 102 ND 
Unit 7 ND 3.96 (± 0.28) x 103 2.55 (± 0.49) x 103 

ND : Non Détectable. 

 

3. Quantification de l’ADN total 
 

Pour chaque USD prélevé, la quantité totale d’ADN extrait a été évaluée afin 

d’estimer la contamination microbienne. Les résultats sont présentés sur la figure 

15,  pour chaque catégorie de prélèvement (IW ; OWS et OWA) : 

 

 

 
Figure 15 Quantité totale d'ADN dans les prélèvements d'USD. 
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4. qPCR 16S bactérienne 
 

Afin d’obtenir des résultats plus précis sur la contamination microbienne des 

USD, des qPCR bactérienne 16S et fongique 18S ont été réalisées. Les résultats 

obtenus pour la qPCR bactérienne 16S sont présentés dans le tableau XVI : 

 

 
Tableau XVI Résultats de la qPCR 16S. 

 

copies 16S/ mL eau filtrée 

  IW OWS OWA 

Unit 1 4.51 (±1.35) 4.32 (±0.16) x 10
3
 9.42 (±10,40) 

Unit 2 4.74 (±0.43) x 10
2
 1.53 (±1.21) x 10 9.16 (±13.21) x 10

2
 

Unit 3 6.58 (±0.39) x 10 3.42 (±0.73) x 10
4
 9.16 (±1.35) x 10

4
 

Unit 4 1.93 (±0.30) x 10
3
 7.00 (±0.77) x 10

3
 2.92 (±0.10) x 10

4
 

Unit 5 2.84 (±0.37) 6.17 (±10.70) x 10
2
 2.07 (±2.29) x 10

2
 

Unit 6 4.50 (±0.49) 3.47 (±1.84) x 10
2
 3.18 (±2.83) x 10 

Unit 7 5.49 (±3.27) 1.90 (±2.61) x 10
3
 1.15 (±1.29) x 10

2
 

 

5. qPCR 18S fongique 
 

Les résultats concernant la contamination fongique sont présentés dans le 

tableau XVII : 

 

 
Tableau XVII Résultats de la qPCR 18S fongique. 

 

copies 18S fongique/ mL eau filtrée 

 

IW OWS OWA 

Unit 1 2.59 (±0.20) 5.05 (±0.53) x 10 9.50 (±6,83) 

Unit 2 1.48 (±0.00) 1.75 (±1.59) 1.66 (±1.58) 

Unit 3 ND 1.34 (±0.00) x 10 1.69 (±0.63) x 10
2
 

Unit 4 4.59 (±2.71) 1.37 (±0.32) x 10
2
 2.47 (±0.18) x 10

2
 

Unit 5 2.45 (±3.46) 5.33 (±5.92) 1.46 (±1.18) 

Unit 6 ND 3.69 (±5.04) ND 

Unit 7 1.24 (±2.48) 3.03 (±2.76) x 10 1.02 (±1.03) x 10 
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6. Recherche de C. albicans 
 

6.1 PCR C. albicans 
 

Cette PCR n’a pas permis de mettre en évidence la présence d’ADN de              

C. albicans. En effet, aucune bande similaire à celle du témoin positif n’a été 

observée sur le gel de migration de la PCR pour l’ensemble des prélèvements 

d’USD comme le montre la figure 16.  

 

Figure 16 Exemple d’un des gels de PCR C. albicans obtenus. 

6.2 qPCR C. albicans 
 

La recherche de C. albicans dans les prélèvements d’USD par qPCR, technique 

plus sensible que la PCR classique, a également été négative.  

 

7. Recherche d’amibes libres 
 

7.1  PCR amibienne 
 

La présence d’amibes libres dans les prélèvements d’eaux d’units dentaires a été 

observée dans 14 des 21 échantillons testés, ce qui représente 67% de 

prélèvements positifs. Les espèces d’amibes libres : Vermamoeba vermiformis et 
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Acanthamoeba castellanii  étaient présentes mais V. vermiformis semblait 

majoritairement présente dans les échantillons étudiés.  

 

 

Figure 17 Exemple d’un des gels de PCR Amibienne obtenus. 

Parmi les prélèvements d’USD, 4/7 ; 4/7 et 6/7 étaient positifs à la présence 

d’amibes pour les conditions IW, OWS et OWA respectivement.  

7.2 qPCR amibienne 
 

Les courbes obtenues lors de la réaction de qPCR amibienne sont celles 

représentées sur la figure 7 (partie 2.2 de l’introduction, page 24) et les résultats 

quantitatifs obtenus sont présentés dans le tableau XVIII : 

 
Tableau XVIII Résultats de la qPCR Amibienne. 

 

x10² copies de 18S amibien/ mL eau filtrée 

 

IW OWS OWA 

Unit 1 0,07 1,66 (±0,25) ND 

Unit 2 0,21 (±0,05) 0,06 (±0,02) 0,008 (±0,006) 

Unit 3 0,06 0,69 2,16 (±0,82) 

Unit 4 0,70 (±0,09) 0,32 (±0,15) 1,36 (±0,13) 

Unit 5 ND 0,02 (±0,02) 0,02 (±0,01) 

Unit 6 ND 0,04 (±0,01) 0,006 (±0,004) 

Unit 7 0,02 (±0,01) 0,41 (±0,10) 0,03 (±0,02) 

ND : Non Détectable. 



47 | P a g e  
 
 

 

8. Résultats des qPCR bactériennes 
 

8.1 qPCR Pseudomonas aeruginosa 
 

Les résultats obtenus pour la quantification de P. aeruginosa dans les 

prélèvements d’USD sont présentés dans le tableau XIX: 

 
Tableau XIX Résultats de la qPCR P. aeruginosa. 

 

UG de P. aeruginosa / mL eau filtrée 

 

IW OWS OWA 

Unit 1 ND 2,45 x10 ND 

Unit 2 ND ND ND 

Unit 3 ND 7,62 (±0,16) x104 2,75 (±0,07) x104 

Unit 4 ND ND ND 

Unit 5 ND ND ND 

Unit 6 ND 1,55 x10 8,55 

Unit 7 ND ND ND 

ND : Non Détectable. 

 

8.2 qPCR Legionella spp. 
 

Les résultats obtenus pour la quantification de l’ensemble des espèces de 

légionelles retrouvées dans les prélèvements d’USD sont présentés dans le tableau 

XX : 

 
Tableau XX Résultats de la qPCR Legionella spp. 

 

Nombre de copies de 16S Legionella spp./ mL eau filtrée 

 

IW OWS OWA 

Unit 1 ND 4,56 (±0,47) x10² ND 

Unit 2 0,41 (±0,16) x10 0,91 (±0,64) x10 3,36 (±1,71) x10 

Unit 3 ND 2,04 (±0,57) x10² 1,03 (±0,16) x103 

Unit 4 1,14 (±0,07) x10² 1,51 (±0,22) x10² 1,10 (±0,11) x10² 

Unit 5 ND 0,21 (±0,15) x10 0,16 (±0,07) x10 

Unit 6 ND ND ND 

Unit 7 ND 7,48 (±7,2) x10 0,15 (±0,03) x10 

ND : Non Détectable. 
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8.3 qPCR Legionella pneumophila 
 

Du fait de la présence de certaines espèces de Legionella dans nos 

prélèvements d’USD, une recherche spécifique de L. pneumophila a été réalisée par 

qPCR, cependant tous les résultats ont été négatifs. On peut donc en conclure à une 

absence de L. pneumophila dans les USD testés.  

9. Résultats du pyroséquençage 
 

Après réalisation du pyroséquençage, 144 052 séquences ont été obtenues pour 

l’ensemble des 21 prélèvements d’USD ; ces dernières ont ensuite été regroupées 

selon leur correspondance avec l’une des 3 conditions étudiées : IW, OWS et OWA. 

Après plusieurs étapes informatiques d’homogénéisation et d’élimination de 

séquences incertaines, 24 895, 24826 et 24949 séquences effectives ont été 

retenues respectivement pour les conditions IW, OWS et OWA ; ces séquences ont 

donc été soumises à une analyse bio-informatique.  

 

9.1 Indices d’alpha diversité 
 

Les indices de diversité obtenus par analyse bio-informatique des données du 

pyroséquençage sont présentés sur la figure 18. Le nombre d’OTUs détectées 

permet d’apprécier la diversité bactérienne des conditions étudiées. L’indice de 

Shannon permet d’appréhender la richesse bactérienne globale (à la fois 

quantitativement et qualitativement) de nos conditions et l’indice d’équitabilité 

(Evenness index) permet d’évaluer si les populations bactériennes présentes sont 

réparties de manière homogène ou au contraire si certaines d’entre elles dominent 

les conditions étudiées (un Evenness index varie entre 0 et 1 ; plus on est proche de 

1, plus les populations sont réparties de manière homogène dans l’échantillon) :  
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9.2 Résultats de l’analyse en composantes principales (PCoA) 
 

Comme le suggère la figure 19, les communautés bactériennes des conditions 

d’amont d’USD (IW) semblent relativement proches entre les sept prélèvements 

réalisés, car la plupart des points (5/7) représentant les conditions d’IW sur l’analyse 

PCoA (points rouges) sont regroupés dans la même zone du graphique.  

Par contre, concernant les 2 conditions OW (OWS et OWA), la répartition est plus 

disparate, témoignant d’une forte hétérogénéité inter-unit.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 Indices de diversité issus des données du pyroséquençage. IW : Incoming Water ; OWS : Output water 
after Stagnation ; OWA : Output Water after Activity. La ligne en gras de chaque boîte représente la valeur médiane; 
Les bords inférieurs et supérieurs des boîtes représentent les 1

er
 et 3

ème
 quartiles ; les moustaches représentent les 

valeurs minimales et maximales et les points représentent les valeurs aberrantes.  

Figure 19 Analyse en composante principale (PCoA) des populations bactériennes de 
l'ensemble des 21 prélèvements des USD. IW : Incoming Water ; OWS : Output Water 
after Stagnation ; OWA : Output Water after Activity.  
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Les résultats présentés sur la figure 20 permettent d’arriver aux mêmes 

conclusions, chacune des 21 conditions étant là aussi représentée ; de surcroit cette 

représentation fait apparaitre les interrelations entre les conditions IW, OWA et OWS. 

En effet, chaque point (ou nœud) de couleur correspond à l’une des 7 répétitions des 

conditions IW (jaune), OWS (rouge) et OWA (bleu) respectivement. Chaque point 

blanc désigne une OTU et les différents liens correspondent aux différentes OTUs 

présentes dans chacune des conditions étudiées. Plus les nœuds sont proches les 

uns des autres, plus la composition bactérienne globale des conditions associées est 

proche. Cette représentation témoigne de la grande complexité de l’organisation 

bactérienne des USD et, du fait de la proximité des points d’IW contrairement à la 

répartition plus éparse des conditions d’OW (OWS et OWA), elle confirme les 

conclusions de l’analyse en composante principale (PCoA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La figure 21 permet de préciser la représentation cytoscape de la figure 20 

selon les trois conditions d’eau étudiées (IW, OWS et OWA). En effet, cette figure 21 

nous permet d’apprécier la similarité entre les sept populations bactériennes 

respectives de chacune des conditions étudiées (IW, OWS et OWA) en observant la 

distance entre chaque nœud mais aussi les OTUs spécifiques ou communes à 

Figure 20 Représentation Cytoscape de la composition bactérienne des USD. 
IW (jaune) ; OWS (rouge) ; OWA (bleu). 
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chaque condition étudiée (représentés respectivement par les branches orientées 

vers l’extérieur ou vers le centre sur ce type de représentation). Là aussi, les 

populations bactériennes de la condition d’IW semblent proches les unes des autres 

sauf pour l’un des USD étudiés. A l’inverse, les conditions d’OW (OWA et OWS) 

semblent avoir des populations bactériennes plus diversifiées les unes des autres.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.3 Données du diagramme de Venn 
 

Afin d’évaluer les proportions d’OTUs communes ou au contraire spécifiques aux 

conditions étudiées, un diagramme de Venn a été réalisé (Figure 22). Pour cela, 

toutes les données issues des mêmes conditions étudiées (IW, OWS ou OWA) ont 

Figure 21 Représentations Cytoscape des conditions d'IW, 
d'OWS et d'OWA de l’ensemble des 21 prélèvements d’USD. 

IW OWS 

OWA 
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été regroupées au préalable. Parmi un total de 394 OTUs obtenues (au niveau du 

genre bactérien), 137 étaient communes aux 3 conditions étudiées : IW, OWS et 

OWA. Cependant en terme de séquences, donc en prenant en considération l’aspect 

quantitatif de ces 137 OTUs, ces séquences communes représentaient 96,75%, 

96.81% et 97.40% de l’ensemble des séquences génétiques respectives des 

conditions IW, OWS et OWA. L’ensemble de ces séquences communes forme ce 

que l’on appelle le « core microbiome » ou microbiome commun; le microbiome se 

définissant comme l’ensemble des génomes des bactéries présentes dans un milieu, 

le core microbiome correspond donc aux génomes communs aux différentes 

conditions étudiées.  

Pour information, le microbiote désigne à l’image du microbiote intestinal (ou 

encore appelé flore intestinale) l’ensemble des micro-organismes retrouvés dans un 

milieu spécifique.  

 

Par ailleurs, 58 OTUs représentant 1,16% des séquences totales de la condition 

IW sont spécifiques à cette condition. De même pour les conditions OWS et OWA, 

où respectivement 52 OTUs (soit 0,52% de l’ensemble des séquences) et 36 OTUs 

(soit 0,69% de l’ensemble des séquences) sont propres à chacune de ces 

conditions.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 Diagramme de Venn des données issues du pyroséquençage. 
IW : Incoming Water ; OWS : Output Water after Stagnation; OWA : 

Output Water after Activity. 
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La liste exhaustive de l’ensemble de ces OTUs et leurs affiliations taxonomiques 

ainsi que leurs proportions respectives dans chacune des 3 conditions testées (IW, 

OWS et OWA) sont présentées dans le tableau figurant en annexe 1. 

 

9.4 Principaux genres bactériens identifiés dans les USD 
 

 Les proportions relatives des principaux genres bactériens retrouvés dans 

chacune des conditions étudiées (IW, OWS et OWA) sont présentées sur la figure 

23, sous la forme d’une heatmap (« carte de chaleur »). Pour faciliter la lecture, seuls 

les genres représentant une proportion relative d’au moins 0,5% dans au moins l’une 

des 3 conditions étudiées (IW, OWS et OWA) sont représentés. Selon le principe 

d’une heatmap, ces proportions relatives sont visualisées sur la figure selon un 

gradient de couleur.   
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Figure 23 Représentation en Heatmap des genres bactériens les plus fréquents dans les USD. 
IW : Incoming Water ; OWS : Output Water after Stagnation ; OWA : Output Water after Activity. 
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 On constate des variations dans la composition bactérienne des USD tout au 

long du trajet de l’eau (depuis l’entrée vers la sortie de l’unit). D’une manière 

générale, les variations les plus importantes semblent avoir lieu après stagnation de 

l’eau dans les USD, puisque le profil en heatmap de la condition OWS apparaît le 

plus éloigné des profils des conditions IW et OWA. 

 Dans l’ensemble, les principaux phyla représentés sont les Proteobacteria et 

les Actinobacteria. D’ailleurs, la proportion relative des Proteobacteria atteint 71,5% 

de l’ensemble des séquences de la condition OWS contre 65,6% et 63% pour les 

conditions IW et OWA respectivement. Cependant, certains membres des 

Firmicutes, des Bacteroidetes et des Chlamydiae sont également présents mais en 

plus faibles proportions.  

Au niveau des classes bactériennes, ce sont les Gamma Proteobacteria qui 

dominent (43,4 à 53,8% du total des séquences) puis les Alpha Proteobacteria (34,3-

45,0%) et enfin les Beta Proteobacteria (5,74-15,1%).  

Enfin, au niveau des genres bactériens, les Gamma Proteobacteria sont dominés par 

Halomonas (17%), Shewanella (8%) et Pseudomonas (4%) pour la condition IW, 

tandis que Stenotrophomonas (8%), Legionella (6%), Thioalkalispira (6%), 

Halomonas (3%) et Pseudomonas (2%) dominent la condition OWS. La composition 

des Gamma Proteobacteria pour la condition OWA est voisine de celle associée à la 

condition IW, avec une prépondérance de  Halomonas et de Shewanella.  

Concernant la classe des Alpha-Proteobacteria, une prépondérance de Sphingopyxis 

(5%) et Sphingomonas (4%) est observée pour l’IW, tandis qu’il s’agit de 

Sphingomonas (9%) et Sphingobium (8%) pour l’OWS. Pour l’OWA, Sphingomonas 

représente 4% des séquences et Sphingobium, 8% d’entre elles.  

Une différence importante est observée au niveau du phylum des Actinobacteria 

entre les conditions IW et OWA : pour l’IW, Propionibacterium représente 15% de 

l’ensemble des séquences et Mycobacterium seulement 4% d’entre elles ; tandis que 

pour la condition OWA c’est l’inverse : Mycobacterium représente 19% des 

séquences et Propionibacterium seulement 2.5% d’entre elles. Pour la condition 

OWS, ces 2 genres représentent chacun 10% des séquences. Par ailleurs, la figure 

23 montre qu’environ 3 à 11% des séquences correspondent à des genres 

représentant quantitativement moins de 0.5% de l’ensemble des séquences du 

microbiome pour chacune des 3 conditions (IW, OWS ou OWA).   

 Pour avoir une idée plus précise de la composition générale commune 

retrouvée dans les USD, une représentation en camembert du core microbiome a été 

réalisée (figure 24). Comme attendu par rapport aux données de la heatmap, les 

phyla majoritaires sont les Proteobacteria et les Actinobacteria. Au niveau des 

genres, il n’y a pas vraiment de genre dominant mais on retrouve des proportions 

équivalentes (entre 4 et 9%) des genres bactériens suivants: Sphingomonas, 

Sphingobium, Sphingopyxis, Halomonas, Shewanella, Pseudomonas, Legionella et 

Propionibacterium.  
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Figure 24 Composition du core microbiome des USD étudiés. 

 

9.5 Espèces bactériennes potentiellement pathogènes pour l’Homme 
 

 Pour essayer d’appréhender au mieux le risque infectieux pour l’Homme lié à 

l’utilisation des USD, un intérêt particulier a été porté à la recherche des espèces 

bactériennes pouvant être pathogène pour l’Homme. Le tableau XXI récapitule les 

proportions relatives de ces différentes espèces bactériennes dans chacune des 3 

conditions étudiées (IW, OWS et OWA) : 
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Tableau XXI Espèces bactériennes à caractère pathogène opportuniste pour l'Homme 
retrouvées dans les USD étudiés et leurs proportions relatives. 

Proportion 

Relative 

(%) 

Phylum Classe Espèces 

Numéro 

d’accès du 

Représentant 

IW 

0.11 Actinobacteria Actinobacteria Corynebacterium accolens KC429646 

0.25 
    

Mycobacterium abscessus/chelonae 
CP009616 

    KF910210 

3.28     Propionibacterium acnes JF277164 

0.21     Propionibacterium granulosum NR_118646 

0.46 Firmicutes Bacilli Bacillus cereus KJ399985 

0.20     Dolosigranulum pigrum GU395995 

0.16     Streptococcus oralis KJ170407 

0.12     Streptococcus mitis KC817299 

0.18 Proteobacteria Betaproteobacteria Neisseria perflava AB904075 

0.29   Gammaproteobacteria Pseudomonas peli JX861583 

0.13     Acinetobacter lwoffii KJ995845 

OWS 

0.85 Actinobacteria Actinobacteria Mycobacterium gordonae KF910207 

3.30     Propionibacterium acnes CP003293 

0.14     Propionibacterium granulosum NR_118646 

0.19 Firmicutes Bacilli Bacillus cereus KJ399985 

0.25 Proteobacteria Alphaproteobacteria Novosphingobium aromaticivorans HF930753 

1.01   Gammaproteobacteria Shewanella algae KM269012 

0.12     Acinetobacter lwoffii KJ995845 

3.44     Pseudomonas aeruginosa KJ419347 

6.28     Stenotrophomonas maltophilia KC622052 

OWA 

0.10 Actinobacteria Actinobacteria Micrococcus luteus KJ398243 

13.22 
    

Mycobacterium abscessus/chelonae 
CP009616 

    KF910210 

0.18     Mycobacterium gordonae KF910207 

0.56     Propionibacterium acnes AB777862 

0.57 Proteobacteria Gammaproteobacteria Acinetobacter lwoffii KJ995845 

2.41     Pseudomonas aeruginosa KJ419347 

IW : Incoming Water ; OWS : Output Water after Stagnation et OWA : Output Water after 
Activity.  

 En additionnant ces proportions, on note que les pathogènes potentiellement 

opportunistes pour l’Homme représentent environ 5% des séquences totales de la 

condition IW contre 16 et 17% environ des séquences totales des conditions 

respectives OWS et OWA.  
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Discussion 

 Sur l’ensemble des sept USD étudiés, nous retrouvons, dans la majorité des 

cas, une contamination bactérienne en sortie d’USD comprise entre 10² et 103 

CFU/mL d’eau. Ceci s’accorde avec les données de la littérature où un niveau de 

contamination bactérien similaire est régulièrement décrit (2, 3, 40). Ainsi, même s’il 

s’agissait de résultats attendus, ces niveaux de contamination semblent 

fréquemment dépasser les critères français de potabilité de l’eau et même les 

recommandations internationales de l’American Dental Association (ADA) et des 

Centers for Disease Control (CDC) ayant définis un seuil à 500 CFU/mL (41) pour la 

réalisation de soins d’odontologie non chirurgicaux. 

Si l’on regarde d’une façon générale l’ensemble des résultats, on constate une 

grande hétérogénéité concernant cette contamination microbienne des USD, 

certainement liée au nombre important de facteurs qui entrent en jeu. Par exemple, 

l’âge des USD semble influer sur la qualité microbiologique de l’eau, avec une 

tendance à voir les niveaux de contamination microbiologique les plus élevés pour 

les USD les plus anciens. Cela semble logique puisque l’ancienneté est corrélée 

avec un nombre d’heures de fonctionnement croissant mais aussi, une usure des 

canalisations, des matériaux et donc un risque plus important de formation et de 

croissance de biofilm. Cependant, l’USD 2, qui a un âge intermédiaire parmi ceux 

étudiés (7 ans), présente un niveau de contamination microbiologique voisin de ceux 

des USD les plus récents. En lisant les données recueillies sur les tableaux XIII et 

XIV, on constate que plusieurs paramètres investigués autres que l’âge (réalisation 

des purges, stérilisation des PIR, traitements chimiques utilisés…) diffèrent entre les 

USD et qu’il est par conséquent difficile d’associer en l’état une modification du 

niveau de contamination microbiologique spécifiquement à l’un ou l’autre des 

paramètres.  

 Si les dénombrements d’UFC sont assez informatifs pour établir si un 

échantillon est quantitativement plus contaminé microbiologiquement qu’un autre, les 

variations observées en termes d’ADN total, par qPCR 16S ou 18S peuvent en 

revanche être interprétées quantitativement mais aussi qualitativement. En effet, la 

quantité d’ADN par cellule microbienne varie en fonction des dites cellules 

(procaryotes ou eucaryotes) présentes  dans l’échantillon étudié. De même, pour les 

copies de 16S ou de 18S quantifiées par cellule : leur nombre varie en fonction des 

espèces microbiennes présentes dans l’échantillon. Pour les copies de 16S, il est 

estimé que leur nombre varie d’un rapport de 1 à 15 en fonction des génomes 

bactériens (42, 43). Ainsi, si l’on prend l’exemple d’une élévation du nombre de 

copies de 16S entre 2 USD, la différence peut bien sûr s’expliquer quantitativement 

mais aussi qualitativement : si une espèce bactérienne possédant un nombre 

important de copies de 16S est présente dans l’un des USD mais pas dans l’autre, 

cela peut « artificiellement » augmenter le nombre de copies détectées et 



59 | P a g e  
 
 

inversement. Pour le 18S, le raisonnement est similaire mais avec encore plus de 

variations inter-espèces, puisque à cela s’ajoute le nombre de chromosomes portés 

par chaque espèce microbienne.  

 Concernant la contamination fongique totale (copies de 18S/mL), nous 

pouvons difficilement affirmer que les différences observées entre les IW et les OW 

(OWS et OWA) soient toutes de nature quantitative comme expliqué précédemment.  

La comparaison des données du 16S et du 18S suggère que, globalement, les 

niveaux de contamination fongique sont inférieurs aux niveaux de contamination 

bactérienne. Ceci concorde avec les données de la littérature où l’on peut voir des 

contaminations bactériennes des USD atteindre 106 ou même 108 CFU/mL, alors 

que les niveaux de contamination fongique rapportés sont au maximum de l’ordre de 

102 CFU/mL (3, 44).  Il semblerait également y avoir une corrélation entre les niveaux 

de contamination bactérienne et fongique, puisque les plus hauts niveaux de 

contamination fongique semblent atteints sur les mêmes points d’échantillonnage 

que les plus hauts niveaux de contamination bactérienne.   

Peu de données sont disponibles dans la littérature sur la contamination 

fongique des USD. Néanmoins, C. albicans figure parmi les espèces les plus 

communément retrouvées dans les échantillons contaminés (3, 44). S’agissant d’une 

espèce commensale de l’Homme et notamment retrouvée au niveau buccal, nous 

nous attendions à en détecter dans nos échantillons en sortie d’USD. Plusieurs 

hypothèses peuvent être avancées concernant leur absence dans nos prélèvements 

d’USD : 1) le caractère aléatoire des contaminations microbiennes des USD peut 

être évoqué : un nombre plus important d’USD échantillonnées aurait peut-être 

permis la détection de C. albicans ; 2) les traitements circulant dans les USD 

pourraient être plus efficaces sur les champignons que sur les bactéries.  

Les amibes libres sont ubiquitaires des milieux aquatiques (45) et par 

conséquent fréquemment retrouvées dans les réseaux d’eau potable (46). Ainsi, 

nous nous attendions à observer la présence d’amibes libres dans nos prélèvements 

d’USD où les conditions leurs sont favorables (3, 47). La proportion des 

prélèvements étudiés contaminés par des amibes libres (67%) est voisine de celle 

décrite par Trabelsi et al. (48) dans des conditions similaires. Certaines espèces 

amibiennes peuvent être pathogènes pour l’Homme (potentiellement responsables 

de méningoencéphalites, kératites…) mais les amibes libres sont également connues 

pour leur pouvoir pathogène indirect : elles peuvent en effet abriter des bactéries 

pathogènes pour l’Homme comme les légionelles ou encore certaines mycobactéries 

non tuberculeuses (32, 45, 49). D’après nos résultats, l’espèce V. vermiformis est 

régulièrement retrouvée dans les prélèvements ; selon l’étude de Ji et al. (45), V. 

vermiformis serait l’une des espèces amibiennes les plus susceptibles de coexister 

avec les légionnelles. D’ailleurs, il semblerait y avoir une corrélation dans nos 

résultats entre la contamination amibienne et la présence de légionnelles : les 

nombres de copies observées (18 ou 16S respectivement) sont au plus haut dans les 
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mêmes conditions d’échantillonnage. Il s’agit d’une relation particulièrement 

intéressante dans ce contexte ; on peut rappeler qu’un cas mortel de légionellose lié 

aux USD a déjà été rapporté (21). Dans nos échantillons, l’espèce L. pneumophila 

n’a pas été détectée mais la présence de L. anisa a été confirmée par envoi d’une 

souche isolée à partir des prélèvements réalisés au centre nationale de référence de 

Lyon. L. anisa fait partie des espèces de légionelles pouvant être pathogènes pour 

l’Homme (50, 51). Enfin, de récents travaux réalisés au sein de notre laboratoire (52) 

ont permis de mettre en évidence la survie et même la prolifération des levures du 

genre Candida au contact de l’espèce amibienne V. vermiformis tandis que d’autres 

amibes libres comme A. castellanii les tuent.  

Concernant P. aeruginosa, les résultats obtenus en qPCR sont 

quantitativement comparables entre les USD contrairement aux données de biologie 

moléculaire précédemment discutées. Cela s’explique par le fait que les résultats 

soient exprimés en Unités Génomiques (UG) et non pas en copies de 16S ou de 

18S. L’expression des résultats en UG est possible puisque nous ciblons la qPCR 

sur une seule et même espèce bactérienne. Ainsi, nous pouvons dire que la 

présence de P. aeruginosa est inconstante au sein des USD étudiés et qu’elle peut 

atteindre des proportions importantes (104 UG/mL) dans ces réseaux d’eau. 

L’hypothèse majeure envisagée est la constitution de biofilm dans les LUSD incluant 

P. aeruginosa  puisqu’il s’agit d’une espèce bactérienne à tropisme hydrique, bien 

connue pour sa capacité à développer des biofilms pouvant parfois entraîner de 

véritables épidémies nosocomiales (53-55).  

Pour l’interprétation des indices de diversité figurant sur la figure 18, un seuil 

de différence de 10% entre les valeurs des médianes de chaque condition (IW, OWS 

et OWA) a été arbitrairement choisi. 

D’après le nombre d’OTUs détectées, la diversité bactérienne en IW apparait 

plus faible qu’en OW : les médianes observées diffèrent de plus de 10% entre les 

conditions IW et OW. Par contre, les diversités bactériennes seraient similaires entre 

les conditions OWS et OWA (variation des médianes < à 10%). Ces résultats sont 

conformes à nos attentes du fait de l’exposition microbienne provenant des reflux des 

fluides buccaux des patients qui contribue certainement à augmenter la diversité 

microbienne en OW. 

Cette différence de diversité semble néanmoins compensée par le nombre de 

représentants de chaque espèce bactérienne présente. En effet, la richesse 

bactérienne globale (évaluée avec l’index Shannon) semble équivalente entre les 

conditions IW, OWS et OWA (les médianes respectives diffèrent de moins de 10%). 

Ceci peut donc paraître contradictoire avec les données de CFU obtenues (tableau 

XV) pour lesquelles très peu de flore cultivable a été observée en amont d’USD (IW). 

Cependant, on peut rappeler que l’ADN détecté en biologie moléculaire ne témoigne 

pas de la viabilité des espèces microbiennes concernées ni de leur cultivabilité et, 

par conséquent, une quantité importante d’ADN peut être détectée et correspondre à 
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des microorganismes non viables ou non cultivables. On peut également rappeler 

que l’eau prélevée en amont d’unit (IW), provenant systématiquement dans cette 

étude du réseau d’eau potable urbain, est une eau chlorée et cela peut par 

conséquent expliquer en partie le faible nombre d’espèces microbiennes viables 

observées en culture. Pour effectuer des bilans de potabilité, il est recommandé de 

filtrer 10 et/ou 100 mL d’eau en fonction des germes recherchés (56), or les volumes 

d’eau filtrés ayant servi aux dénombrements sur géloses étaient très faibles (50µL) et 

une filtration d’un volume plus important aurait pu engendrer la détection d’un 

nombre plus important de microorganismes en culture.  

Concernant l’indice d’équitabilité, les médianes sont proches (variation <10%), 

cependant la représentation en « boîte à moustache » (Figure 18) permet de voir que 

les variations observées sont bien plus importantes dans les conditions d’OW que 

d’IW. Ceci suggère que les populations bactériennes d’OW sont dans certains cas 

nettement dominées par des genres bactériens spécifiques. 

 

Les représentations cytoscape et PCoA des données du pyroséquençage 

témoignent là encore de la complexité de l’écosystème microbien étudié. 

L’hétérogénéité des USD est bien mise en évidence mais il semblerait que les 

microbiomes des conditions d’IW soient assez similaires entre eux et qu’ils diffèrent 

de ceux des OW. D’ailleurs, la forte hétérogénéité observée au sein des conditions 

d’OW peut s’expliquer par le développement interne de biofilms dont la composition 

est spécifique à chaque USD.  

 

Les proportions relatives de chaque genre bactérien présentées dans la 

« Heatmap » correspondent à la moyenne des proportions observées dans les sept 

USD étudiés pour chacune des trois conditions (IW, OWS, OWA). Cette présentation 

a été réalisée pour pondérer l’hétérogénéité des résultats afin d’obtenir une idée 

globale des principaux genres bactériens caractéristiques des trois conditions (IW, 

OWA, OWS).  

Des modifications des microbiomes présents dans les LUSD ont ainsi été 

mise en évidence entre l’amont et l’aval de l’unit. Par exemple, dans la condition IW, 

le genre Propionibacterium domine tandis que pour la condition OWA, le genre 

dominant est Mycobacterium. Les mycobactéries font partie des bactéries les plus 

résistantes aux agents antimicrobiens, comme les antibiotiques (57), mais aussi à la 

chloration ou encore à l’ozonation (58-60), ces traitements pouvant être utilisés dans 

les stations de traitement des eaux. La condition OWA est la condition étudiée la plus 

exposée au traitement chimique puisque dans les USD échantillonnés (à l’exception 

d’un seul : Unit 7), un traitement chimique circule dans les LUSD chaque fois que de 

l’eau est utilisée pour les soins. Cette plus forte proportion de mycobactéries dans la 

condition OWA pourrait être au moins en partie expliquée par une différence de 

sensibilité des bactéries aux traitements circulant dans les USD, le genre 

Mycobacterium étant plus à même de résister aux traitements que les autres genres 
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bactériens. On peut également supposer que les bactéries des genres 

Mycobacterium et Propionibacterium puissent être incorporées à des profondeurs 

différentes dans la structure du biofilm des USD. Par exemple, les bactéries du genre 

Propionibacterium pourraient être retrouvées dans les couches profondes du biofilm 

car déposées plus précocement lors de la formation de ce biofilm. En effet, les 

bactéries du genre Propionibacterium sont retrouvées en forte proportion dès la 

condition IW, donc elles sont à même de se déposer rapidement dès l’installation 

d’un USD et donc de coloniser des canalisations nouvellement installées. De plus, ce 

genre bactérien est connu pour abriter des espèces décrites comme colonisateurs 

précoces (61), ce qui n’est pas le cas des mycobactéries. Les mycobactéries 

pourraient être retrouvées dans les couches superficielles des biofilms et ainsi s’en 

détacher plus facilement. Par ailleurs, la présence même des mycobactéries dès la 

condition IW n’est pas surprenante puisqu’elles ont été récemment décrites comme 

faisant parties des espèces dominantes retrouvées dans les biofilms des 

canalisations d’eau potable (62, 63).  

Par contre, la forte proportion observée de Propionibacterium en condition IW 

n’était pas attendue puisqu’il s’agit d’ordinaire de bactéries retrouvées au niveau de 

la flore cutanée (64). Ceci pourrait s’expliquer par leur présence en forte 

concentration dans les eaux usées (toilettes, douches…). Elles pourraient ne pas 

être totalement éliminées par les stations d’épuration d’eau. Par ailleurs, certaines 

propionibactéries semblent être utilisées comme probiotiques aussi bien chez les 

humains que chez les animaux (65, 66), ceci pouvant aussi contribuer à expliquer 

leur présence dans les eaux brutes ou usées.   

Parmi l’ensemble des genres bactériens détectés dans les USD, certains sont 

connus pour abriter des espèces pathogènes ou pathogènes opportunistes pour 

l’Homme. Ainsi, pour appréhender le risque infectieux associé à ces soins, une étude 

taxonomique visant à l’identification des espèces bactériennes semblait nécessaire. 

Cependant, si le nombre de bases séquencées (388 en moyenne) pour chaque OTU 

décrite est suffisant pour une identification certaine au niveau du genre bactérien, 

l’interprétation jusqu’à l’espèce est plus discutable. Il s’agit en fait de la limite du 

pyroséquençage puisque pour avoir une idée de la diversité bactérienne totale d’un 

échantillon, nous devons séquencer une partie d’un gène suffisamment conservé 

dans l’ensemble des espèces bactériennes pour les détecter mais aussi 

suffisamment variable pour pouvoir les identifier. Ainsi, l’interprétation jusqu’à 

l’espèce est rendue délicate puisque l’ensemble des bases séquencées peuvent être 

retrouvées dans des régions multi-loci, c’est-à-dire présentes à plusieurs endroits 

dans l’ensemble d’un génome bactérien et même chez plusieurs espèces différentes. 

C’est pourquoi, afin d’obtenir l’estimation la plus fiable possible des espèces 

réellement présentes, nos conditions d’interprétations étaient très stringentes. 
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Parmi les espèces observées dans les USD, certaines sont décrites comme 

des pathogènes émergents : Mycobacterium abscessus/chelonae et 

Propionibacterium acnes, par exemple. D’une façon générale, les pathogènes 

observés sont des pathogènes opportunistes qui vont toucher préférentiellement les 

personnes âgées, les immunodéprimés, les patients atteints de mucoviscidose (67, 

68) et pouvant également entraîner des infections associées aux prothèses dentaires 

(69, 70). Ainsi, les patients peuvent être exposés à plusieurs espèces bactériennes 

potentiellement pathogènes par exemple par inhalation des aérosols générés lors 

des soins de dentisterie ou encore par projections sur des plaies buccales… Les 

proportions relatives de ces pathogènes opportunistes varient en fonction des 3 

conditions étudiées et peuvent atteindre des valeurs non négligeables (jusqu’à 16-

17% en OW). D’autant plus que ces valeurs ne sont qu’approximatives puisque 

comme expliqué précédemment, l’identification des espèces bactériennes est 

délicate sur les données du pyroséquençage et il est possible que d’autres espèces 

pathogènes n’aient pas pu être identifiées.  
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Conclusion 

 Les résultats obtenus au cours de ce travail démontrent que les USD sont 

universellement contaminés par une flore microbienne très riche regroupant de 

nombreuses bactéries, mais aussi, des eucaryotes comme les micromycètes ou 

encore des amibes libres.  

Les niveaux de contamination sont variables d’un USD à un autre, tout comme 

la composition de la flore microbienne en question. Ceci s’explique par le nombre 

important de facteurs potentiellement impliqués et pouvant influencer le 

développement microbien.  

Il en résulte une singularité de chaque USD possédant sa propre flore 

microbienne qui évolue en permanence. Cette flore varie tout au long du circuit de 

l’eau au sein de l’USD et souvent la contamination en sortie d’USD apparait plus 

importante qu’en entrée d’USD.  

Parmi  les genres bactériens les plus fréquents, toutes conditions étudiées 

confondues, figurent Halomonas, Propionibacterium, Mycobacterium, Sphingobium, 

Sphingomonas, Shewanella, Stenotrophomonas ou encore Pseudomonas ou 

Legionella… Parmi l’ensemble de ces genres, certaines espèces pathogènes 

opportunistes sont observées et peuvent atteindre des proportions relatives non 

négligeables.  

Ainsi, les USD exposent aussi bien les patients que les soignants à un risque 

infectieux réel qui devrait être mieux maîtrisé, en particulier par la mise en œuvre 

d’une surveillance régulière de la qualité microbiologique de l’eau de sortie des USD, 

de l’application de mesures correctives si nécessaire, et un meilleur suivi des 

recommandations ministérielles, portant notamment sur les protocoles de purges.  
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Annexe 1 : tableau exhaustif des 394 
OTUs 

PHYLUM CLASSE GENRE 
             Proportions 

IW  OWA  OWS  

Acidobacteria Bryobacter Bryobacter 0 0 1 

 

Holophagae Holophaga 23 5 63 

 

Solibacteres Candidatus Solibacter 0 0 6 

 

Acidimicrobidae Iamia 0 1 1 

 

Actinobacteridae Actinomyces 6 0 3 

  

Corynebacterium 139 27 56 

  

Geodermatophilus 0 2 4 

  

Micrococcus 3 6 0 

  

Mycobacterium 1075 4780 1228 

  

Nocardia 11 0 0 

  

Nocardioides 4 0 1 

  

Propionibacterium 3841 621 1092 

  

Rothia 32 9 28 

  

Streptomyces 0 0 1 

  

Tsukamurella 0 0 2 

  

Actinoallomurus 28 1 2 

  

Actinomycetospora 0 4 0 

  

Aeromicrobium 0 0 1 

  

Aestuariimicrobium 3 0 0 

  

Agromyces 0 0 1 

  

Alpinimonas 1 0 0 

  

Arthrobacter 13 36 5 

  

Brevibacterium 3 0 1 

  

Candidatus Rhodoluna 0 3 0 

  

Clavibacter 6 0 0 

  

Curtobacterium 14 1 0 

  

Dietzia 125 19 54 

  

Friedmanniella 7 0 0 

  

Frigoribacterium 4 4 0 

  

Frondihabitans 18 0 0 

  

Gordonia 4 10 3 

  

Kribbella 6 0 0 

  

Leucobacter 0 5 0 

  

Microbacterium 22 2 3 

  

Microlunatus 5 0 3 

  

Modestobacter 1 1 8 

  

Plantibacter 1 0 3 

  

Rhodococcus 18 2 0 

  

Thermobispora 1 1 0 

 

Rubrobacteridae Gaiella 0 1 4 

Armatimonadetes Chthonomonadetes Chthonomonas 0 32 25 

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides 22 11 2 

  

Porphyromonas 6 2 0 

  

Prevotella 98 16 13 
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Anaerophaga 76 28 19 

  

Barnesiella 250 699 878 

  

Dysgonomonas 9 0 0 

  

Paludibacter 0 2 0 

  

Proteiniphilum 11 0 0 

 

Cytophagia Arcicella 1 11 0 

  

Candidatus Amoebophilus 0 0 6 

  

Cytophaga 0 2 0 

  

Dyadobacter 0 173 11 

  

Emticicia 1 1 0 

  

Flexibacter 58 131 116 

  

Hymenobacter 2 3 2 

  

Leadbetterella 1 0 0 

  

Runella 2 1 1 

  

Sporocytophaga 3 0 1 

 

Flavobacteriia Chryseobacterium 23 1 11 

  

Wautersiella 0 2 0 

  

Cloacibacterium 20 1 2 

  

Flavobacterium 83 14 9 

  

Fluviicola 0 12 0 

  

Owenweeksia 0 2 27 

 

Sphingobacteriia Chitinophaga 1 0 0 

  

Ferruginibacter 8 3 67 

  

Flavihumibacter 1 0 0 

  

Lacibacter 2 9 29 

  

Lewinella 2 0 0 

  

Niastella 0 0 1 

  

Parasegetibacter 0 47 0 

  

Pedobacter 11 1 0 

  

Sediminibacterium 31 146 183 

  

Solitalea 0 0 1 

  

Sphingobacterium 4 2 0 

  

Terrimonas 7 3 0 

Chlamydiae Chlamydiales Chlamydia 10 4 13 

  

Neochlamydia 1 0 8 

  

Candidatus Metachlamydia 0 2 0 

  

Candidatus 

Rhabdochlamydia 60 90 564 

Chlorobi Chlorobia Chlorobium 2 5 2 

Chlorochromatium Chlorochromatium Chlorochromatium 457 71 14 

Chloroflexi Caldilineae Caldilinea 0 0 3 

Cyanobacteria Nostocales Nostoc 0 0 1 

Deinococcus-

Thermus Deinococci Deinococcus 0 1 0 

Euryarchaeota Methanobacteria Methanobrevibacter 0 1 0 

Fibrobacteres Fibrobacterales Fibrobacter 1 0 0 

Firmicutes Bacilli Aerococcus 33 3 2 

  

Alloiococcus 0 0 1 

  

Bacillus 620 117 179 

  

Enterococcus 8 1 5 

  

Gemella 14 8 0 

  

Granulicatella 14 0 14 

  

Staphylococcus 275 109 59 
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Streptococcus 290 41 80 

  

Aeribacillus 0 0 1 

  

Alicyclobacillus 0 0 1 

  

Aneurinibacillus 0 1 0 

  

Anoxybacillus 0 1 3 

  

Brevibacillus 7 3 9 

  

Brochothrix 12 1 0 

  

Cohnella 0 1 0 

  

Dolosigranulum 70 9 1 

  

Exiguobacterium 0 0 1 

  

Geobacillus 5 1 0 

  

Jeotgalicoccus 0 0 1 

  

Lactobacillus 19 3 6 

  

Lactococcus 2 0 0 

  

Oceanobacillus 0 0 2 

  

Paenibacillus 21 21 21 

  

Planifilum 7 1 0 

  

Planococcus 1 2 1 

  

Planomicrobium 1 1 0 

  

Thermoactinomyces 15 2 0 

  

Thermoflavimicrobium 0 0 1 

  

Tumebacillus 0 1 1 

  

Viridibacillus 1 0 0 

 

Clostridia Clostridium 219 101 243 

  

Acetivibrio 0 1 0 

  

Acetobacterium 33 1 0 

  

Alkaliphilus 15 3 46 

  

Anaerococcus 36 14 11 

  

Anaerofilum 1 2 0 

  

Anaerostipes 33 6 0 

  

Blautia 6 0 1 

  

Butyricicoccus 121 15 7 

  

Christensenella 0 6 4 

  

Coprococcus 0 1 0 

  

Coprothermobacter 15 1 0 

  

Dehalobacter 0 0 5 

  

Desulfitobacterium 1 1 0 

  

Desulfosporosinus 36 368 101 

  

Eubacterium 9 1 0 

  

Finegoldia 1 1 3 

  

Gelria 0 4 11 

  

Geosporobacter 14 0 0 

  

Halarsenatibacter 2 2 2 

  

Halocella 3 0 0 

  

Johnsonella 0 3 7 

  

Lachnospira 1 0 0 

  

Lutispora 6 5 11 

  

Moryella 0 1 0 

  

Oribacterium 1 0 1 

  

Oscillibacter 12 6 0 

  

Papillibacter 0 1 0 

  

Pelospora 0 7 8 

  

Peptoniphilus 13 4 6 
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Pseudobutyrivibrio 8 0 0 

  

Roseburia 0 21 0 

  

Ruminococcus 0 3 0 

  

Sedimentibacter 0 2 0 

  

Subdoligranulum 1 0 0 

  

Syntrophaceticus 3 0 2 

  

Syntrophomonas 0 1 133 

  

Thermincola 0 0 3 

 

Erysipelotrichia Erysipelothrix 4 0 3 

 

Negativicutes Veillonella 35 4 29 

  

Anaerosinus 13 0 0 

  

Anaerospora 0 0 7 

  

Pelosinus 0 0 3 

  

Pelosinus 0 1 2 

 

Thermolithobacteria Thermolithobacter 0 9 6 

Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonas 14 17 29 

Nitrospirae Nitrospirales Leptospirillum 0 1 1 

  

Nitrospira 4 5 20 

Planctomycetes Phycisphaerae Phycisphaera 8 35 66 

 

Planctomycetia Blastopirellula 0 0 1 

  

Candidatus Scalindua 3 0 0 

  

Gemmata 26 16 34 

  

Pirellula 20 4 4 

  

Planctomyces 6 7 32 

  

Rhodopirellula 0 1 1 

  

Singulisphaera 0 9 1 

  

Zavarzinella 4 1 0 

Proteobacteria Alphaproteobacteria Brevundimonas 15 9 19 

  

Rhodoplanes 11 1 7 

  

Rickettsia 12 4 20 

  

Roseomonas 1 0 3 

  

Sphingomonas 949 986 2366 

  

Afipia 43 147 45 

  

Altererythrobacter 3 0 3 

  

Azospirillum 1 0 0 

  

Belnapia 0 0 2 

  

Blastomonas 269 749 482 

  

Bosea 41 21 72 

  

Bradyrhizobium 313 139 174 

  

Candidatus Captivus 1 3 9 

  

Candidatus Neoehrlichia 0 0 1 

  

Caulobacter 48 58 16 

  

Cohaesibacter 1 0 0 

  

Defluviicoccus 19 28 36 

  

Devosia 2 1 0 

  

Dongia 17 378 57 

  

Erythrobacter 86 36 101 

  

Filomicrobium 0 1 1 

  

Haematobacter 0 1 0 

  

Hirschia 0 1 0 

  

Holospora 27 150 148 

  

Hyphomicrobium 83 154 173 

  

Inquilinus 3 0 0 
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Kaistobacter 1 0 0 

  

Loktanella 0 0 1 

  

Maricaulis 1 1 3 

  

Meganema 0 0 1 

  

Methylobacterium 418 26 95 

  

Methylovirgula 7 0 0 

  

Nitrobacter 0 1 0 

  

Novispirillum 0 0 2 

  

Novosphingobium 650 75 237 

  

Ochrobactrum 12 0 1 

  

Paracoccus 23 17 24 

  

Parvibaculum 5 0 5 

  

Parvularcula 15 61 514 

  

Pedomicrobium 6 0 20 

  

Pelagibius 1 1 20 

  

Phenylobacterium 68 46 162 

  

Phyllobacterium 0 2 0 

  

Porphyrobacter 36 389 618 

  

Rhizobium 22 6 20 

  

Rhodobacter 20 8 14 

  

Rhodobium 2 0 0 

  

Rhodopila 0 0 1 

  

Rhodospirillum 3 0 0 

  

Rhodovulum 3 0 1 

  

Roseovarius 6 0 0 

  

Rubellimicrobium 0 0 6 

  

Rubribacterium 0 0 1 

  

Sandarakinorhabdus 0 0 1 

  

Skermanella 0 0 5 

  

Sneathiella 1 0 0 

  

Sphingobium 628 1986 2019 

  

Sphingopyxis 1353 418 315 

  

Thioclava 10 1 11 

  

Tistlia 0 0 1 

  

Wolbachia 14 0 0 

  

Woodsholea 0 1 0 

  

Zymomonas 4 1 6 

 

Betaproteobacteria Alcaligenes 1 0 0 

  

Burkholderia 0 24 16 

  

Neisseria 76 12 19 

  

Achromobacter 9 33 26 

  

Acidovorax 12 55 725 

  

Actimicrobium 0 0 1 

  

Aquabacterium 152 96 160 

  

Azoarcus 1 1 2 

  

Azospira 8 7 22 

  

Caenimonas 0 11 0 

  

Candidatus Nitrotoga 0 1 0 

  

Comamonas 4 7 9 

  

Curvibacter 76 5 6 

  

Dechloromonas 0 1 20 

  

Delftia 0 1 2 

  

Denitratisoma 1 1 0 
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Derxia 11 21 1 

  

Diaphorobacter 3 0 0 

  

Gallionella 0 13 75 

  

Herbaspirillum 2 1 0 

  

Hydrogenophaga 317 19 2 

  

Ideonella 1 22 2 

  

Inhella 1 2 0 

  

Janthinobacterium 18 11 44 

  

Leptothrix 1 0 2 

  

Limnobacter 0 3 0 

  

Limnohabitans 21 1 11 

  

Massilia 55 17 13 

  

Methylibium 0 1 6 

  

Methylophilus 9 0 0 

  

Methylotenera 10 2 0 

  

Methyloversatilis 32 5 48 

  

Mitsuaria 4 0 0 

  

Paucibacter 27 7 1 

  

Paucimonas 3 0 1 

  

Pelomonas 4 11 1 

  

Piscinibacter 14 2 0 

  

Polaromonas 1 3 7 

  

Polynucleobacter 16 4 0 

  

Pseudorhodoferax 35 5 3 

  

Ralstonia 8 14 19 

  

Rhizobacter 172 59 136 

  

Rhodoferax 0 2 2 

  

Roseateles 2 0 0 

  

Sideroxydans 0 2 5 

  

Simonsiella 1 0 0 

  

Simplicispira 1 0 2 

  

Sphaerotilus 9 2 0 

  

Sterolibacterium 1 16 80 

  

Sulfuritalea 0 5 1 

  

Telluria 1 0 2 

  

Tepidicella 1 0 0 

  

Tepidimonas 9 8 0 

  

Thauera 5 1 4 

  

Thiobacillus 0 0 5 

  

Undibacterium 450 211 83 

  

Variovorax 53 17 34 

  

Xylophilus 1 1 0 

  

Zoogloea 1 0 0 

 

Deltaproteobacteria Geothermobacter 0 1 1 

  

Anaeromyxobacter 0 1 10 

  

Archangium 0 1 0 

  

Bdellovibrio 1 2 31 

  

Candidatus Entotheonella 1 0 1 

  

Candidatus Magnetoglobus 1 8 14 

  

Cystobacter 0 2 2 

  

Desulfobacterium 0 1 0 

  

Desulfobulbus 0 0 1 

  

Desulfocapsa 0 4 4 
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Desulforhopalus 1 0 0 

  

Desulfovibrio 1 0 0 

  

Desulfurivibrio 10 1 13 

  

Desulfuromonas 0 1 36 

  

Geoalkalibacter 0 2 0 

  

Geobacter 2 11 91 

  

Haliangium 0 2 3 

  

Nannocystis 0 0 8 

  

Pelobacter 0 3 13 

  

Smithella 1 0 0 

  

Sorangium 4 0 0 

  

Vampirovibrio 34 0 14 

 

Epsilonproteobacteria Sulfurimonas 0 0 1 

  

Sulfurospirillum 6 3 0 

  

Sulfurovum 0 0 4 

 

Gammaproteobacteria Acinetobacter 138 214 86 

  

Aeromonas 2 3 0 

  

Coxiella 106 21 36 

  

Cronobacter 0 0 3 

  

Enterobacter 13 0 1 

  

Haemophilus 110 21 13 

  

Halomonas 4213 3955 832 

  

Legionella 140 177 1501 

  

Pantoea 1 14 0 

  

Pseudomonas 904 453 517 

  

Salmonella 4 0 0 

  

Shewanella 1873 1938 418 

  

Shigella 1 0 0 

  

Stenotrophomonas 8 691 2079 

  

Acidiferrobacter 0 2 11 

  

Aggregatibacter 2 0 0 

  

Alkanibacter 2 0 0 

  

Alkanindiges 7 2 0 

  

Aquicella 2 12 8 

  

Arenimonas 19 1 0 

  

Beggiatoa 1 2 8 

  

Cellvibrio 3 0 0 

  

Chromohalobacter 0 0 1 

  

Citrobacter 0 10 0 

  

Cycloclasticus 0 0 1 

  

Diplorickettsia 4 0 3 

  

Dokdonella 0 3 0 

  

Enhydrobacter 226 177 277 

  

Gallibacterium 1 0 0 

  

Granulosicoccus 3 1 13 

  

Hydrocarboniphaga 11 0 0 

  

Luteibacter 0 2 2 

  

Lysobacter 0 0 6 

  

Marichromatium 0 0 9 

  

Marinobacter 0 0 4 

  

Marinospirillum 0 0 1 

  

Methylobacter 0 0 1 

  

Methylohalomonas 83 99 167 
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Methylomicrobium 1 0 0 

  

Methylosoma 0 0 2 

  

Microbulbifer 10 1 1 

  

Moritella 11 0 6 

  

Nevskia 32 0 63 

  

Nitrosococcus 33 38 30 

  

Perlucidibaca 11 7 5 

  

Photobacterium 2 0 0 

  

Piscirickettsia 2 0 2 

  

Proteus 6 0 0 

  

Pseudospirillum 1 0 0 

  

Pseudoxanthomonas 61 0 0 

  

Psychrobacter 0 8 0 

  

Raoultella 0 0 5 

  

Rheinheimera 3 2 0 

  

Rhodanobacter 0 0 3 

  

Rickettsiella 0 17 3 

  

Rugamonas 3 1 0 

  

Salinisphaera 1 10 32 

  

Steroidobacter 0 13 0 

  

Thermomonas 1 2 7 

  

Thioalkalispira 56 507 1486 

  

Thioalkalivibrio 1 0 0 

  

Thiohalobacter 2 2 6 

  

Thiohalocapsa 0 1 1 

  

Thiohalomonas 0 1 0 

  

Thiomicrospira 0 8 6 

  

Thiorhodospira 0 0 1 

  

Xanthomonas 3 4 16 

Spirochaetes Spirochaetales Leptospira 1 2 4 

Verrucomicrobia Opitutae Opitutus 0 11 20 

 

Verrucomicrobiae Pedosphaera 3 9 11 

  

Prosthecobacter 7 4 2 

Bacteria Bacteria Unclassified 100 1135 1157 

Bacteria Bacteria Unknown 891 586 459 
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RÉSUMÉ 

 

De part la présence de nombreux microorganismes dans les eaux de sortie 

des units de soins dentaires (USD), un risque potentiel de survenue d’infections 

associées aux soins (IAS) est couplé à la pratique des soins dentaires par projection 

ou inhalation des aérosols générés lors des soins.  

Afin de mieux appréhender ce risque, une étude microbiologique et 

moléculaire approfondie de la flore microbienne présente dans les lignes d’eau des 

units de soins dentaires a été réalisée. Pour cela, sept USD différents ont été 

investigués. Pour chaque USD, trois conditions d’eaux ont été analysées : l’eau 

alimentant les USD, l’eau en sortie d’USD après la stagnation d’eau du week-end et 

l’eau en sortie d’USD après une journée d’activité. Les techniques d’analyse 

employées ont combiné : technique d’ensemencement, PCR, qPCR et séquençage 

haut débit.  

 La population microbienne varie selon chaque USD prélevé et évolue au cours 

du trajet de l’eau au sein des USD. De façon générale, la contamination microbienne 

en sortie d’USD apparaît plus importante qu’en entrée d’USD. Parmi les genres 

bactériens présents en forte proportion dans les différentes conditions d’eau étudiées 

figurent des genres d’intérêt en santé humaine : Halomonas, Propionibacterium, 

Mycobacterium, Sphingobium, Sphingomonas, Shewanella, Stenotrophomonas, 

Pseudomonas ou Legionella… 

 

 Du fait de la présence de ces genres pouvant être pathogène pour l’Homme, 

un contrôle efficace de la qualité microbiologique de l’eau sortant des USD semble 

essentiel afin de limiter la survenue d’IAS dans ce contexte.  

 

MOTS CLÉS : Eau ; Unit dentaire ; Bactéries ; Champignon ; Amibes ; 

Pyroséquençage ; Infection 
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contrôle efficace de la qualité microbiologique de l’eau sortant des USD semble essentiel afin 
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