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Les lésions osseuses maxillo-faciales sont desrigssoustractives d’os centrées sur les
maxillaires et pouvant avoir des prolongements tiasscteur facial. Elles peuvent s’exprimer
de différentes maniéres et aupres de profils deergat divers, et englobent différentes

étiologies [1, 2] :

- pathologiques (bactériennes, tumorales, kystiques...)

- traumatiques

- chirurgicales (résections apicales, avulsions aesdacluses)
- congeénitales

- physiologiques (résorption post-extractionnell@eséence des tissus)

Leurs conséquences peuvent étre multiples : engageadu pronostic vital dans les cas les plus
graves, déficit fonctionnel (expression orale, nicasibn, respiration...), déficit esthétique,
douleurs et traumatismes psycho-sociaux. Leur miseharge peut faire appel a différentes
spécialités, parfois regroupées en une équipedudaiplinaire : chirurgien maxillo-facial,

chirurgien plastique, chirurgien-dentiste, oncolegosychiatre, psychologue, orthophoniste...

La résorption osseuse des maxillaires est acconggadm son lot de difficultés lorsqu’il s'agit

de réhabilitation prothétique. Le défaut osseux pewpécher la pose d'implants du fait d'un
moindre volume osseux de support, et puisqu’il peaér une proximité accentuée avec des
obstacles anatomiques (nerfs, fosses nasales,) JiBlusEn outre, la résorption osseuse
centripete au maxillaire et centrifuge a la manikamene a un décalage des bases osseuses
maxillaires et mandibulaires qui rend la réhaliilita amovible plus complexe a mettre en

oeuvre [4].

Que ce soit en orthopédie ou en chirurgie dent&rgjeillissement de la population améne
inévitablement une réduction de la quantité etadgqualité du tissu osseux, et des handicaps
divers en découlent. L’amélioration des technigieséhabilitation bucco-dentaire a emmené
avec elle une amélioration parallele de technigleeséparation osseuse. L'objectif en est de
favoriser une néoformation osseuse. Ces technigaedeclinent en ['utilisation de greffes
(autogreffes, allogreffes, xénogreffes), de matsride substitution osseuse, ou bien par le biais
du développement de l'ingénierie tissulaire. Lexfgs et les matériaux de substitution osseuse
présentent toutefois des inconvénients mécaniquédsobogiques [5], et leur application peut
s’accompagner de complications non négligeableglédes, infections...) [6, 7].

La médecine regénérative et plus particulieremamgdnierie tissulaire sont deux grandes

voies visant le développement pour les technologigsliguées a la santé. La médecine
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régénérative est une stratégie thérapeutique eeoaceurs de développement, visant a réparer
une lésion ou un organe malade grace a des cebBoleshes qui vont se différencier pour
remplacer les tissus |ésés ou malades. Les patbslogseuses sont naturellement concernées
par le développement de la médecine régénératites. ieprésentent un réel probleme de santé
publique aujourd’hui puisques greffes osseuses sont les deuxiemes trandpbastde tissus

les plus fréquentes apres les transfusions sargjuidens le monde, ce sont plus de deux
millions de greffes osseuses qui sont réaliséegushannée [5, 8].

L’ingénierie tissulaire a été développée dans talbuégénérer partiellement ou completement
des tissus ou des organes abimés du corps hunotémment le tissu osseux, en implantant
un tissu ou un organe de remplacement au niveatisses endommagés. Cette stratégie n’est
applicable a I'heure actuelle que pour des lésdmetite taille, voire de taille moyenne

(jusqu’a 5 cm?). Les lésions plus étendues fonebapx matériaux de substitution osseuse, ou

méme a la prothese dans le cas de lésions éteaduksblation d’organe.

En premier lieu, il était donc nécessaire de deymdr des matériaux biocompatibles, c’est-a-
dire devant étre acceptés par I'organisme, nomgteed et ne provoguant aucune réaction
inflammatoire ou allergique. Ces matériaux biocotifyies devaient ensuite étre capables
d’interagir avec les cellules du patient au sitd’idgolantation du matériau afin d’en aider sa
fonction. La nécessité de développer des biomatépaur I'ingénierie tissulaire devenait alors

une évidence.

Mon travail de theése se positionne comme les peEsmtune solution technologique ayant pour
but la régénération osseuse. L'objectif de notewail vise I'optimisation d’'un implant
synthétique bioactif utilisable a I'avenir en ctioe pour des applications maxillo-faciales en
meédecine régénérative, pour des Iésions de patitesyennes tailles (jusqu’a 5cm?), cherchant
a éviter d’atteindre le stade ou l'utilisation debstituts osseux ou de protheses s’avere
indispensable. Parallelement a la régénératiorusssenon travail de these comporte des volets
complémentaires et nécessaires pour une valomsgithnologique de ces implants osseux
nanostructurés et pour une utilisation future eniguie : il s’agit d’abord de recherches
épidémiologiques visant a cerner plus précisémentcbmplications liées aux traitements
actuels des lésions osseuses afin de mieux pouvmallier. Il s’agit ensuite de recherches
portant sur la qualité de la mise en ceuvre daagsrments. Il faut en effet pouvoir les appliquer

dans les meilleures conditions d’hygiene possiltesj étant un pendant inévitable de leur
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succes. Il y a donc ici une exigence de qualitthrne dans tout domaine de soin. Enfin,
I'optimisation de ces technologies régénérativésésessairement accompagnée de réflexions
éthiques a mener afin d'une part de cadrer lesqouied, et d’autre part de s’assurer que leur

développement répond bien a un réel progres demérét du patient.

Ainsi, le premier chapitre portera sur I'état det’'des traitements des lésions osseuses maxillo-
faciales. Nous décrirons tout d’abord le tissu ogsesa biologie et ses mécanismes de
remodelage et de réparation. Nous nous intéressemsuite aux différents biomatériaux de
substitution osseuse (greffes, substituts natuoelssynthétiques) pour terminer par des

précisions concernant I'ingénierie tissulaire osseu

Le deuxiéme chapitre consistera en une recheradér@logique visant a mieux cerner les
complications liées a la greffe osseuse autoldgebnique majoritairement utilisée pour traiter
les lésions osseuses et qualifiée de « gold stdndaet a les comparer aux techniques

d’allogreffe ou a I'utilisation complémentaire d&B (Bone Morphogenetic Protein).

Le troisieme chapitre sera dédié a I'optimisatium implant synthétique bioactif utilisable a
'avenir en clinique pour des applications maxikeiales en médecine régénérative, et au
développement de stratégies régénératives pour@anter leur place rapidement au sein de
I'arsenal thérapeutique des soignants concernam¢s@ons osseuses.

Enfin, le quatrieme chapitre portera sur I'élabioratle protocoles d’entretien et d’évaluation

de la qualité microbiologique gu’offrent les équipents intervenant dans le traitement des
lésions osseuses maxillo-faciales. Nos recher@restsaxées sur les points critiques d’hygiene
constitués par le systéeme d’aspiration de l'unittdiee, I'eau circulant dans les canalisations
de celui-ci, ainsi que par le traitement des porsgrtuments dynamiques. Afin de compléter le

pan technique de I'optimisation des conditionsétristé microbiologique dans lesquelles sont
effectués les traitements des lésions osseuseatmrches se porteront enfin sur I'élaboration
et I'évaluation d’'une méthode éthique de motivaties personnels a I'application des mesures

d’hygiene.

Chacun de ces points sera observé sous une pérspéthique, afin d'en établir les
problématiques et de lancer une réflexion dirigéeces sujets.
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Chapitre 1
Etat de 'art
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Le tissu osseux

Le tissu osseux est le composant du squelette hu@aist un tissu conjonctif spécialisé avec
une matrice extra-cellulaire en grande majoritéag@nique qui a la capacité de se minéraliser,

ce qui la rend solide. Il présente 4 fonctions magse :

- Biomécanique : sa dureté et sa résistance permeitiatissu osseux de supporter de
fortes contraintes mécaniques lui conferent un délsoutien du corps et autorisent la
locomotion.

- Protectrice : le tissu osseux agit comme une barpgetégeant des organes vitaux tels
gue les poumons par I'intermédiaire de la cagesitique, ou le systéme nerveux central
via la boite cranienne.

- Meétabolique : constamment remanié, le tissu osBleeére et stocke en continu des sels
minéraux. Ceci assure un maintien de 'homéostaistsphocalcique, conjointement
avec les reins et l'intestin.

- Hématopoiétique : le tissu osseux est le siegehdenhtopoiése chez I'adulte qui se
déroule dans la moelle osseuse. Les cellules-seuwehka moelle hématopoiétique sont

a l'origine des 3 lignées de globules du sang Kéogiytes, leucocytes et plaguettes).

A. Anatomie du tissu osseux

Quatre variétés anatomiques d’os sont décrites :

- Les os longs composeés d’un fUt central appelé gspbt de deux extrémités appelées
epiphyses (par exemple 'lhumérus et le fémur).

- Les os courts (par exemple les carpes)

- Les os plats (par exemple I'os pariétal ou les datep)

- Les os irréguliers (par exemple le sphénoide ovdegbres)

Hormis au niveau de la zone articulaire, ces o$ entourés de périoste qui est composé de
deux couches : une externe et fibreuse qui esipast des nerfs et des vaisseaux ; une interne

ostéogene qui contient les cellules ostéoprogéadri Certaines fibres de collagéne de la
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couche externe (fibres de Sharpey) se regroupefaisaeaux et arriment le périoste a l'os. La

cavité interne est recouverte d’endoste renfer@amioelle osseuse [Afig. 1)

A I'age adulte, le tissu osseux le plus largemetrbuvé est le tissu lamellaire. Ce dernier est
organisé par des fibres de collagene prenant tadate lamelles, et est présent dans tous les

types anatomiques osseux décrits. L'architecturesgu osseux lamellaire se distingue en :

- Tissu osseux spongieux : son architecture forméevates espaces meédullaires,
inégaux et irréguliers, ressemble a la structutmel’éponge. Il est retrouvé dans les
épiphyses des os longs, ainsi qu'au centre (dileé)os plats, courts, et irreguliers. Il
constitue le corps des os maxillaires et de l'géahire. [9, 10]

- Tissu osseux compact (ou Haversien) : il doit som mux systéemes de Havers qui le
forment, unités cylindrigues osseuses hommeées asgsdns. Ce sont des cylindres
disposés parallelement les uns aux autres, de tte@0.1 & 1 mm et dont la longueur
ne dépasse pas 1 cm. Le canal de Havers travesspielostéon et contient les
capillaires sanguins et les fibres nerveuses. Beaux transversaux, dits de Volkmann,
effectuent une anastomose entre deux canaux dedtaMa surface, ce qui rend le tissu
osseux vascularisé et innerve, et permet I'appertndtriments et I'évacuation de
déchets métaboliques. Le tissu osseux compacegstivé dans la diaphyse des os
longs, et forme aussi la corticale de I'os basalmaxillaires. [9)fig.1)

L'os spongieux est moins résistant que I'os comgactontrainte a la rupture en compression
atteint 150 MPa pour ce dernier, alors qu'elle htgge de 1 a 7 MPa pour I'os spongieux. La
fraction minérale représente 70% du tissu osseagtatomposée par du phosphate de calcium
de structure apatitique. Les valeurs moyennesuedes en masse sont de 35.5% pour le
Calcium, et de 18.5% pour le Phosphore.

20



1. périoste est une membrane fibreuse qui recdesre
0s, a I'exception des articulations.

2. os compact, trés dense et uniforme, est composé
d'unité élémentaires cylindriques ou ostéongs,

constitués de lamelles juxtaposées comme dang
rouleau de papier.

3. 0s spongieux ressemble a une éponge aved

lamelles osseuses délimitant d’innombrables cavitgs

4. cartilage articulaire ou hyalin, qui recouves |

un

extrémités, apparait au microscope comme une gelée

rigide mais encore élastique.

5. moelle osseuse ou moelle rouge occupe toudes
cavités de I'os spongieux, produisant chaque j6&0r 1
a 150 milliards de globules rouges et 1 a 30 milka
de globules blancs.

D

6. moelle jaune, masse graisseuse qui occupeteec
de la diaphyse des os longs chez I'adulte.

Figure 1 :vue d’u

n 0s en coupe

(source : www.lecorpshumain.fr)

1) Les ostéoclastes

B. Cellules du tissu osseux et matrice extra-cellalair
Le tissu osseux est composé de plusieurs typeslaistls que sont les ostéoclastes,

ostéoblastes, les ostéocytes et les cellules biasiig.2).

phénomeéne de résorption de se poursuivre. Les psatkidéminéralisation seront dégrad
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les

lls sont responsables de la résorption osseussoi@ales cellules multinucléées dérivant de la
lignée hématopoiétique monocytaire, localiséesari@ce osseuse. Leur durée de vie moyenne
avant apoptose est de deux semaines, et leur dep@it atteindre 100 um. Afin d’amorcer

les lacunes de résorption osseuse (lacunes de wsls ostéoclastes se lient au tissu osseux

et secretent des enzymes protéolytiques et dessagid déminéralisent I'os et permettent au
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l'intérieur de la cellule par les lysosomes. Legeaidéchets sont relargués dans les vaisseaux

sanguins voisins [11, 12, 13].

2) Les ostéoblastes

Ce sont les cellules ostéoformatrices. Elles syistgt la matrice extra-cellulaire (MEC)
comportant des fibres de collagene sous forme deelles ostéoides, et contrblent sa
calcification qui a lieu une dizaine de jours plasi. Elles sécretent des facteurs de croissance
osseuse. Les ostéoblastes sont des cellules mdééesicde 20 um de diamétre, de forme
cubique, provenant de la différenciation des cefitdtromales de la moelle osseuse. lIs sont
groupés en un tapis de cellules, le long du tisseax prééxistant. Les ostéoblastes sont amenés
a se transformer en ostéocytes ou en cellules armgse la sécrétion et la minéralisation de

la MEC se poursuivent. Certains meurent par aped®slo, 14, 15]

3) Les ostéocytes

Certains ostéoblastes, enfermés dans une cavpiélégpostéoplate) au sein de la matrice qu'ils
ont synthétisée, se différencient en ostéocytdisies fusiformes avec une structure en étoile.

Les prolongements canaliculaires qui forment lesbines de cette étoile permet de relier les
ostéocytes entre eux ainsi qu'aux cellules en sarfaellules bordantes et ostéoblastes). Les
prolongements cellulaires sont en contact avecvéésseaux sanguins avoisinants, ce qui

permet un apport de nutriments aux cellules. Le dék ostéocytes est de participer au maintien
des propriétés homéostatiques du tissu osseux w@mtde métabolisme phosphocalcique. lls

assurent aussi le renouvellement et la maintende¢e MEC [9, 12].

4) Les cellules bordantes
Ce sont des ostéoblastes de forme allongée quit plus d’activité métabolique. Elles
recouvrent la plupart des surfaces osseuses diettiguedulte lorsqu’aucun remaniement n’est
actif. Elles n’ont pas d’activité de synthése np@sivent étre réactivées en ostéoblastes actifs
en cas de stimulation. Elles communiquent entresedit avec les ostéocytes grace a des

jonctions communicantes (gap junctions) [9, 12, 16]
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components of matrix produce osteoblasts enzymes to dissolve bone

matrix

Figure 2 : les cellules du tissu osseux

(source : www.studyblue.com)

5) La matrice extra-cellulaire (MEC)
C’est une structure dure, minéralisée et extraleéttl qui entoure les ostéocytes. Elle est
composée d’'une phase organique conférant a I'obesdilité, d’'une phase minérale lui
conférant sa dureté, et d’eau. Sa trame est nmajerent collagénique, et sur cette trame se
déposent les minéraux inorganiques : phosphataldeim sous forme d’hydroxyapatite et de

carbonate de calcium.

Le tissu ostéoide ou matrice organique est comp@886 de fibres de collagéne de type I, qui
est une glycoprotéine. Ces fibres ont un réle deisio, autorisent leur minéralisation, et sont
orientées selon des trajets hélicoidaux dans #osllaire. Les 10% restants sont composes
d’'une partie minoritaire de collagéne de typerthis surtout des glycoprotéines structurelles

non collagéniques, comme :

- les protéoglycanes : tres hydrophiles, ils confegelfos des propriétés viscoélastiques
et peuvent avoir un réle structural d’organisaties fibres de collagéene.

- l'ostéocalcine : synthétisée par les ostéoblastksest une protéine-marqueur de ceux-
ci. Elle intervient dans le renouvellement osseiad activation des ostéoblastes.

- l'ostéonectine : protéine non collagénique la pmandue dans I'os apres le collagene,
elle favorise la minéralisation du tissu en setlala fois aux fibres de collagéne et aux

cristaux d’hydroxyapatite.
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- l'ostéopontine : elle permet aux ostéoclastes degtha la matrice, et a donc un role

primordial dans le phénomeéne de résorption osseuse.

La phase minérale est composée en tres grande gmati du calcium et du phosphore,
principalement sous forme d’hydroxyapatiteifRCu)s(OH)2, cristaux prenant la forme de

plaques hexagonales.

6) Les facteurs de croissance
Sécrétés par les ostéoblastes et stockés dansrleamsseuse, leur relargage pendant la phase
de résorption stimule la production osseuse ersagissur la prolifération des cellules et leur
différenciation. Ce sont des peptides naturelsaigspmoléculaire peu élevé (6 a 30 kDa) qui
se fixent sur des récepteurs spécifiques situés léarcellules-cibles. Leur mode de diffusion
est majoritairement autocrine (ils se lient aux ragértypes cellulaires qui les sécrétent) ou
paracrine (ils se lient a des récepteurs de typhlslaires différents situés au voisinage) [17,

18]. Parmi ces facteurs de croissance, on retrouve

- Le PDGF (platelet derived growth factor) : il a effiet mitogene sur les ostéoblastes
mais inhibe la synthése de collagéne et accéleréskarption osseuse [19, 20]. Des
études ont montré que le PDGF et I'lGF 1 ont urimacsymbiotique et favorisent la

formation et la prolifération osseuse [21].

- L'IGF (insulin-like growth factor) : sécrétés paslostéoblastes, IGF 1 et IGF 2 activent
la prolifération des ostéoblastes, ce qui a podwrdaccroitre la masse osseuse et la
production de collagene [20, 22]. IGF 1 est maganéiment retrouvé au niveau des sites
de fractures tandis que IGF 2 est présent en aboed#ans la matrice osseuse. IGF 1
inhibe la dégradation du collagene en inhibantdiession de la collagénase par les
ostéoblastes.

- Le TGF$ (transforming growth factor) : il active la cidgation osseuse en favorisant

la synthése de collagene. C’est un régulateur majeula réplication et de la
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différentiation cellulaire. Il peut aussi ralenta résorption osseuse en inhibant la

différentiation ostéoclastique [23].

Les BMP (bone morphogenetic proteins) : ce sontfdeteurs de croissance ostéo-
inducteurs produits notamment par les ostéobla$egppartiennent a la superfamille
des TGFB, et interviennent dans la réparation du tissuwsselulte. lls favorisent la
différentiation des cellules souches mésenchymaseeispeuvent a ce titre induire une
néo-formation osseuse en un site non osseux (appeléctopique). Les BMP jouent
un role dans le recrutement des cellules ostéopitnigés au niveau des sites de
formation osseuse. Les BMP-2, 6 et 9 favorisemlifférentiation des progéniteurs en
préostéoblastes, tandis que les BMP-4 et 7 actiaetitférentiation des préostéoblastes
en ostéoblastes. Le génie génétique a permis dbéiger des BMP recombinantes
(rhBMP-2 et rhBMP-7), qui peuvent étre produites ggande quantité [24]. Cette
production par voie chimique limite alors les risgue contaminations. Ces deux BMP
recombinantes (rhBMP-2 et 7) sont autorisées parF¥A (Food and Drug

Administration) pour des applications clinigueszhkomme [13, 25].

Les FGF (fibroblast growth factor): ils favorisefd synthése des protéines
collagéniques et non collagéniques. Synthétiséanmoient par les ostéoblastes et les
cellules endothéliales, ils régulent l'activité destéoclastes par l'intermédiaire de
I'ostéocalcine. FGF-1 posséde une action angiogénigt stimule la formation de
vaisseaux sanguins [26], alors que FGF-2 est usspnt facteur de cicatrisation
osseuse. Leur action semble étre dépendante dectmifs tels que les IGF ou TGF-
[20].
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C.

1)

Remodelage osseux et cicatrisation osseuse

Remodelage osseux

Le tissu osseux est un tissu dynamique en remaniecomstant. Ceci permet a la fois de

préserver les propriétés biomécaniques de I'odea€guler I'hnoméostasie phosphocalcique.

Un cycle de remodelage osseux dure entre 6 et 8 @dsie déroule en 6 étapes [@if. 3) :

a)

b)

d)

La phase d’activation

Elle correspond au recrutement des ostéoclastesemaat de la prolifération des
cellules précurseurs, et a I'activation des cefliderdantes. Ces dernieres, recouvrant
la surface de I'os, empéchant les ostéoclastes@d®e a la MEC. Leur activation par
des facteurs ostéorésorbants tels que la vitam@reoDt provoquer leur rétractation et

'adhésion des ostéoclastes a la MEC.

La phase de résorption

Elle correspond a I'activité des ostéoclastes et de 20 a 30 jours. La premiére étape
se traduit par la dissolution de la phase minéékide d’acides, créant ainsi une lacune
appelée lacune de Howship. La seconde étapedssgtadation de la matrice organique

par des enzymes protéolytiques.

La phase d’inversion

C’est la transition entre la résorption ostéoctpstiet I'apposition ostéoblastique. Les
ostéoclastes se détachent de la paroi, remplacéepanacrophages qui permettent de
lisser les bords de la lacune. Au fond de celleHog ligne cémentante apparait (matrice

tres minéralisée), témoin de l'activité de résanptijui vient de s’achever.

La phase de formation
Elle dure environ 5 mois. Pendant cette phase;diisles progénitrices recouvrant la
lacune se différencient en ostéoblastes qui sys#rét une nouvelle MEC non

minéralisée appelée tissu ostéoide.

La phase de minéralisation
Elle se déroule suite au recrutement de calciute ehosphate afin de créer des cristaux
d’hydroxyapatite. Les ostéoblastes secrétent degwés matricielles, réservoirs de
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calcium et de phosphate, ainsi que de phosphalealea. C’est une enzyme qui va
pouvoir libérer les ions phosphates. Ceux-ci voet l@r aux ions calcium
extracellulaires recrutés par I'ostéocalcine, stdestaux d’hydroxyapatite ainsi créés

minéralisent le tissu ostéoide en colonisant Ipa@ss interfibrillaires.

f) La phase de quiescence
Durant cette phase, certains ostéoblastes sedraresit en cellules bordantes, d’autres
meurent par apoptose. Les cellules bordantes fdraders a nouveau une couche a la

surface du tissu osseux qui empéche les ostexxkdisiecéder a la MEC.

Quiescence
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Figure 3 : le cycle de remodelage osseux

(source : Bonjour JP et al., 2014)
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2) Cicatrisation osseuse
Suite a une fracture osseuse, un phénomene physjoéode cicatrisation osseuse intervient
pour réparer I'os. Dans un premier temps, un hémeatapparait au site de la fracture,
accompagné d’une réaction inflammatoire localenAfiéliminer les débris présents dans le
tissu osseux, des macrophages et des ostéoclastesétire recrutés via la sécrétion
d’interleukines et de Tumor Necrosis FaaidiTNFo) [28].

Des facteurs de croissance (PDGF, IGF, FGF, B@EBMP) sécrétés par les plaquettes jouent
un réle de recrutement et de différentiation déuted souches mésenchymateuses [29], et des
fibroblastes, chondroblastes et préostéoblastes atms coloniser 'hématome pour le
remplacer par un cal fibro-cartilagineux. Celuiest petit a petit remplacé par un cal d’'os
spongieux et du tissu ostéoide est créé avantediginéralisé. L'architecture histologique
initiale de I'os sera retrouvée suite a un phénan@ogressif de remodelage osseux, selon les

charges et les contraintes qui lui seront applig(i2@). (fig.4)

Hematoma

External Beny

callus callus of
spongy
bone
Internal
callus
(fibrous :,"r‘"a:e"
tissue and aEIe
cartilage)
trabeculae |
(1) Hematoma (2) Fibrocartilaginous (3) Bony callus (@) Bone remodeling

formation callus formation formation

Copynght © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Banjamin Cummings

Figure 4 : la cicatrisation osseuse

(source : Benjamin Cummings, Pearson Education 2004)
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. Greffes et biomatériaux de substitution osseuse

A. Historique et définitions

L’idée de remplacer du tissu 0sseux manquant&saticienne, et on en retrouve les premieres
traces dans les civilisations eégyptiennes et po&gbiennes de plusieurs siecles avant Jésus-
Christ. Du bois ou de I'ivoire sont alors princigaient utilisés. Ce n’est qu’au XVTEsiécle

gue la premiére greffe réussie est documentée hlrargien hollandais Job Van Meek’ren
parvient & combler une perte de tissu osseux g¢r@eiehez un soldat a I'aide d’'un greffon
d’origine animale (xénogreffe), un chien, en 1868 greffon doit toutefois étre retiré sous les
injonctions de I'Eglise. Le premier succes de gref$seuse autologue documenté date lui de
1810, réalisé par Van Merren a Amsterdam. Des 'adlegreffes osseuses sont aussi rapportés
depuis la fin du XIX™® siécle. C’est dans ce méme siécle que des matédiatigine non
osseuse sont a nouveau utilisés : c’est le retolods et de I'ivoire avec des résultats trés peu
convaincants. En 1892, Dreesman utilise du Pl@reatis (sulfate de calcium) et rencontre un

succes thérapeutique.

L'utilisation de matériaux autres que les autogre#t allogreffes ne s’est toutefois développé

réellement que depuis moins d’un demi-siécle. [30]

1) Développement des biomatériaux de substitutionusgese
Une définition des biomatériaux a été proposéed& lors de la conférence de Chester de la
Société Européenne des Biomatériaux. Ce sont «dé&&riaux non vivants, utilisés dans un
appareil médical et congus pour interagir avecsgeemes biologiques, qu’ils participent a la
constitution d’'un dispositif a visée diagnostique @ celle d’'un substitut de tissu ou d'un
organe, ou encore a celle d’'un dispositif de sugmé fonctionnelle ». Les matériaux utilisés
comme substitut osseux seront des matériaux ingidee. Ceci suggere naturellement une
biocompatibilité de ceux-ci, c’est-a-dire que labstituts osseux ne doivent pas provoquer de
réaction inflammatoire, ni allergique, ni toxiqan 2007, 'association pour I'étude des greffes
et substituts tissulaires orthopédiques de I'appbéeomoteur (GESTO) propose pour les
substituts osseux la définition suivante : « towntatériau d’origine humaine, animale,
végétale ou synthétique, destiné a I'implantatibezc’homme, dans la perspective d’'une

reconstitution du stock osseux, et par le renfosrdrd’'une structure osseuse ou le comblement
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d’'une perte de substance osseuse d’origine tragogatu orthopédique ». Les biomatériaux

utilisés comme substituts osseux ont été dévelogmémologiguement en trois générations :

a)

b)

La premiére générations’est dessinée dans les années 1960 et correapoes!

matériaux bio-inertes destinés a une implantatiermpnente. Le défi de ces
matériaux est de réduire la réponse biologiquedentact. On s’intéresse ensuite
principalement a leurs propriétés mécaniques, guietht étre proches de celles du
tissu a remplacer. L'interface biomatériau/tissureerialise par une fine capsule
fibreuse acellulaire : I'implant n’est donc pas @adnt [31]. On peut citer comme

exemple les prothéses de hanches réalisées emal(4hiOs) ou en zircone (Zrg).

La deuxieme générations’est exprimée dans les années 1980. Les biormaxéri
peuvent alors agir positivement avec le tissu emviant, suite aux recherches sur
l'interface biomatériau/tissu. Ce sont des biomatér actifs qui intégrent le
matériau au tissu nouvellement formé [32]. L’hydrapatite par exemple s’intégre
parfaitement dans un environnement osseux. Elleakkss combinée comme
revétement aux parties métalliques des prothésexlfles, genoux) par projection
plasma sur la surface métallique. La surface olgehiologiguement active, est

microporeuse et favorise la repousse osseuse.

Les biomatériaux de premiére et deuxieme génératiohutilisés comme implants
stables. L'utilisation de matériaux biodégradaldesene awbiomatériaux de

troisieme génération La biodégradation est un processus de dégradatas

I'action d’enzymes, de bactéries ou par hydrolya3j.[Ces matériaux de troisieme
génération sont bioactifs, biodégradables, voillelegisés. lls sont parfois qualifiés
de biomatériaux « vivants ». Le défi de leur déppement n’est plus de combler
les défauts osseux, mais d’amener le tissu a seéégr [34]. lls correspondent donc

a des supports bioactifs visant a favoriser laméggion tissulaire propre de I'h6te.

2) Caractéristiques des biomatériaux de substitutssewse

Les biomatériaux de substitution osseuse, avec bgsompatibilité, devraient présenter

plusieurs caractéristiques pour étre idéaux. Gellesnt :(fig.5)
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b)

d)

La biocompatibilité : c’est la tolérance et I'innoi® du matériau et de ses produits de
dégradation au sein de milieu biologique receviwg’agit du contréle des effets du
matériau sur I'héte, et de I'hdte sur le matériabisn qu’aucun des deux n’ait d’effet

délétére (toxicite, cancerogeénicité, allergie, hgpasibilité...) sur l'autre [35, 36].

La porosité : c’est I'existence de volumes videsrddiere au sein du biomatériau. Ces
pores permettent a la fois la circulation de flgithologiques et les échanges ioniques,

ainsi que I'envahissement cellulaire et vasculaéeessaire a I'ostéoconduction.

L'ostéoconduction : c’est la capacité passive damaitériau a favoriser la croissance
osseuse par une invasion cellulaire des ostéoblakiesite receveur, ainsi que le
développement d’'un réseau vasculaire. Cette crassastéoide est donc centripéte,
depuis les berges du site receveur vers le ccelimgdant, et sera ensuite remplacée

par de I'os mature [37].

L’ostéoinduction : c’est la capacité active du baiériau a induire une différenciation
des cellules mésenchymateuses pluripotentes eabtetées, a I'aide de facteurs de
croissance appropriés (les BMP par exemple). Urémaat ostéoinducteur est donc

capable d’étre a I'origine d’'une néoformation osgedians une zone ectopique [37, 38].

La résorbabilité : c’est I'effet de la dissolutiate la phagocytose, et de la résorption
par les cellules ostéoclastiques. La résorbalititéirelle, ou biodégradabilité, évite au
matériau de constituer un corps étranger au longegeet permet au tissu osseux
physiologique de le remplacer progressivement. dsonption ne doit pas étre trop
rapide pour que le matériau continue de servirugmpart le temps de la croissance
osseuse, ni trop lente pour pouvoir disparaiti@eatent lors de I'organisation osseuse

mature.

L’état stérile : le matériau doit soit présenteratat stérile lors de son développement
et une manipulation pouvant le préserver de toutéaenination extemporanée, soit étre
traitable pour qu’il retrouve un état stérile avatilisation. Ceci garantit grandement la

sécurité de son utilisation aupres des patients.
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g) La malléabilité : elle permet la manipulation aisée biomatériau et sa bonne
adéquation avec les particularités anatomiquesitdureceveur, notamment pour les

Iésions cavitaires.

h) La résistance mécanique : utilisé dans des zonesodfaintes ou de charge, le
biomatériau doit pouvoir garantir une résistancecané&ue et une stabilité
dimensionnelle qui assurent sa bonne tenue daésidan, plus particulierement encore
dans les premieres semaines aprés l'interventiette Gésistance et cette stabilité se

font aussi a I'égard des tissus mous avoisinaarsygs d’une cicatrisation de qualité.

i) La disponibilité a colt raisonnable : c’est uneacédristique importante afin de pouvoir
proposer les meilleurs traitements au plus granthbme de patients. Cette notion

d’économie de la santé rencontre le principe maedlutilitarisme.

Structure 3D Production sous différentes formes et taille Biocompatibilité
(favorable a I'adhésion, et idéalementinjectable pour la chirurgie (absence de réaction
prolifération et mini-invasive inflammatoire ou
différenciation) v immunitaire)
L = “
=l bl
- A s 4
- o ” ;
QIR a
Biosécurité s D \‘ Biodégradabilité

d’infection) cinétique de formation)

() ;J \
Porosité

(réduire les risques =~ ———> Q\Q KN ) “’ )) €< (compatible a la
\ - :

i (pour favoriser la
Résistance aux migration cellulaire, la
contraintes . . i iffusion des molécules

. & Bonne interface aux tissus environnants hitusio . Y

mecaniques et des nutriments)

Figure 5 : caractéristiques du biomatériau de substitution osseuse idéal

(source : www.inserm.fr)
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B. Greffes

Trois techniques principales de greffe peuvent étilesées : I'autogreffe, I'allogreffe et la
xénogreffe. Il en existe une quatrieme, I'isogretfai consiste en un greffon prélevé sur un
individu différent de l'individu receveur, mais améme patrimoine génétique. Cette greffe est
réalisable entre des jumeaux homozygotes, et eitpiare en pratiquéig. 6). Parfois, des
techniques mixtes sont utilisées afin de gagnevatumme du greffon : on peut par exemple

associer du matériel xénogeénique a de I'os autogene

autograft g
from one part

between
of the body genetically
to another <:| identical
(e.g. trunk ) individuals
to arm) \ﬂ} | (e.g.
monozygotic
twins, or
within an
inbred strain)

isograft

allograft % xenograft
between between
different members of
members different
of thsepseirgi ) specie.s
e.g. pi
(e.g. Mr Smith {o guﬁwgﬂ)
to Mr Jones)

Figure 6 : différentes techniques de greffe

(source : www.clinicalgate.com)

1) Autogreffe
L’'autogreffe est considérée comme le « gold stahelade la substitution osseuse [5, 39]. Elle
consiste en un greffon osseux prélevé sur le madieidu que le receveur, souvent au site de
la créte iliaque, mais aussi a la fibula, au mengox cotes ou a la mandibule. Le tissu osseux
récolté peut aussi I'étre par un systeme d'aléskmgs le canal intramédullaire des os longs
suivi d’'une aspiration (systeme RIA pour Reamdgétor/Aspirator), mais ne présente alors
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plus de fonction de support mécanique. L'autogrgffésente toutes les caractéristiques

biologiques et mécaniques requises, mais présemtefdis quelques inconvénients.

a) Avantages :
0 Immuno-compatibilité et élimination du risque dentamination (hors faute
d’asepsie)
o Ostéoconduction, via la trame collagénique
o Ostéoinduction, via la présence de protéines dedias de croissance de la
matrice osseuse
o Potentiel ostéogénique via la présence directeli@des osseuses différenciées
0 Bonnes propriétés mécaniques (sauf en cas d’obtepér alésage)
b) Inconvénients :
0 Présence d’un site opératoire donneur secondaire
o Complications et morbidité liées a ce second spératoire (douleurs post-
opératoires, douleurs chroniques, infections, blessneurovasculaires...)
o Temps opératoire plus long

o Limitation de la disponibilité de I'os pour les paits agés et les enfants

2) Allogreffe

Elle consiste en un greffon provenant d’un autdividu que le receveur, mais de la méme
espéece que ce dernier. L'os est généralement gréiavs les 24h aprés le décés de l'individu
donneur et conservé dans des banques d’os. Natuegit, un risque d’infection n’est pas a
écarter. Si de trés rares cas documentés de trsgiemidu VIH (2 cas depuis 1989 pour un
risque de 1 sur 1.6 millions) [40, 41] ou des vides’hépatite B ou C (respectivement 1 cas et
2 cas depuis 1989) existent [5, 40], des cas dsrrssions d’autres virus ne sont certainement
pas a écarter [40, 42]. Afin de minimiser ces resjue protocole de préparation comprend
différentes précautions telles que I'exclusion desneurs appartenant a des groupes a risque,
des cultures sanguines, des sérologies VIH, hépatit syphilis, ou I'histopathologie du tissu
donneur. L’'os subit ensuite des traitements de Hyigation ou de congélation : il est
déshydraté, lavé a I'éthanol et congelé a treselta@sspérature. Un rayonnement gamma assure
sa stérilité. Ces techniques détruisent la totdi® cellules vivantes du greffon et suppriment
son potentiel antigénique, mais en contrepartesdilli 6tent son potentiel ostéoinducteur en

éliminant les BMP, et altérent ses propriétés miécees.
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a) Avantages :
o Ostéoconduction
o Quantité importante disponible en une seule fois
b) Inconvénients :
0 Neécessite un donneur ou une banque d’os
o Non ostéoinducteur
o Effets déléteres des traitements du greffon sumplestines osseuses et les
propriétés mécaniques du greffon
o0 Risque infectieux potentiel

o Co0t des procédures de traitement

3) Xénogreffe

Elle consiste en un greffon provenant d’'une awtpeee que celle de I'individu receveur (boeuf,
porc, corail...). Les techniques de préparation deans permettent d’éliminer la composante
organique du tissu et de ne conserver que la tramérale. La déprotéinisation supprime les
protéines des xénogreffes, et par la tout leur e ostéoinducteur. La stérilisation est
obtenue par rayonnement gametde risque infectieux est alors considéré comentdd [43],
méme si des préoccupations existent quant au reguensmission de zoonoses de I'animal
vers I'humain telles que 'ESB (encéphalopatie gpimnme bovine) ou le PERV (rétrovirus

endogene porcin) [5].

a) Avantages :
o Ostéoconduction
o Grande disponibilité
o Codt moindre
o Bons résultats en chirurgie dentaire
b) Inconvénients :
o Non ostéoinducteur
o0 Risque potentiel de zoonoses
0 Résultats peu encourageants en orthopédie
0

Probables problemes d’acceptation par les patients
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C. Biomatériaux de substitution osseuse dérivés diodyot biologique (décellularisé)

1) Matrice osseuse déminéralisée (DBM)
Comme son nom lindique, elle correspond a la roatmsseuse déminéralisée avec un
pourcentage résiduel de calcium inférieur a 5%. matrice collagénique mime alors
I'architecture tridimensionnelle de I'os et agitnmme un support pour la colonisation, la

croissance, et la différenciation cellulaires, aiuee pour le développement vasculaire.

a) Avantages:
o Ostéoconduction
o Présence de facteurs de croissance (IGF, TGF, EBMR)
b) Inconvénients :
o Non ostéoinducteur
o0 Peu de disponibilité
o Grande variabilité du contenu en BMP [44]
o Trés mauvaise résistance mécanique. Nécessité diaseciation avec un
support, ou utilisation en comblement de défautsraires uniqguement

o Peu d’études significatives sur leur utilisationled45]

2) Platelet rich plasma (PRP)
Partant de la richesse de facteurs de croissamteres dans les plaguettes (PDGF, IGF et
TGF notamment), le PRP est obtenu par centrifugatiosang autologue et déposé ou injecté

au niveau de la blessure osseuse.

a) Avantages :
0 Acquisition facile
o Biomatériau autologue, pas de risque immunogéne
o0 Présence de facteurs de croissance
b) Inconvénients :
o Ni ostéoconducteur, ni ostéoinducteur
0 Aucune résistance mécanique
o Utilisé seulement en association avec d’autresiigoles
0 Résultats cliniques peu convaincants [46], pouétr® expliqués par un effet
paradoxal d’inhibition des BMP-2 a haute concerdraj47]
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3) Bone Morphogenetic Protein (BMP)
Ce sont des facteurs de croissance décrits au) IqRu6favorisent une différenciation des
cellules mésenchymateuses pluripotentes en cetistésgéniques, et stimulent I'angiogenése.
Les BMP-2 et 7 sont autorisées par la FDA, maigeilsiste des zones d’'ombres sur leur

utilisation dues a la variabilité de la dose néasspatient- et site-dépendante.

a) Avantages :
o Différenciation des cellules en cellules ostéogéed
o Stimulation de I'angiogenese
b) Inconvénients :
0 Aucune résistance mécanique
o Utilisé seulement en association avec d’autresnigoles (par exemple un
support de collagene)
o Colt éleve

o Effets adverses possibles liés au dosage

4) Substituts composites collagene-hydroxyapatite
Ces deux composants importants de la matrice asgeugnt ensemble un réle dans la
différenciation ostéoblastique et accélerent 'ogaehese [5]. La mimétique structurelle du

biomatériau est un avantage certain pour son kugport de la croissance osseuse.

a) Avantages :
o Ostéoconduction
o Adhésion au rebord osseux
0 Résorption lente
0 Peut servir de support a I'ingénierie tissulaire
o Ductile, mise en place aisée
b) Inconvénients :
o0 Non ostéoinducteur
o0 Propriétés mécaniques limitées
o Comportement a long terme a valider par des étcid@gues supplémentaires

[5]
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D. Biomatériaux de substitution osseuse synthétiques

1) Sulfate de calcium (dit platre de Paris)
Utilisé historiquement depuis trés longtemps, ist’ vraiment introduit dans la pratique
clinique en tant que substitut osseux qu’en 19%2 &eltier [49]. Il a d’abord montré de bons
résultats chez I'animal (souris, mouton, et ch[&0) 51] grace a la croissance vasculaire qu'il
permet liée a sa résorption. Cette derniere egtftma trop rapide et les fluides trop riches en

calcium gu’elle génére sont propices a des réaziiftammatoires.

a) Avantages :
0 Reésorption complete
o Codttres faible
o Malléabilité
b) Inconvénients :
o Ni ostéoconducteur, ni ostéoinducteur
0 Résorption trop rapide pour servir de support tmwtlong du processus de
formation du tissu osseux
0 Réaction inflammatoire de I'hGte

0 Résultats peu probants [52]

2) Ciments de phosphate de calcium
Ces substituts osseux synthétiques ont été invemtés986 par Chow et Brown [53]. lIs
consistent en une pate applicable dans le défaatigsLa péate durcit en 20 minutes et crée des

nano-cristaux d’hydroxyapatite de facon isotherraigtia pH physiologique.

a) Avantages :
o Ostéoconducteur
0 Reésorption lente et complete
o Malléabilité
o Faible codt
b) Inconvénients :
o Friabilité

0 Mauvaise résistance mécanique
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3) Céramiques (hydroxyapatite et phosphate tricalc{gife+r TCP))
Les substituts osseux céramiques sont généralaimemielange d’'HA et de TCP. L'HA est
maintenue dans les tissus pendant une périod@histongue que le TCP qui est généralement
résorbé en 6 semaines. L'HA apporte un soutien nmiéga tandis que la résorption du TCP

augmente la macroporosité initiale, permettanbtenfition osseuse au sein du biomatériau.

a) Avantages:
o Ostéoconduction
o Formes commerciales permettant différentes appitat (blocs, granules,
forme injectable)
0 Réduction du temps opératoire et des complicatimss-opératoires [53]
b) Inconvénients :

0 Résistance mécanique limitée et variable selorcdesentrations en HA et en

TCP

4) Bioverres
Ce sont des silicates couplés a du sodium, du gatasou du lithium, qui peuvent étre
résorbables ou non. Une fois en place, en plused@&téoconducteurs, ils créent une barriere

physico-chimique retardant la migration des ceflidpithéliales.

a) Avantages:
o Ostéoconductivité
o Retard de la migration épithéliale
0 Reésorbabilité possible
b) Inconvénients :
0 Résistance mécanique limitée

5) Substituts a base de polymeres
Bien qu’il existe des polymeres naturels tels quedllagene, il sera question ici de polymeres
synthétiques. lls peuvent étre entierement réstebadh permettent donc a I'os de remplacer a
terme l'intégralité de leur volume (par exemplagitde polylactique PLA). Utilisés initialement

comme extenseurs de greffe, des recherches sometlantent menées sur les substituts osseux
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polymériques synthétiques notamment dans le caglténgénierie tissulaire. Des polyesters
comme le poly-caprolactone (PCL) par exemple peuvent étre stisigen mimant la matrice
collagénique, c'est-a-dire en présentant une piragructurelle. lls ont I'avantage d'étre
progressivement résorbables et de pouvoir servirsdpgport a lingénierie tissulaire

(fonctionnalisation par des molécules diversesemescement cellulaire possible).

a) Avantages :
o0 Reésorption progressive
o0 Selon les développements de I'ingénierie tissulgiossible ostéoconductivité
et ostoéinductivité
o Propriétés mécaniques meilleures par rapport alyxr@wes naturels
b) Inconvénients :
0 Résistance mécanique limitée

0 Matériaux et optimisations en cours de développémen

Les biomatériaux de premiere et de deuxiéme gaograé peuvent pas prétendre a avoir les
mémes caractéristiques que le tissu a remplacieyredurée de vie ne dépasse souvent pas 20
ans, ce qui nécessite une réintervention chirulei¢24]. Les allogreffes nécessitent des
préparations plus longues et plus colteuses, i paws les types de greffes et de biomatériaux
de substitution osseuse, on remarque que seuleelfe gautogene présente toutes les
caractéristiques biologiques et mécaniques requses étre idéale, ce qui justifie sa
caractérisation de « gold standard ». Elle n’agtiois pas sans inconvénients non plus, ce qui
amene les biomatériaux de troisieme génératiofingighierie tissulaire sur le devant de la
scene. Leur développement améene de grands esp@ing g la qualité des traitements des
défauts osseux, surtout parce ce que leur objeest pas de remplacer I'os, mais de favoriser

sa régénération.
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[l L’ingénierie tissulaire osseuse

A. Définitions et principes

L’ingénierie tissulaire a pour objectif de restaurmaintenir, et améliorer les fonctions

tissulaires endommagées par des traumatismes omaleslies en développant un substitut
biologique [54]. Elle est a la croisée des chendasla biotechnologie, de la science des
matériaux, de la biologie cellulaire et moléculade l'ingénierie, et est développée pour le

domaine de la médecine et de la chirurgie.

L’ingénierie tissulaire osseuse consiste a formetigbu osseux en utilisant conjointement un
biomatériau biodégradable vecteur de facteurs aissance ou de molécules bioactives et/ou
de cellules a potentiel ostéogénique. Les cellesent étre autologues ou allogéniques, mais
ces derniéres présentent des risques infectieuxnetunitaires. Les cellules sont donc
généralement prélevées sur le patient, et ensee®soé un support biodégradable muni des
facteurs bioactifs voués a favoriser la croissameseuse. Ce support (appelé scaffold, pour
« eéchafaudage » en anglais) doit respecter lestéaistiques des biomatériaux visant a le
rendre capable de guider la croissance et I'org#inis cellulaires, de favoriser I'apport de
nutriments et I'élimination des déchets, et de mttra la vascularisation et I'innervation si
nécessaire. La culture des cellules est effectieendniére extracorporelle, et une fois
différenciées et aptes a synthétiser du tissu asseulio-implant est implanté dans la lésion

osseuse, et il se dégrade au fur et a mesure qé®lissu se forme [5%ig. 7).

Ce principe est valable pour d’autres tissus quis$e osseux, comme par exemple la peau, le

cartilage, la cornée, ou le foie.
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(source :

Figure 7 : principe de I'ingénierie tissulaire

a. Bliiterswijk & De Boer, Tissue Engineering, Academic Press 2014

b. www.reborne.org/introduction.html )

Selon Giannoudis et al. [56], plusieurs facteufsi@mt sur la régénération osseuse. lls sont

représentés dans le « diamond concg(ffig»8), et le choix du scaffold ainsi que des cellules
et des molécules bioactives qui lui seront adjsistdoit d’en tenir compte.
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Figure 8 : le « diamond concept »
(source :

Jahan K, Tabrizian M. Composite biopolymers for bone
regeneration enhancement in bony defects. Biomater Sci 2016 4(1):25-39
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B. Développement de scaffolds par électrospinning

Plusieurs points apparaissent critiques dans leeldgpement des scaffolds. lls doivent
présenter plusieurs qualités pour étre utilisésirggénierie tissulaire osseuse. Il s’agit

notamment de :

- biocompatibilité et biodégradabilité

- propriétés mécaniques propres a supporter la méaf@n du tissu osseux

- structure permettant 'adhésion et la prolifératwetiulaire

- pores intrinséques interconnectés pour 'acheminémes nutriments et des déchets
ainsi que pour le développement vasculaire. En,esié@s vascularisation jusqu’au cceur
de Implant, les cellules qui s’y trouvent @tfortiori le tissu néoformé sont amenés a
se nécroser.

- libération de molécules bioactives de fagcon coaedl

Il existe différentes techniques de fabrication staffolds poreux, telles que I'émulsion
lyophilisée ou la modélisation par dépét de fifesion (fused-deposition modeling, ou FDM),
mais seule la technique de I'électrospinning (atlegtrofillage ») parvient a fabriquer des
membranes nanofibreuses et microporeuses a panpolgmeéeres biodégradables.

1) Définition
Ce procédé « d’électrofillage » utilise les foradsctriques pour créer des nanofibres de
polymeres microporeuses, qui se structurent en meemab. Les fibres obtenues ont un diamétre
de I'ordre de quelques dizaines de nanometres lgupgemicromeétres. Ces fibres vont mimer
la matrice collagénique du tissu osseux avec sessprendant I'adhésion cellulaire favorable,
ainsi que les échanges au sein du scaffold etdsilgité d’'une vascularisation. Il existe plus
d’'une centaine de polyméres que I'on peut élecinosp, et le procédé permet de déterminer

I'architecture fibreuse souhaitée : fibres alignéeslésordonnées.
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2) Procédé
Le dispositif se compose de plusieurs éléemgigs9) :

- Une seringue contenant le polymere sous sa forquedeé ou fondu, associé a un
pousse-seringue automatisé

- Une aiguille conductrice associée a la seringueeliée par un tuyau

- Une alimentation haute-tension

- Un collecteur conducteur sur lequel les fibres é&modent

Polymer Solution

Taylor Cone

1 High Voltage
T Supply

Figure 9 : le dispositif d’électrospinning (ou électrofillage)

(source : www.oxolutia.com/technology/electrospinning )

Une différence de potentiel est appliquée entrigdile et le collecteur, créant un champ
électrique. Ce dernier provoque une charge au unideaa solution de polymere au sortir de
l'aiguille, amenant le fluide a s’allonger et arfeer le cne de Taylor. Quand les forces de
répulsion électrostatiques surpassent la tensicudace, un jet de polymere chargé est éjecté
du cone vers le collecteur. Avant d’atteindre Idexbeur, le solvant s’évapore et la fibre
s’affine dans une zone d'instabilités dues auxrauions répulsives entre des charges
identiques. Le jet n’est alors plus rectiligneceta permet a la fibre de sécher avant de se
déposer sur le collecteur, de facon aléatoire @ lbie facon ordonnée selon le type de

collecteur choisi [57].
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C. Fonctionnalisation des scaffolds

La biocompatibilité et la biorésorbabilité étantatéinées par le choix du polymere, et la
structure poreuse et biomimétique de la structwiéagenique étant obtenue a l'aide de
I'électrospinning, il ne reste plus au scaffold &étre capable de libérer des molécules

bioactives de fagon contrélée.

1) Méthodes de fonctionnalisation
Des premiéres approches ont consisté a imbibecd&otd d’'une solution contenant les
molécules bioactives désirées. Cette techniquelsiprgsente toutefois un défaut majeur : le
relargage local des molécules est trop rapide @t gh@nc provoquer un effet de surdosage et
des effets adverses [58]. D’'aprés Seeherman E9]l.l1a délivrance de la moitié de la dose
absorbée en BMP se fait en 5,6 jours, ce qui esttbdp court comparé a la durée du processus
intégral de régénération osseuse. Pour éviterftets eélétéres, le scaffold doit étre capable

de fixer les molécules et de les libérer de fagogessive et contrdlée [58, 60].

Différentes techniques existent pour intégrer ledécules bioactives et les lier aux fibres de

polymére [61], parmi lesquelles :

- Linsertion de la molécule dans la solution de podye avant
électrospinning conventionnel : dans le cas destastde croissance ou de molécules
thérapeutiques, cette technique n’est pas envibbgear le solvant utilisé et/ou la haute
tension fournie lors du procédé ne permettent pasrelécules de résister.

- L’électrospinning co-axial qui permet, a partir dieux solutions (polymeéere, molécule
bioactive) d’obtenir une fibre cceur (de moléculeastive) / écorce (de polymére) :
cette technique n’est pas envisageable ici pounkses raisons que la précédente.

- L’insertion de la molécule par liaisons chimiquda molécule bioactive est liée de
facon covalente a la fibre électrospinnée. Il mutésulter une modification chimique
et de conformation de la molécule, ce qui peuetalre inactive. C’'est notamment le
cas pour les facteurs de croissance qui doiventqiose lier a des récepteurs cellulaires

spécifiques.
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- L’insertion de la molécule par adsorption physiqlee molécule bioactive est liée a la
fibre électrospinnée grace a des liaisons de faérergie comme les liaisons
hydrophobes, de van der Walls ou des interactidestréstatiques. Ces liaisons
permettent un relargage plus aisé des moléculas sbnt pas délétéres quant a leur
nature et leur structure. C'est donc la technigaeckoix pour fonctionnaliser les

scaffolds.

2) La fonctionnalisation par layer-by-layer (LBL)
Dans le cadre de l'insertion de la molécule paogm®n physique, la molécule peut étre
intégrée a l'intérieur d’un film nanostructuré gltadsorbe a la surface du scaffold. Ceci permet
a la fois une protection de la molécule et un reeilicontrdle de son relargage. Des interactions
de faible énergie peuvent étre obtenues en for@imant le matériau par des couches
successives (couche par couche, ou layer-by-layr) Lde polyélectrolytes a charges
opposeées, la molécule bioactive pouvant étre iagdans I'une de ces couches. C’est Decher

et al. en 1997 qui décrit cette méthode pour lestedlytes [62]fig. 10).

Figure 10 : principe de la fonctionnalisation par LBL

(source : Decher G, Science, 1997 [55] )
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Le substrat chargé est placé en contact d’'uneisoldie charge opposée pendant quelques
minutes. L'adsorption s’effectue a la surface dosstat, et les polycations ou polyanions non

adsorbés sont éliminés par des ringages succdsgiiselques minutes. La surface ainsi chargée
est préte a accueillir la solution suivante, dagh@pposée a la premiére, suivi d’'un ringcage et

de la répétition des étapes précédentes.
Difféerentes méthodes permettent d’obtenir ces filmuti-couches :

- Le spray-coating : il s’agit d'une nébulisation sessive de solutions de polyanions et
de polycations sur le substrat. C’est une technegii€mement rapide mais qui aboutit
a un taux de perte de produit conséquent, puisg%e ®u polyélectrolyte est éliminé
lors de la phase de rincage [63]. Dans le casatjmation de facteurs de croissance dans
les solutions, leur colt important ne permet pasetenir cette technique.

- Le spin-coating : il s’agit de déposer une gouttelde polyélectrolyte sur un substrat
en rotation. Le temps de formation d’'une bicoud$tale I'ordre de la minute [64], mais
cette méthode demande du matériel tres spécifique.

- Le dip-coating : il s’agit de tremper le substratsessivement dans des solutions de
polyélectrolytes de charges opposées, les trempatgas séparés par des phases de
rincage. Le temps de formation d’une bicouche e$oadre de 30 min. Si cette solution

est la plus longue a mener a bien, c’est ausdutafpcile a mettre en ceuvre.

Cette technique permet d’encapsuler la moléculadbiwe dans des nano-réservoirs, et de la
rendre disponibles aux cellules qui vont provogsen relargage de facon contrdlée par
dégradation, au rythme de leur prolifération awn shi scaffold. Des molécules de nature
différentes peuvent ainsi fonctionnaliser le sddffeelon I'effet attendu : antibiotiques [65],

facteurs de croissance [58, 66], anti-inflammato|&¥], etc.
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Chapitre 2
Epidémiologie concernant les traitements

des Iésions osseuses par greffes
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Complications d’une autogreffe osseuse, et comgpamaivec une allogreffe osseuse

ou l'utilisation de BMPs (Bone Morphogenetic Prasi

L'objectif de ce chapitre est de mieux cerner lesplications liées a la greffe osseuse
autologue, technique majoritairement utilisée pwaiter les lésions osseuses et qualifiée de
«gold standard», et a les comparer aux technigatbsgteffe ou a I'utilisation complémentaire

de BMP (Bone Morphogenetic Protein).

Le travail effectué a consisté en une rechercheééépilogique prenant la forme d’'une méta-
analyse réalisée sur la base de données provehnaueat ibliographie aussi exhaustive que
possible, entre 2000 et 2016.

Ce volet confirme et précise les complicationsdiéex greffes, et assoit la problématique
générale de ce travail de these, a sal®itrouver des moyens pour améeliorer la qualitéa et
sécurité du traitement des Iésions osseuses, naamdans le secteur maxillo-facial, en

préservant une adéquation indispensable avecdiéhilu soin, et I'éthique de la recherche.

Ceci a donné lieu a un article soumis dans Le dbaa 'Orthopédidarticle 1).
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Résumé :(250 mots)

Objectifs : évaluer les complications d'une greffe d’os aujoke technique largement
pratiqguée et qualifiée de gold standard, les coerpamnx complications d’autres techniques
(allogreffe, adjonction de BMPs), et aux complioas d’autogreffe en secteur maxillo-facial.
Méthode :recherche par mots-clés et recherche manuelldaétiérature, recueil des données
documentées concernant les complicatidRésultats : 77 articles sélectionnées, dont 68
concernant l'autogreffe osseuse pour un total @9 4atients et 976 (22.55%) complications :
349 cas de douleurs chroniques (supérieures a$ (8ad6% du nombre total de patients), 296
cas de dysesthésie (6.84%), 83 cas d’infection2¢4)9 Concernant l'allogreffe, 9 études
analysées pour 2877 patients et 1034 (35.94%) coatipins :464 non-unions (16.13%), 395
fractures (13.73%), 175 cas d'infection (6.08%)n€arnant |'utilisation adjuvante de BMPs,
4 études analysées pour 111 patients et 59 (53.&6&tplications : 22 non-unions (19.82%),
19 cas d'infection (17.12%), 8 cas de douleursmigrees (7.21%)Conclusions :I'autogreffe,
gold standard au regard de ses propriétés biolegiqurésente nombre d’effets adverses. Leur
prévalence apparait moindre quand on la compae#i&li@e a I'allogreffe ou I'utilisation de
BMPs. Certaines techniques chirurgicales permetitaide minorer les complications
majoritaires que montre cette revue de la littéemtudouleurs chroniques post-opératoires
supérieures a 6 mois, dysesthésies, infection.dgrcbntréle des parametres d’hygiéne est une
mesure cruciale pour améliorer la sécurité desigques. Le développement de
nanotechnologies pour la régénération osseusenespiste intéressante afin améliorer la
gualité des soins lors de la prise en charge dmutkebsseux.

Abstract :

Objectives:evaluate the complications following a bone aufigwidely practiced technique
and characterized as a gold standard, compare tbethe complications of other graft
techniques (allograft, addition of BMPs), andhe $pecific complications following autografts
as a treatment of maxillofacial bone defedgthod: search by keywords and manual search
in the literature, collection of documented datgareding complicationsResults: 77 articles
selected, including 68 dealing with autogenous lyraét for a total of 4329 patients and 976
(22.55%) complications. These mainly consist of 848es of chronic pain (longer than 6
months) (8.06% of the total number of patients)y 28ses of dysesthesia (6.84%), 83 cases of
infection (1.92%). Concerning allograft 9 studieslgzed for 2877 patients and 1034 (35.94%)
complications: 464 non-unions (16.13%), 395 fraesu(13.73%), 175 cases of infection
(6.08%). Concerning the use of BMPs, 4 studiesyaedl for 111 patients and 59 (53.15%)
complications: 22 non-unions (19.82%), 19 caseasfettion (17.12%), 8 cases of chronic pain
(7.21%).Conclusions:autograft is the gold standard according to itddgical properties, but
many adverse effects are described. The prevatdribese appears yet lesser when compared
to the allograft or the use of BMPs related prewveds. Some surgical techniques could reduce
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the major complications showed in this review: pmstrative chronic pain longer than 6
months, dysesthesia, infection. Good control ofiéryg parameters is a crucial measure to
improve the safety of practices. The developmentnahotechnologies towards bone

regeneration seems to be a very interesting ogbormprove the quality of care for the
treatment of bone defects.

Mots-clés :morbidité, Iésion osseuse, greffe ; morbidity, ddefect, grafts
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Introduction :

Les défauts osseubd@ne defecten anglais) sont des lésions soustractives d’ opeuvent
présenter différentes étiologies (bactériennesirediques, tumorales...). Afin de traiter un
défaut osseux, il existe plusieurs techniquessetis en clinique ou en cours de développement.
On peut ainsi faire appel a l'autogreffe, a I'alleffe, a la xénogreffe, ou a des matériaux de
substitution osseuse tels que les céramiques pboalgiques ou des substituts a base de
polyméres. On peut aussi avoir recours a I'utilisatle facteurs de croissance comme les BMP-
2 et 7 autorisés par la FDA (Food and Drug Admiatgin) [1] ou ceux contenus dans le PRP
(platelet rich plasma) [2, 3, 4, 5]. Il convientpl@&ciser que ces facteurs de croissance sont trés
généralement utilisés de facon adjuvante a uneegmi a l'utilisation de matériaux de

substitution osseuse.

Chacune de ces techniques présente des avantages igiconvénients, mais en comparant
ceux-ci, il apparait que l'autogreffe reste endergold standard [2, 3, 6, 7, 8] eu égard aux
propriétés ostéoinductrices et ostéoconductricésllguprésente, ainsi qu’'a la présence de
cellules ostégéniques dans le greffon lorsqu’ediepeatiquée. Les greffes osseuses sont les
deuxiemes transplantations de tissus les plus érégs apres les transfusions sanguines. Dans
le monde, ce sont plus de deux millions de greféseuses qui sont réalisées chaque année [2,
9]. Pourtant, ces techniques de greffe ne sontspas danger. Outre les risques associés a
I'anesthésie avant d’entamer la procédure, ongtrtdes dangers intrinséques aux techniques
comme des infections, des hématomes, des fractlgegroblemes esthétiques, des douleurs

chroniques ou des Iésions nerveuses [6, 10].

Le but de cette revue de la littérature est d'éalas complications liées a la greffe d’os
autologue, technique largement pratiquée et géaalifie gold standard, et de les comparer aux
complications liées a d’autres techniques de grefiend cela est possible (allogreffe,
adjonction de BMP), ainsi qu’aux complications pexpa I'autogreffe réalisée dans le cadre
du traitement de défauts osseux maxillo-faciauxs k€sultats de cette revue permettront
d’identifier les points faibles de ces différenteshniques et de mieux axer les recherches a
venir, notamment sur le développement de nano-mplaiofonctionnalisés pour favoriser la

régénération osseuse [11, 12, 13].
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Matériel et Méthode :

Recherche dans la littérature

La recherche d’articles a été réalisée dans la asinnées PubMed, en utilisant les mots-
clés suivants : complication, morbiditet : autologous bone graft, bone autograft, allogenic
bone graft, bone allograft, bmp graft. Les réféemndes articles identifiés dans cette recherche

ont été manuellement analysées, et les référemeagntes ont ensuite été recherchées.

Critéeres d’inclusion

Les articles sélectionnés respectaient les criteuesants : a) l'article relatait le suivi post-
opératoire d’'une technique de greffe osseuse wlle I'autogreffe, l'allogreffe, et/ou
I'utilisation de BMP ; b) l'article présentait leemplications (site donneur et/ou receveur) des
pratiques, qui étaient documentées et exploitghtg¢d’article était publié a partir de I'année
2000 ; d) le texte intégral de I'article était agzible ; €) I'article ne traitait pas de la préaénnh

d’un cas clinique isolé ou particulier.

Recueil et traitement des données

A I'image de la revue systématique de la littérateffectuée par Dimitriou et al. en 2011 [6],
les informations retenues ont été I'année de patitioc des articles, le nom des auteurs, le
nombre de patient inclus, le nombre de complicatalmtumentées, ainsi que le détail de celles-
ci (infection, hématome, douleur chronique, |ési@nveuse, dysesthésie, fracture, etc.). Ces
informations ont été intégrées dans un tableur @éirdéterminer le taux de complications.
L’'analyse statistique, quand elle était possibltgaéalisée grace au test de Fischer (en utilisan
BiostaTGV sur http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgéveloppé par 'INSERM).
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Résultats :

Apres larecherche dans la littérature, 77 artiofeésté sélectionnés pour cette revue, respectant

les critéres d’inclusion [14-90].

Concernant 'autogreffe, 68 études [14-81] ontagtalysées pour un total de 4329 patients et
de 976 complications documentées, soit un taux madgecomplications de 22.55% (tableau
1). Sur ces 68 études, 8 se rapportent spécifiguieauesecteur maxillo-facial [17, 23, 31, 40,
57, 59, 61, 72] pour un total de 553 patients ed4leomplications documentées, soit un taux

de complications de 17% (tableau 2).

Concernant I'allogreffe, 9 études [18, 82-89] aidta@nalysées pour un total de 2877 patients et
de 1034 complications documentées, soit un tauxemag complications de 35.94% (tableau
3).

Concernant l'utilisation de BMPs, 4 études [18, 2D, 90] ont été analysées pour un total de
111 patients et de 59 complications documentéesusotaux moyen de complications de
53.15% (tableau 4).

Autogreffe

Sur les 4329 patients ayant bénéficié d'une auffegrkes 976 complications se répartissent
comme suit : 349 cas de douleurs chroniques (syés a 6 mois) (8.06% du nombre total de
patients), 296 cas de dysesthésie (6.84%), 83'icdsation (1.92%), 75 hématomes (1.73%),
63 problémes esthétiques (1.46%), 41 Iésions neege(D.95%), 16 séromes (0.37%), 10 cas
de déhiscence (0.23%), 8 fractures (0.18%), 7 easiahtrice hypertrophique (0.16%), et 1

Iésion vasculaire (0.02%). (tableau 5)

Autogreffe — secteur maxillo-facial

Sur les 553 patients ayant bénéficié d’'une autémréde au secteur maxillo-facial, les 94
complications se répartissent comme suit : 33 eadleurs chroniques (supérieures a 6 mois)
(5.97% du nombre total de patients), 20 hémato.eé2%), 13 Iésions nerveuses (2.35%), 8
cas d’infection (1.45%), 3 cas de dysesthésie #0)58 cas de déhiscence (0.54%), 2 fractures
(0.36%), 1 sérome (0.18%)), et 1 cas de cicatripetisophique (0.18%),. (tableau 6)
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Allogreffe

Sur les 2877 patients ayant bénéficié d’'une auffegries 1034 complications se répartissent
comme suit : 464 non-unions (16.13% du nombre w¢apatients), 395 fractures (13.73%),
175 cas d'infection (6.08%), et 5 cas de déhiscéDdg%). (tableau 7)

Utilisation de BMPs

Sur les 111 patients ayant bénéficié d’'une greféeadjonction de BMPs, les 59 complications
se répartissent comme suit : 22 non-unions (19.82%ombre total de patients), 19 cas
d’infection (17.12%), 8 cas de douleurs chroniq(agoérieures a 6 mois) (7.21%), et 5
hématomes (4.50%). (tableau 8)

Analyse statistique

L’analyse statistique montre des différences sicgtifves entre les taux d’infection liés 1) a
lautogreffe et a I'allogreffe (p < 0.001) ; 2) @autogreffe et a l'utilisation de BMPs (p <
0.001) ; et 3) a l'allogreffe et a I'utilisation d@MPs (p < 0.001). Une différence significative
est également montrée entre le taux de patientfaoiude dysesthésie aprés avoir bénéficié
d'une autogreffe de fagcon générale (tableau 5yapeés avoir bénéficié d’'une autogreffe
spécifiguement dans le secteur maxillo-facial @ahl6) (p < 0.001). Les différences trouvées
entre le taux de patients présentant une doulaanijue aprés autogreffe ou utilisation de
BMPs (p = 0.7), et le taux de non-unions pour Ulugeeffe ou l'utilisation de BMPs (p = 0.3)

ne sont pas significatives. Il en est de méme f[@suautres complications.
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Discussion :

La revue de la littérature effectuée ici a 'avgatae présenter des résultats actualisés, et pour
un nombre important de patients ayant bénéficigrééfes osseuses. L'autogreffe restant le
gold standard en matiére de traitement de lésisssuses, le nombre d’articles traitant de cette
technique était plus important que pour les auteebniques. Si les résultats apparaissent
meilleurs pour certains types de complications duiés sont comparés a des études plus
anciennes, d’autres sont en revanche bien moins. i@oncernant I'autogreffe, nous trouvons
ici un taux d’infection de 1.92% quand YoungerlefX0] trouvaient un taux de 2.5% en 1989,
sur une étude rétrospective de 243 cas. De ménaidal’hématome retrouve ici est de 1.73%
contre 3.3% dans I'étude de Younger [10]. A comdrda proportion de patients souffrant de
douleurs chroniques est ici de 8.06% contre seule@&% dans I'étude de Younger [10]. Il
est toutefois bon de rappeler que la grande di¢edss études analysées peut favoriser un
risque de biais dans les résultats. En effet, skdsrieux et les périodes de réalisation des
études, les criteres d’appréciation de certaimagtéels que les dysesthésies et les douleurs
chronigues par exemple, pourraient varier. D’auteas sont moins sujets a variation, puisque
moins subjectifs : c’est le cas des infections,|é&i®ns nerveuses ou des fractures par exemple.
Dans une revue de la littérature effectuée pariRgen et al. [91] en 2016 et dont 3 des études
analysées font partie de notre revue de la littéeafl9, 48, 69], les auteurs ont précisé que
'ensemble des études faisant partie de leursusapeesentaient un fort potentiel de risques de
biais. Concernant la documentation des complicatidrfaut aussi garder en téte que, quand
aucune mention n’en était faite, certaines étugesosit peut-étre concentrées sur certaines
complications et ne les ont pas toutes collectéanahiere exhaustive. Ceci revient a dire que
les résultats présentés ici sont peut-étre |égaresmis-estimés par rapport a la réalité des
pratiques. L'analyse de complications telles geenlen-unions n’a pas été réalisée concernant
les autogreffes, car une partie des études faisatie de la revue se concentraient uniquement
sur le site donneur, ce qui n'était pas le cas pesrétudes concernant l'allogreffe ou
l'utilisation de BMPs.

Infection

Notre revue de littérature montre que le taux é@tion pour les autogreffes en général (1.92%)
est bien inférieur aux taux d’infection pour lelogteffes (6.08%) et pour I'utilisation de BMPs

(17%). Ces différences sont significatives (p <0Q)0 Il faut souligner que les BMPs ne sont
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pas utilisés seuls, mais en association avec ymosug@e collagene ou en association avec du

matériel osseux autologue ou allogénique [2].

Notre revue de littérature rejoint les donnéeslaunepeut trouver dans la littérature concernant
le risque infectieux plus élevé en cas d’allogretie qui reste un probléme majeur malgré les
procédures de traitement et de stérilisation dssisi [92]. Si de trés rares cas documentés de
transmission du VIH (2 cas depuis 1989 pour urugsde 1 sur 1.6 millions) [92, 93] ou des
virus de I'hépatite B ou C (respectivement 1 ca® eds depuis 1989) existent [2, 92], des cas
de transmissions d’autres virus ne sont certainerpasa a écarter [83, 92, 94]. Les cas
d’infection peuvent provenir de défauts du resplest mesures d’hygiene lors de la procédure
chirurgicale, mais aussi d'une évaluation insuffisa du statut du donneur ou de
dysfonctionnements lors des procédures de traitedengreffons [94, 95]. Une étude menée
par Schubert et al. en 2012 [95], retracant I'd@gtid’'une banque de tissu osseux et tendineux
sur 22 ans et pour 474 dons de tissu, a montréwnglobal de contamination bactérienne de
ces dons de 3.6% apres désinfection. Les microa@gees en cause étaient &¢aphylococcus
(71.5%), desMicrococcus(9.3%), mais aussi d&ireptococcu$2.5%),Acinetobactef2.5%)

ou encoreescherichia coli(1.9%). Concernant la possibilité de combler léfdts osseux en
utilisant des greffons d’origine xénogéniques, retcensidérant le risque infectieux, celui-ci
serait a risque faible [96], méme si des préoccopsiexistent quant au risque de transmission
de zoonoses de I'animal vers I'humain telles q&SB (encéphalopatie spongiforme bovine)
ou le PERYV (rétrovirus endogene porcin) [2]. Unalétrétrospective menée par Charalambides
et al. en 2005 [97] & propos des complications e’aasociation de greffons autologues et
Xxénogeéniques sur 27 patients n’a montré qu’un caslld’infection profonde, et 3 cas de rejet

de greffe sans signe infectieux apparent, consscgds comme des « pseudo infections ».

Douleurs chroniques et dysesthésie

Concernant les douleurs chroniques de plus de §, rites n’étaient pas documentées dans les
articles traitant de I'allogreffe. La faible diffémce retrouvée entre la proportion de patients
souffrant de douleurs chroniques faisant suitegawtogreffe (8.06%) et celle faisant suite a
l'utilisation de BMPs (7.21%) n’est pas significai(p = 0.7), la différence entre celle faisant
suite a l'autogreffe en général et a l'autogreff@dfiguement en secteur maxillo-facial
(5.97%) n’est que faiblement significative (p <)J0.Avec la proportion de complications la

plus élevée pour les autogreffes, la prise en ehdeda douleur post-opératoire apparait comme

59



un élément crucial du suivi des patients. Des @uge penchent sur la question, mais aucune
autre méthode que la prise d’'antalgiques classigupour le moment émergé. Dans une étude
menée par Puri et al. en 2000 [98] sur 13 patiagtnt bénéficié d’'une autogreffe avec
prélevement sur la créte iliaque antérieure, leigeode patients ayant recu de la bupivacaine
en injection locale par voie de cathéter n’a pase®gti moins de douleurs que le groupe témoin,
pour qui une solution saline fut injectée. Suiventméme procédure, une étude menée par
Morgan et al. en 2006 [99] sur 60 patients a molasémémes résultats. Les interventions
chirurgicales utilisant des greffons allogéniqueaint a I'origine de moins de douleurs post-
opératoires dans le temps pour les patients [100, Ceci peut s’expliquer facilement par la
suppression d’'un deuxiéme site opératoire nécesaanllecter I'os autogene dans le cas d'une
autogreffe, et donc I'évitement des complicatiossogiées.

Il est intéressant de remarquer que la difféeremtesda proportion de patients présentant une
dysesthésie suite a une autogreffe en généralyg.8dsuite a une autogreffe spécifiquement
en secteur maxillo-facial (0.54%) est importantesighificative (p < 0.001). Ceci pourrait

s’expliquer par le fait que la cicatrisation mugsewevétement tissulaire plus présent dans le
secteur maxillo-facial, est plus rapide que latcisation cutanée [102], réduisant le taux de ce

type de complications dans une zone pourtant riemémnervée.

Technique chirurgicale

Un autre point important concernant les complicetide greffes osseuses est que celles-ci
peuvent certes étre dues au type de greffe pratigquéis aussi a la technique chirurgicale
utilisée. Ceci est notamment le cas pour I'autdgrefvec I'existence de différentes techniques
de collecte du greffon au site donneur. Depuisdbutl des années 2000, le systéme RIA
(Reamer/Irrigator/Aspirator) a fait son apparitidbeveloppé initialement pour réduire la

pression intramédullaire [6, 103], ce systeme pedaeollecter du tissu osseux depuis le canal
intramédullaire du fémur ou du tibia, par un alésdgs parois du canal et une aspiration du
tissu ainsi détaché. Cette technique permet ddelinkes complications au niveau du site

donneur [6, 15, 18, 104], tout en récoltant destjiées de tissu supérieures par rapport a la
technique classique de prélevement au niveauaétailiaque [6, 18, 37, 103, 105]. Une étude
menée par Dawson et al. en 2014 [106] sur 113ratiéa pas montré de différence entre les
deux techniques concernant le taux d’infection,smaie douleur moindre en post-opératoire et

sur le long terme avec la technique RIA. Une redeida littérature menée par Dimitriou et al.
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en 2011 [6] et s'intéressant aux complicationsigaau du site donneur apres une collecte de
tissu osseux par le systeme RIA, a montré 14 caatns pour 233 patients (soit un taux
moyen de 6.01%). Les complications consistaied eas de douleurs chroniques (1.7%), 4
cas de fractures (1.7%), 1 cas de Iésion vascjaid%), et 5 complications liées a la plaie
(2.14%). Aucun cas d’infection n’a été documentes @sultats apparaissent meilleurs que les
résultats globaux de notre revue de littératurayuidait du systeme RIA une alternative tres
intéressante a la technique classique de prélévemeariveau de la créte iliaque [6], et dont la

documentation des complications mérite d’étre sudvplus grande échelle.

Utilisation de BMPs

L'utilisation des BMPs associés a du matériel ossrudes substituts osseux part du principe
gue ces protéines majoreraient la qualité de lam&gtion osseuse. Il est difficile de trouver
des études dans des revues référencées documlentaneffets adverses, car leur utilisation
est bien plus récente que la pratique de l'autégyi@i de I'allogreffe, et car I'histoire de leur
évaluation sur le plan de la sécurité des pratigués mouvementée. En 2009, une revue
systématique de la littérature menée par Agarwal.¢107] et comprenant 17 études pour un
total de 1342 patients concluait que l'utilisatida BMP-2 était associée a une réduction
significative du risque de non-uion par rapporaatbgreffe d'os provenant de la créte iliaque.
L'utilisation de BMP-7 par contre ne montrait pasdifférence significative pour le risque de
non-union. Dans cette méme revue, les auteurs amvarigu’aucun effet adverse qui avait pu
apparaitre n’était lié a I'utilisation de BMPscetsur 1342 patients. Notre revue de la littérature

montre un taux global de complications de 53.15%.

Deux ans plus tard en 2011, Carragee et al. [1&&)artent des signalements croissants de
complications liés a l'utilisation de BMP-2. En Z)@t sur une période de plus de 4 ans, la
FDA avait regu plus de 38 rapports de complicatiggssa I'utilisation de BMP-2 [109]. Dans
leurs travaux, Carragee et al. [108] meénent unepapaison de 13 études antérieures a 2009
sponsorisées par le milieu de I'industrie et pdrsam 780 patients ayant recu des BMP-2 avec
0% de complications, avec les données de la FDAti@gaux ont permis de mettre en lumiere
des résultats non publiés portant spécifiquemeantesucomplications liées a I'utilisation des
BMP-2 [108]. Les auteurs estiment le risque de daatons associées aux BMP-2 de 10 a 50
fois supérieur que ce qui était avance dans lefestanalysées. Ces mémes études présentaient

en comparaison un taux global de complications l&&autogreffe de 40 a 60% [109] quand
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notre revue de la littérature en montre 22.55%ubDé&s effets adverses apparaissent alors petit
a petit : ossification hétérotrophique, ostéolystection, éjaculation rétrograde, cancer [109].
Des études de confiance a trés grande échellenpaiales complications de I'utilisation de
BMP-2 n’ont pas encore été réalisées. Pourtaet) eiehors des effets adverses potentiels, ces
protéines montrent de bons résultats en termedstéution des non-unions [107], et de baisse
du temps opératoire et du saignement lors de Kietgion [20, 77]. Les études de Friedlaender
et al. [77] et de Tressler et al. [20] montrenpetivement des temps opératoires moyens de
169 min et de 168.9 min pour l'utilisation des BMBntre 178 min et 257.9 min pour
'autogreffe provenant de la créte iliaque. De mgrikes montrent des pertes de sang de
respectivement 254 mL et 331 mL pour l'utilisatdes BMPs contre 345 mL et 554 mL pour

'autogreffe.

Réflexions éthiques

Les résultats de cette revue de littérature amémsptposer des questions d’ordre éthique. Si
le risque infectieux apparait ici plus faible pdautogreffe, cette derniére nécessite toutefois
un deuxieme site opératoire, ce qui augmente dgieishéorique de complications. De méme,
la douleur post-opératoire est rapportée comme dneirpour l'allogreffe comparée a
'autogreffe [100, 101]. Certains auteurs se posdorts la question de savoir s’il ne faudrait
pas privilégier d’autres techniques que l'autogrgibur éviter I'existence d’'un second site
opératoire [110] quand d’autres auteurs apporteattgment leur réponse en mettant en avant
I'allogreffe [10,18]. La xénogreffe aussi permettfabsence d’un second site opératoire, mais
cette technique pose la question de son accepéabdr les patients eu égard a leurs croyances
[111], et au risque potentiel de transmission deneses [2]. Le taux important de patients
souffrant de douleurs chroniques (8.06% pour Iltakdfe, 7.21% pour I'utilisation de BMPS)
doit amener a réfléchir a I'élaboration d’autresgéidures permettant de réduire les souffrances

des patients et de gagner en qualité et en sédast@ratiques [111].

Des alternatives a l'autogreffe

L’autogreffe reste encore le gold standard poutetrain défaut osseux. Elle présente des

avantages techniques certains (ostéoconductigyiaduction, pas de risque immunogene), et
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notre revue de littérature montre des taux de cimaipdns inférieurs a l'allogreffe et a
l'utilisation de BMPs sur la plupart des points. ligque théorique de non-union est moindre
car le tissu utilisé est d'origine autogéne [182,1113], mais l'allogreffe donne dans notre
revue de bons résultats aussi avec un taux denfade®3.87%. Des recherches sont menées
actuellement pour développer les nanotechnologiessée régénérative [11, 12, 13] et
pourraient a terme permettre de pallier a plusi€iffeultés. La nature du matériau utilisée
pour combler le défaut osseux pourrait ne plus @wegine biologique, mais synthétique et
résorbable, permettant simplement de constitusupport aux cellules de I'héte [13]. De plus,
ce support pourrait étre fonctionnalise, c’est+&-giorteur de nanoréservoirs aptes a délivrer
des facteurs de croissance ou d’autres types décmoies (anti-inflammatoires, antibiotiques,
antalgiques...) au rythme de la prolifértion desutei ostéogénitrices sur le support [11, 12,
13, 114].

Conclusions :

La greffe osseuse est une pratique chirurgicalecqmiporte des risques de complications.
L’autogreffe est le gold standard au regard depnEtes biologiques que le tissu autologue
présente, mais de nombreux effets adverses soritsdé@ prévalence de ceux-ci apparait
pourtant moindre quand on la compare a celle licdlagreffe ou a I'utilisation de BMPs. La
prévalence des complications d’'une autogreffe quelledest liée au secteur maxillo-facial
apparait encore inférieure a celle de l'autogreffgénéral. Certaines techniques (par exemple
le systeme RIA) permettraient de minorer encoredesplications majoritaires que mettent en
lumiére cette revue de la littérature : douleurmulyues post-opératoires supérieures a 6 mois,

dysesthésies, infection.

Au regard du probleme non négligeable de suitesciigfuses et douloureuses aprés une
procédure de greffe osseuse, un bon contrble dampéres et des mesures d’hygiéne lors des
interventions apparait comme une mesure cruciale @méliorer les pratiques et réduire le

risque de survenue de complications. D’autre padéveloppement de nanotechnologies a but
de régénération osseuse parait étre une pistintékessante pour améliorer la sécurité et la

gualité des soins lors de la prise en charge dmutkbsseux.
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Tableaux :

Tableau 1 : détail des études portant sur I'autogreffe intégrées a la revue

AUTEUR ANNEE NOMBRE DE NOMBRE DE
PATIENTS COMPLICATIONS

1 | Micev 2016 44 10

2 | Han 2015 57 4

3 | Iwasaki 2014 16 2

4 | Riachi 2014 180 40

5 | Flierl 2013 105 13

6 | Cordaro 2011 78 6

7 | Tressler 2011 74 12

8 | Ito 2010 54 0

9 | Kloen 2010 24 2
10 | Schaaf 2010 75 10
11 | Kolomvos 2010 36 2
12 | Schizas 2009 35 1
13 | Schwartz 2009 170 41
14 | Lerner 2009 20 0
15 | Borrelli 2009 17 4
16 | Heneghan 2009 29 13
17 | Dimar 2009 194 16
18 | Bagain 2009 24 3
19 | Pieske 2009 10 2
20 | Ulucay 2009 21 0
21 | Singh 2009 32 6
22 | Putzier 2009 22 8
23 | Kim 2009 104 51
24 | Belthur 2008 40 12
25 | Ekrol 2008 16 8
26 | Palmer 2008 30 8
27 | Rawashdeh 2008 64 4
28 | Pollock 2008 76 29
29 | Dai 2008 30 4
30 | Buttermann 2008 36 2
31 | Bapat 2008 36 52
32 | Mobbs 2007 242 6
33 | Dolan 2007 15 0
34 | Delawi 2007 71 52
35 | Raghoebar 2007 45 10
36 | Brawley 2006 34 0
37 | Thomé 2006 50 6
38 | Tamble 2006 44 11
39 | Sengupta 2006 36 7
40 | Rogachefsky 2006 12 0
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

Kitchel
Kager
Hierholzer
Freilich
Dimar
Swan
Rajan
Donkor
Vaccaro
Sasso
DeOrio
Kessler
Thome
Bezer
Silber
Clavero
McConnell
David
Cricchio
Gibson
Ahlman
Westrich
Robertson
Friedlaender
Skaggs
Brodsky
Eufinger
Mirovsky

Total :
Taux :

2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2005
2005
2005
2005
2004
2004
2003
2003
2003
2003
2003
2002
2002
2001
2001
2001
2000
2000
2000
2000

25
71
45
39
45
72
46
29
12
202
129
127
18
117
187
53
16
107
70
32
88
170
97
61
87
12
26
48

4329
100%

976
22,55%
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Tableau 2 : détail des études portant sur I'autogreffe liée au secteur maxillo-facial intégrées a la

revue

AUTEUR ANNEE NOMBRE DE NOMBRE DE
PATIENTS COMPLICATIONS

1 | Riachi 2014 180 40
2 | Schaaf 2010 75 10
3 | Baqain 2009 24 3
4 | Rawashdeh 2008 64 4
5 | Freilich 2006 39 2
6 | Swan 2006 72 11
7 | Donkor 2006 29 3
8 | Cricchio 2003 70 21

Total : 553 94

Taux : 100% 17,00%
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Tableau 3 : détail des études portant sur I'allogreffe intégrées a la revue

AUTEUR ANNEE NOMBRE DE NOMBRE DE
PATIENTS COMPLICATIONS

1 | Deluiz 2016 58 18

2 | Delloye 2014 128 73

3 | Flierl 2013 38 10

4 | Aponte- 2012 83 35

Tinao

5 | Hannah 2010 23 4

6 | Krieg 2007 16 4

7 | Donati 2005 540 324

8 | Sorger 2001 1046 331

9 | Hornicek 2001 945 235
Total : 2877 1034
Taux : 100% 35,94%
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Tableau 4 : détail des études portant sur |'utilisation de BMPs intégrées a la revue

AUTEUR ANNEE NOMBRE DE NOMBRE DE
PATIENTS COMPLICATIONS
1 | Brannan 2016 6 7
2 | Flierl 2013 23 8
3 | Tressler 2011 19 1
4 | Friedlaender 2001 63 43
Total : 111 59
Taux : 100% 53,15%
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Tableau 5 : détail des complications liées a I'autogreffe

étude infection  hématome Sérome douleur fracture lésion lésion cicatrice dysesthésie  déhiscence  probléme autre
chronique > nerveuse vasculaire  hypertrophique esthétique
6mois
1 1 8 1
2 3 1
3 1 1
4 2 7 25 6
5 13
6 6
7 12
8
9 1 1
10 4 3 1 1 1
11 1 1
12 1
13 41
14
15 4
16 1 12
17 1 14 1
18 2 1
19 1 1
20
21 1 3 2
22 5 3
23 17 30 4
24 3 1 8
25 8
26 5 2 1
27 3 1
28 4 2 2 1 18 2
29 3 1
30 1 1
31 1 1 14 1 21 1 13
32 6
33
34 16 26 10
35 8 2
36
37 5 1
38 4 5 2
39 2 2 3
40
41 7
42 1
43 1 3 1 1
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

Total :

Taux :

83
1,92%

infection

75
1,73%

hématome

16
0,37%

sérome

79

35

22

349
8,06%

douleur
chronique
> 6mois

10

8 41

0,18% 0,95%

fracture Iésion
nerveuse

hypertrophique

38

21
16

14

23

296
6,84%

dysesthésie

32

63
1,46%

probléme
esthétique

78

17
0,39%

autre



Tableau 6 : détail des complications liées a I'autogreffe en secteur maxillo-facial

études infection hématome  sérome douleur fracture lésion cicatrice dysesthésie déhiscence autre
chronique nerveuse  hypertrophique
> 6 mois
1 2 7 25 6*
2 4 3 1 1 1
3 2 1**
4 3 1
6 2 5 1 2 JHARx
8 1 9 1 1 9
Total : 8 20 1 33 2 13 1 3 3 10
Taux : 1,45% 3,62% 0,18% 5,97% 0,36% 2,35% 0,18% 0,54% 0,54% 1,81%

* hémorragies / oedémes

** ostéophyte

*** hernie abdominale

**** détachement de I'insertion du gluteus maximus

*¥*%* résorption anticipée de I'os
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Tableau 7 : détail des complications liées a I'allogreffe

étude infection fracture déhiscence non-union autre
1 6 5 7
2 7 21 45
3 10 12
4 14 20
5 3
6 1 3
7 47 129 148
8 73 185 73
9 30 42 163
Total : 175 395 5 464 7
Taux : 6,08% 13,73% 0,17% 16,13% 0,24%
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Tableau 8 : détail des complications liées a I'utilisation complémentaire de BMPs

études infection hématome douleur chronique non-union autre
> 6 mois

1 2 5

2 4 4

3 1

4 14 5 8 16
Total : 19 5 8 22 5
Taux : 17,12% 4,50% 7,21% 19,82% 4,50%
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Chapitre 3
Développement de stratégies innovantes
pour la régéeneration osseuse,

et réflexions éthiques
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L’objectif de ce chapitre est d’optimiser un implagnthétique bioactif utilisable a I'avenir en
clinique pour des applications maxillo-facialesreé@decine régénérative, et a développer des
stratégies régénératives pouvant trouver leur pleeg@idement au sein de l'arsenal

thérapeutique des soignants concernant les lésgsgises.

Implants nanostructurés avancés combinant dedezlnésenchymateuses et des
nanoparticules de VEGF (Vascular Endothelial Growkhctor) pour une

amelioration de la vascularisation de tissus praméde I'ingénierie tissulaire

Objectif : le succes de la réparation de tissuswlassés et fonctionnels dépend de I'existence
d’'un support vasculaire, et représente toujoursiéfn Notre objectif a été de développer un
implant nano-actif, majorant I'activité des cellsikndothéliales, en particulier pour I'ingénierie
tissulaire osseuse dans le champ de la médeciénéédive.

Matériels et méthodes: nous avons développé unevelle stratégie dimplants

tridimensionnels basée sur le relargage contrbléeltile-dépendant de nanoparticules de
VEGF. Ces nanoparticules sont réparties de facambene et sous forme de nanoréservoirs
sur le scaffold poreux, avec une réorganisation m@pide des cellules endothéliales. L’activité
de cet implant actif sur les cellules a aussi éwduté par I'adjonction de cellules

ostéoblastiques.

Résultats et conclusions : cette stratégie inn@vaeit sophistiquée devrait potentialiser

I'efficacité des implants thérapeutiques actuelgrpga réparation osseuse, permettant d’'éviter

d’avoir recours a des substitus osseux.

Ce travail a donné lieu a un article publié danadwaedicingarticle 2).
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Research Article
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Advanced nanostructured medical device
combining mesenchymal cells and VEGF
nanoparticles for enhanced engineered
tissue vascularization

Aim: Success of functional vascularized tissue repair depends on vascular support
system supply and still remains challenging. Our objective was to develop a
nanoactive implant enhancing endothelial cell activity, particularly for bone tissue
engineering in the regenerative medicine field. Materials & methods: We developed
a new strategy of tridimensional implant based on cell-dependent sustained release
of VEGF nanoparticles. These nanoparticles were homogeneously distributed within
nanoreservoirs onto the porous scaffold, with quicker reorganization of endothelial
cells. Moreover, the activity of this active smart implant on cells was also modulated by
addition of osteoblastic cells. Results & conclusion: This sophisticated active strategy
should potentiate efficiency of current therapeutic implants for bone repair, avoiding

the need for bone substitutes.

First draft submitted: 29 April 2016; Accepted for publication: 20 July 2016; Published

online: 16 August 2016

Keywords: endothelial cells ® nanoreservoirs ® VEGF nanoparticles

Surgical  reconstructive procedures  fre-
quently require the use of additional tissues
(autograft, xenograft, allograft) to restore
the physiological functionality of damaged
tissues. To overcome the complications
associated with these methodologies (site
morbidity, limited availability and host tis-
sue reactivity), cell-based tissue-engineering
strategies using sophisticated biomaterials
have been developed. In the recent years,
a plethora of advanced biomaterials mim-
icking extracellular matrix were designed,
based on the micro- and nanoscale envi-
ronment of tissues, using nanotechnologies
such as graphene, nanogrooves and carbon
nanotubes [1-8]. More recently, and with the
development of the third-generation materi-
als, there has been an increasing interest in
developing nanoparticles (NPs) and nanores-
ervoirs containing active molecules able to
bioactivate scaffolds [9-14].

Bone regeneration is a complex, well-orch-
estrated physiological process, which occurs

during normal healing of fractures, and is
involved in continuous remodeling through-
out adult life. In the past, a lot of active
materials have been developed to improve
bone tissue repair iz vivo [15-18]. The first gen-
eration of biomaterials developed involved
inert materials without any interaction with
other components (prostheses...). Second-
generation biomaterials (bioactive coating,
biomimicking materials) were developed to
promote biological activity while supporting
implant functions, and were either resorbable
or bioactive. The third-generation biomateri-
als are a combination between medical device
and biological components (bioactive protein
coating, endothelialization) and possess both
bioresorbable and bioactive properties [19.20].
Applications for bone tissue engineering
are various and depend on the severity of inju-
ries to repair. The prosthesis domain aims at
the replacement of bone after ablation due to
severe injuries. The bone substitutes domain
targets the substitution of bone-by-bone sub-

Nanomedicine

Quentin Wagner*'?, Damien
Offner*'?, Ysia Idoux-
Gillet*'2, Imran Saleem?,
Satyanarayana Somavarapu?,
Pascale Schwinté'?, Nadia
Benkirane-Jessel*'? & Laetitia
Keller'2

'INSERM (French National Institute

of Health & Medical Research),
“Osteoarticular & Dental Regenerative
Nanomedicine” Laboratory, UMR

1109, Faculté de Médecine, F-67085
Strasbourg Cedex, FMTS, France
2Université de Strasbourg, Faculté de
Chirurgie Dentaire, 1 place de I'Hopital,
F-67000 Strasbourg, France

3School of Pharmacy & Biomolecular
Sciences, Liverpool John Moores
University, Liverpool, L3 3AF, UK
“Department of Pharmaceutics, School
of Pharmacy, University College London,
29-39 Brunswick Square, London,
WCIN 1AX, UK

*Author for correspondence:

Tel.: +33 368 853 376

nadia jessel@inserm.fr

*These authors contributed equally

Future ™3
Medicines ., 58}

10.2217/nnm-2016-0189 © 2016 Future Medicine Ltd

Nanomedicine (Lond.) (Epub ahead of print)

ISSN 1743-5889

85



Research Article wagner, Offner, Saleem et al.

stitute in the case of important lesions (up to 60 cm?),
to prevent ablation. This domain needs materials that
mimic the mechanical properties of healthy bone.
More recently, the domain of regenerative medicine
was developed to operate at an early stage, and promote
the tissue regeneration by materials totally replaced by
a functional and biological tissue without clear high
mechanical properties. The aim is to avoid reaching
the stage of filling by substitute. During the last few
years, sophisticated biomaterials for bone regenera-
tive medicine were developed in clinic, for example, in
treatment of nonunion fractures or with guided tis-
sue regeneration in the periodontal disease treatment.
Those marerials can be made bioactive by adding liv-
ing cells or active growth factors. Among these strate-
gies for bone tissue regeneration, two kinds of active
materials can be considered: materials combined with
active molecules targeting bone tissue regeneration
(BMP-2, BMP-7) [15-18,21-26]; or active materials indi-
rectly acting on bone repair through combination with
angiogenic factors (VEGF, Angl) [27-32], which have
gained increased attention recently.

Indeed, vascularization of biomaterials prior to their
implantation is a key feature for tissue repair as estab-
lishment of a vascular network provides nutrients,
soluble factors, phosphate and calcium necessary for
the bone healing process. For healthy tissue repair, the
formation of blood vessels in 3D-engineered biomate-
rials still remains challenging today [27-2933]. In order
to increase vascularization within the implanted site,
several active angiogenic materials were developed
with majority based on cell activities [34-36] or added
factors activity [30-32]. One of the main growth fac-
tors involved in angiogenesis is VEGF, _ which acts as
an initiator and a modulator of the signaling cascade
resulting in proliferation and migration of endothe-
lial cells toward formation of new blood vessels [37.35].
Moreover, VEGF possesses a pivotal role during bone
healing [38], and the sustained release of this growth
factor was shown to promote the efficacy of bone
regeneration [30]. Not only does VEGF activate prolif-
eration and migration of endothelial cells, but it also
recruits mononuclear and macrophage cells, which
produce additional angiogenic factors [39]. Conse-
quently, during the last few years, tridimensional scaf-
folds associated with endothelial cells were developed
for the cell-based strategy with the goal to promote
biomaterials vascularization [33-36]. Various studies
have reported the development of VEGF-loaded NPs
for bone regeneration, wound-healing angiogenesis, or
inhibition of the graft shrinkage [40-43]. Most of these
models offer a controlled release of VEGF, depending
on various parameters (temperature, pH, ...). Herein,
via entrapping VEGF-NDPs in active nanoreservoirs,

we obtain cell contact-dependent access of NPs,
depending solely on cells biological needs, avoiding
short-lived effect and instability [44]. Moreover, this
strategy of nanoreservoirs with chitosan allows keep-
ing NPs with the biomaterials into the site of damage,
and protects them from degradation activity due to
their short life span, contrary to a passive release and
diffusion in sity. Human umbilical vein endothelial
cells (HUVECs) are easily extractable and expanded
to large numbers. These cells are frequently used for
in vitro studies of angiogenesis since they are able to
spontaneously organize into capillary-like structures
without the help of additional angiogenic growth fac-
tors, and can spontaneously anastomosis with the host
vasculature [29,45,46).

Recently, we developed by some electrospinning
method a thick porous 3D nanofibrous poly(e-cap-
rolatcone) (3D-PCL) scaffold able to accelerate the
regeneration of a robust mineralized bone [22.23.47].
Herein, we have developed a double strategy combin-
ing both HUVECs and VEGF-NDPs-active 3D nano-
fibrous scaffold to improve vascularization in tissue
engineering for regenerative medicine applications
focusing on bone regeneration. VEGF-NPs were used
and integrated to the scaffold employing the layer-
by-layer (LbL) technology, enabling an active cell-
dependent release of the active molecule [14.48]. More-
over, mesenchymal cells (HOBs) were used to increase
the efficiency of the designed nanoactive 3D scaffold,
firsc by adhesion of endothelial cells (HUVECs), and
then by improving endothelial cells activity.

Materials & methods

3D nanofibrous PCL scaffold preparation

PCL 80 kDa, analytical grade, was obtained from
Perstorp (Malmé, Sweden). The PCL solution was
prepared as previously described [2223.47: a solution
of PCL (23% w/v in dimethylformamide: methylene
chloride 1:1 v/v) was electrospun at high voltage (20 kV
at the beginning), which was increased during the pro-
cess (ending at 26 kV). The clectrospinning device
(EC-DIG electrospinning apparatus; IME Technolo-
gies, Eindhoven, Netherlands) delivered the solution
at a constant rate of 1.2 ml/h in a 35% humidity and
30°C atmosphere. The distance between the needle
and the collector was set at 16 cm. The electrospun jet
was focused in a 25 mm hole within a 2.5 mm thick
poly(methyl methacrylate) mask plate placed over the
conductor, The electrospinning process was stopped
when the designed material reached a thickness around
10 mm. Pieces of 3 mm diameter and 700 pum of thick-
ness were then cut for the experiments. The 3D electro-
spun nanofibrous membranes were kept in a desiccator
at 45°C to remove residual solvents.
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Preparation of VEGF-NPs & VEGF-NPs
(hyaluronic acid)

Chitosan hydrochloride (CS; 30-400 kDa, HEPPE
medical chitosan GmbH (HMC*), Germany) NPs were
produced using an ionotropic gelling method. Sodium
tripolyphosphate (TPP) (85%, Sigma-Aldrich Co., MO,
USA) solution (1 mg/ml) was added dropwise to CS
solution (1 mg/ml) at a ratio of 1:5 w/w under constant
stirring at room temperature. The resultant NPs suspen-
sion was left under stirring for 20 min to ensure complete
particle formation. hVEGF, _-loaded NPs were obtained
using the same method incorporating VEGF (VEGEF-
NPs) 200 pl (0.05% w/v) with TPP solution. Chitosan/
hyaluronic acid (HA) NPs were prepared by the same
ionotropic gelling method, with modifications. HA
(10-20 kDa, Lifecore Biomedical, Chaska, Minnesota,
USA; 0.625 mg/ml) was dissolved in ultrapure water and
mixed with TPP solution (1 mg/ml) ata ratio 3.75:1 w/w
under constant stirring at room temperature. This poly-
anionic phase was then added dropwise to CS (1 mg/ml)
at a ratio of 1:1.80 w/w (HA/TPP: CS) under constant
stirring at room temperature. VEGF-NPs (HA) were
obtained using the same method incorporating VEGF
(VEGF-NPs [HA]) 200 pl (0.05% w/v) with TPP/HA
solution. To obtain dry powders, all were freeze-dried.
Samples were frozen at -80°C, 24 h with trehalose at
ratio 1:8 (Trehalose: CS) and then freeze-dried for 28 h
(Virtis Advantage, SP Scientific, PA, USA).

Nanoparticles’ size characterization

Particle size analyses of freeze-dried samples were per-
formed using dynamic light scattering (Zetasizer Nano
series DTS 1060, Malvern Instruments Ltd, UK). Two
milligrams of VEGF-NPs and VEGF-NPs (HA) were
dispersed in 2 ml of 2-N-morpholino ethane sulfonic
acid (MES) buffer (Sigma-Aldrich Co., 0.04 M MES,
0.15 M NaCl, pH 5.5), loaded into a cuvette and data
recorded at 25°C (n = 3 suspensions).

Poly-lysine fluorescein-isothiocyanate staining
of VEGF-NPs

Glass slides were treated with poly-glutamic acid
(Sigma-Aldrich) (500 pm/ml) for 15 min, rinsed with
phosphate-buffered saline (PBS) for 15 min followed
by addition with VEGF-NPs (3 mg/ml) for 15 min
at room temperature. Finally, samples were rinsed in
PBS for 15 min and then with poly-lysine fluorescein-
isothiocyanate for 15 min. Glass slides were then
observed under an epifluorescent microscope (LEICA
DM 4000 B, Leica Microsystemes, France).

Transmission electron microscopy observation
For visualization of VEGF-NPs and VEGF-NPs (HA),
freeze-dried sample was dispersed in water and applied

to an electronic microscopy copper grid and stained
with 2% phosphotungstic acid solution. The NPs were
imaged by transmission electron microscopy (TEM)
using an FEI CM 120 BioIwin transmission electron
microscope (Philips Electron Optics BV, Netherlands)
using acceleration voltage 120.0 kV (CM120, Philips
Co., The Netherlands).

VEGF-NPs nanoreservoirs formation on 3D-PCL
scaffold

VEGEF-NPs were dissolved at 2 mg/ml in MES buffer
(pH 5.5) and chitosan was added at a concentration of
0.5 mg/ml (Protasan UP CL 113, Novamatrix, Sand-
vika, Norway). The creation of nanoreservoirs con-
taining VEGF-NPs on the nanofibers was carried out
using the LbL technology: briefly the 3D electrospun
scaffold was dipped six-times during 15 min alternately
in solutions of NPs and bovine serum albumi (BSA)
gold (Aurion, Binnenhaven, Wageningen, The Neth-
erlands) or BSA (200 ng/ml; Euromedex, Souffelwey-
ersheim, France). Each bath was followed by a rinsing
step with MES buffer.

Scanning electron microscopy observation

To analyse the morphology of the functionalized
3D-PCL scaffolds, samples were fixed in paraformal-
dehyde 4% for 10 min at 4°C, then dehydrated and
observed with a scanning electron microscope (SEM
Hitachi TM 1000 or FEG Sirion XL; FEI) in conven-
tional mode (high vacuum) by collecting either sec-
ondary electrons or a combination of secondary and
retro-diffused electrons.

Cell culture

HUVECs and human primary osteoblasts (HOBs)
were obtained from PromoCell (Heidelberg, Ger-
many). The cells were cultured in specific growth
medium (endothelial cell growth medium, osteoblast
growth medium, respectively, PromoCell). The cells
were incubated at 37°C in a humidified atmosphere
of 5% CO,. When cells reached confluence, they
were harvested with trypsin (Ozyme, France) and
subcultured.

HUVECs culture in collagen gel

HUVECs culture medium was mixed with collagen
I (2 mg/ml; Institut de biotechnologic Jacques Boy,
Reims, France), and NaOH (0.1 M) was added to
adjust the pH of the preparation. The cellular suspen-
sion of HUVECs, containing or not VEGE-NPs (2
mg/ml), was added and the final solution was seeded on
3D-PCL scaffolds or in small Petri dishes, in a humidi-
fied atmosphere at 37°C and 5% CO, to polymerize
the collagen gel. Cells in collagen gel on scaffolds were
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then cultured in their corresponding growth medium
in a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO,.

Cell viability

Alamar Blue® (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
was used to assess cell metabolic activity over time. In
this study, 4 x 10* human osteoblasts were first seeded
on 3D-PCL scaffolds containing or not nanoreser-
voirs of VEGF-NPs. After 7 days, 4 x 10* HUVECs
were seeded on this precoated scaffold, and samples
were cultured during a total of 28 days in a prolifera-
tive medium consisting of 50% HOB medium/50%
HUVEC medium. Analyses were performed at days
7,9, 14, 21 and 28 by culturing cells with a solution
of 10% Alamar Blue/Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium without phenol red (Lonza, Levallois-Perret,
France) during 4 h in a humidified atmosphere at 37°C
and 5% CO,. The same experiments were performed
with HUVEC: cells in collagen gel seeded on 3D-PCL
equipped or not with VEGF-NPs (days 3, 7, 14, 21 and
28). Optical density of supernatants was measured at
575 and 590 nm in order to determine the percent-
age of Alamar Blue reduction. Statistical analyses were
obtained by #-paired Student test.

Subcutaneous in vivo implantation in nude
mice
All procedures regarding animals and tissues were
designed in agreement with the recommendations of
the EU (2010/63/EU), and were performed according
to authorized investigator Dr N Jessel (Director of the
Osteoarticular and Dental Regenerative Nanomedi-
cine team), holder of a personal license from Préfecture
du Bas-Rhin (number 67-315), who oversaw experi-
ments done on mice. All experiments were performed
in the Animalerie Centrale de la Faculté de Médecine
de Strasbourg with the approval number A 67-482-35
from the Veterinary Public Health Service of the Pré-
fecture du Bas-Rhin, representing the French Ministry
of Agriculture, Department of Veterinary Science.
The study involved nude male mice (Crl: NIH-
Foxnl1™; Charles River, Larbresle, France) 6 weeks of
age. The mice were anesthetized with an intraperito-
neal injection of 100 mg/kg of ketamine (VIRBAC
Santé Animale; Centravet, Nancy, France) and injec-
tion of 10 mg/kg of Xylazine (Rompun® 2%, VIRBAC
Santé Animale; Centravet, France) and animals were
placed in a ventral decubitus position on a heating
plate, under strict aseptic conditions. After skin inci-
sion, 3 mm long 3D-PCL scaffolds, with and without
VEGF-NPs nanoreservoirs, which had been seeded
with HOBs and HUVEC: for 2 weeks (14 days), were
subcutaneously implanted in the mice. The skin was
then sealed with sutures and the mice’ behavior was

observed after waking up and during the incubation
time. The mice were sacrificed with an intraperitoneal
injection of a lethal dose of ketamine and the samples
were extracted after 4 and 8 days of implantation.

Immunofluorescence staining

Samples were fixed with 4% paraformaldehyde solu-
tion for 10 min at 4°C and permeabilized with a 0.1%
Triton X-100 solution for an hour at room temperature.
To specifically label the surface of endothelial cells,
samples were incubated overnight at 4°C with mouse
monoclonal anti-CD31 (1/400, Santa Cruz Biotech-
nology, Inc., TX, USA), followed by 1 h incubation
at room temperature with the secondary anti-IgG of
mouse coupled to Alexa Fluor 488 (Life Technologies,
Fisher Scientific, France). Samples were then incubated
for 20 min in a solution of Alexa fluor 546-conjugated
phalloidin (1/200, Life Technologies, Fisher Scientific).
After this step, a solution of 200 nM DAPI (Sigma-
Aldrich) was added to mark the nuclei of exposed cells.
Observation of the samples was carried out using an
epifluorescence microscope (Leica DM 4000 B).

Results

VEGF-NPs to design a nanoactive 3D
biomaterial

To increase the efficiency of tissue repairing iz vivo,
we developed an active tridimensional biomaterial
equipped with VEGF-NPs. Our team previously devel-
oped a 3D porous PCL scaffold (Figure 1A) by the elec-
trospinning method, for bone regeneration [2223.47]. As
previously described, this 3D-PCL implant (Figure 1B)
presents a superposition of spaced stratified layers of
PCL nanofibers, facilitating macropores formation.
This is an interconnected microporous/macroporous
scaffold, constituted of nanofibers (700 wm of thick-
ness; fibers of 689 + 45 nm in diameter) able to mimic
the collagen present in the extracellular matrix of
healthy bone tissue, in favor of blood vessel coloniza-
tion [22,23,47]. In this study, to make this 3D nanofibrous
scaffold active, we first manufactured VEGF-NPs, and
then added these to our 3D biomaterial. The VEGF-
NPs are composed of chitosan forming the shell of the
NPs, and VEGF encapsulated within the NPs. These
VEGEF-NPs were obtained by inotropic gelling and
freeze-drying method (Figure 1C). These NPs have a
mean size of 175.4 + 4.1 nm for VEGF-NDPs and 167.5
+ 10.6 nm for VEGF-NPs containing HA (VEGEF-
NPs [HA]) (Figure 1D). These observations, together
with transmission electron microscopy observations
(Figure 1E & F), did not show significant differences in
size between the two types of VEGF-NPs. Then, we
functionalized the 3D scaffold (Figure 2) by depositing
VEGEF-NPs. To this end, we employed our nanores-
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ervoirs technology using the LbL technique [14]. After
having tested different concentrations of VEGF-NDPs
to form the nanoreservoirs with chitosan solutions,
we have found that the optimal condition to obtain a
homogeneous deposition of NPs all along nanofibers
of the scaffold, and throughout all the thickness of our
3D nanofibrous PCL, was a VEGF-NDPs concentration
of 2 mg/ml (data not shown). The LbL (BSA/VEGE-
NPS)G—treated nanofibers (Figure 2B) showed a more
homogeneous deposition of VEGF-NPs encapsulated
within nanoreservoirs all along the fibers (Figure 2B),
confirmed by co-localization with gold-labeled BSA
LbL (Figure 2C), compared with a single adsorption of
VEGE-NPs (Figure 2A). Hence, we were able to design
a porous tridimensional scaffold mimicking extracel-
lular matrix (ECM) and homogeneously equipped
with VEGEF-NPs, ready to receive endothelial cells.

VEGF-NPs active 3D scaffold effect on
endothelial cells

As endothelial cells require collagen motifs to adhere
to a biomaterial, we used collagen gel to increase endo-
thelial cells adhesion to the 3D-PCL scaffold. Behavior
of endothelial cells in the presence of VEGFE-NPs was
first analyzed and results were observed by fluorescence
staining. In the presence of VEGF-NPs, endothelial
cells showed regular linear, tubule-like, cell organiza-
tion (Figure 3C), compared with HUVECs cultured
without additional VEGF-NDPs (Figure 3B). As the endo-
thelial cells organization in the presence of VEGF-NPs
was confirmed in the collagen gel, we next analyzed the
behavior of endothelial cells on the VEGF-NPs-active
3D-PCL scaffold. In this condition, Alamar Blue test
showed no significant difference between cells cultured
on VEGF-NPs scaffold and nonfunctionalized scaffold
at each time point (Figure 3A), showing biocompatibil-
ity of VEGF-NPs nanofibrous scaffold with endothelial
cells. However, significant difference was found for the
nonfunctionalized scaffold between days 3 and 28. This
result could be explained by a loss of collagen gel con-
taining endothelial cells, during the incubation time.
Endothelial cells reorganization was also observed in
this active tridimensional material (Figure 3E). Hence,
we showed that our 3D-PCL scaffold equipped with
VEGEF-NPs was active, and biocompatible for rapid

endothelial cells activity and reorganization.

Double effect of VEGF-NPs active 3D-PCL &
osteoblasts on endothelial cells
We sequentially used mesenchymal cells (HOBs) as a
coating of VEGF-NPs active 3D-PCL, for the adhesion
of endothelial cells.

We first investigated the biocompatibility of our 3D
VEGEF-NPs-active nanofibrous material preseeded with

HOBs during 7 days, and then covered by endothe-
lial cells. Analysis showed an increase in the metabolic
activity all along the culture and after seeding of endo-
thelial cells on HOBs (Figure 4A). Interestingly, the
metabolic activity was more important when endothe-
lial cells were seeded on an HOB precoated VEGE-NPs
active scaffold (Figure 4A) compared with cells seeded
in collagen gel (Figure 3). At day 14, a significant differ-
ence occurred with cells cultured on VEGF-NPs bio-
materials, showing more significant metabolic activity
than cells without VEGF-NPs (p = 0.018) (Figure 4A).
Moreover, at day 28, more tubule-like endothelial
structures were observed on the VEGF-NPs 3D-PCL
scaffold (Figure 4C). These results were observed by
indirect immunofluorescence against endothelial-spe-
cific marker CD31 (Figure 4B & C). Endothelial cells
(visible in green) were first able to adhere to the scaffold
without any collagen gel (Figure 4B) and second, they
were able to form tubule-like and linear structures on
this double active implant (Figure 4C). We then subcu-
taneously implanted our double active scaffold in nude
mice to observe its influence on host endothelial cells
(Supplementary Figure 1). After 4 and 8 days in vivo,
the macroscopic view of the implant revealed that when
equipped with VEGF-NPs nanoreservoirs (NRs), it was
able to increase the host vasculature recruitment (host
endothelial cells) toward implant by 20% compared
with nonfunctionalized one (Supplementary Figure 1).
These results show the potential double activity of our
scaffold with regard to endothelial cells. The effect of
our implant on tubule-like structures formation was
obtained by the addition of VEGF-NPs and improved
by the precoating with human osteoblast cells HOBs.

Discussion

VEGF-NPs encapsulated in nanoreservoirs

on a 3D scaffold to accelerate implant
vascularization

In the last decade, a large variety of active biomaterials
have been developed for tissue engineering [1,12-14.21-
26.49-60]. Focusing on either cartilage or bone tissue
regeneration and controlled and active release of growth
factor, our team has developed several active nanofi-
brous materials equipped with active nanoreservoirs
of BMP-2 and BMP-7 [14.21-26]. These natural collagen
(Bio-Gide®, Geistlich Pharma, France SA) or polymeric
(PCL) implants showed great potential in regenera-
tive nanomedicine for bone regeneration with primary
autologous cells (human mesenchymal stem cells,
HOBs) [14.21-26]. The tridimensional electrospun PCL
nanofibrous scaffold appeared to be promising due to
its biomimicking architecture, with high porosity and
enhanced pore interconnectivity, improving cell coloni-
zation and infilcration [22,23]. Particularly for bone tissue
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Figure 1. (A) Macroscopic view of the tridimensional nanofibrous PCL porous scaffold. (B) SEM image of nanofibers forming the
3D-PCL scaffold. (C) Fluorescence visualization of the VEGF-NPs, coated with PLL-FITC after adsorption on glass. (D) Size measurement
of the VEGF-NPs (designed with chitosan or a mixture of chitosan/hyaluronic acid) determined by dynamic light scattering (n = 3).

All values are expressed as mean + SEM. (E & F) TEM pictures of the VEGF-NPs confirming their size and shape. Scale bars: (A) 2 mm,
(B) 400 nm, (C) 1 um, (E & F) 200 nm.

FITC: Fluorescein isothiocyanate; HA: Hyaluronic acid; NP: Nanoparticle; PCL: Poly(e-caprolactone); PLL: Poly-L-lysine.

engineering and blood supply during the early stages of ~ sufficient blood perfusion within implants for calcium
postimplantation, it is necessary to provide a fast and  and phosphorus distribution, nutrients and oxygen dif-
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fusion, and elimination of wastes. Bone healing can
be improved by adjusting the speed of vascularization,
and during the last 5 years, attempts have been made
to increase vascularization in the tissue-engineering
field (27-29.33.38,39]. Hence, basic strategies using scaffolds
focused first on the use of cells (HUVEC, EPC) [30-32],
and second on the use of active molecules (VEGF,
Angl.) operating on endothelial cells [34-36] to promote
proliferation, migration, sprouting and establishment
of functional blood vessel. In our strategy, we chose to
use not only VEGF active molecules (VEGF-NPs), but
also endothelial and mesenchymal cells. VEGF plays a
pivotal role in bone healing and remodeling. Moreover,
if a local excessive dose of VEGF is released over a short
time period, this leads to generation of nonfunctional
and leaky blood vessels. To this end, a more sustained
release over time is required to promote angiogenesis [30],
which is the case in our strategy of nanoreservoirs.
Hence, the effects of VEGF on biological processes
are dose dependent. Our technology of nanoreservoirs
created by LbL allowed a homogeneous distribution of
VEGE-NPs all over the scaffold and enabled an active
and controlled release of VEGF-NPs, dependent on the
cells contact to the nanoreservoirs [14.48]. In our strategy,
HUVEC:s cells will recognize and adhere to chitosan,
whether it is present on NPs or in our nanoreservoirs
functionalization. In the case of active nanoreservoirs,
cells will degrade nanoreservoirs by enzymatic reaction
and will have an access to the NPs containing VEGF.
Moreover, encapsulated active molecules represent a
major advantage considering the short half-life of the
VEGF (50 min). Our nanoreservoir technology over-
comes potential damages that can occur to VEGF by

VEGF-NP adsorption

23

VEGF-NP NRs

Research Article

Figure 2. SEM visualization of the active VEGF-NPs on 3D-PCL nanofibers.
(A) Simple adsorption of VEGF-NPs (1 mg, overnight) onto the 3D-PCL
Double effect of VEGE-NPs & mesenchymal scaffold. (B & C) YEGF—NP functionalization' o.f the 3D-PCL using NR

X 9 . technology (LbL): (B) Homogeneous repartition of the VEGF-NP NRs all
cells (HOBs) on endothelial cells organization along the nanofibres, and (C) co-localization of the same NRs when gold-
Our nanofibrous scaffold was obtained from polycap- labeled BSA replaced BSA. Scale bars: 400 nm.
rolactone by electrospinning. This nanostructured BSA: Bovine serum albumin; NP: Nanoparticle; NR: Nanoreservoir

protecting it within nanoreservoirs.

material has already shown its efficacy in terms of
bone regeneration with mesenchymal stem cells and
primary human osteoblastic cells [14.21-23]. Moreover,
this 3D material leads to a homogeneous attachment
of osteoblastic cells [14.21-23]. When dotted with chi-
tosan-growth factor nanoreservoirs, 3D-PCL allows
cell adhesion specifically in clusters onto the nanores-
ervoirs, contrary to nonfunctionalized PCL. The
adherence of osteoblastic cells in clusters will further
create a cluster of endothelial cells adhesion, where
these cells will reorganise, thanks to the angiogenic
environment provided by osteoblastic cells. However,
adhesion of endothelial cells requires collagen moi-
eties [61.62]. Hence, in this study we used a collagen gel
to improve endothelial cells adhesion. In these condi-

tions, HUVECs were able to reorganize linearly, in
the presence of VEGF-NPs directly in collagen gel or
onto the 3D-PCL scaffold. However, the use of col-
lagen with 3D-PCL scaffold presents technical limita-
tions. Hence, in this study we adapted another alter-
native to improve endothelial cells adhesion to PCL,
with the use of functionalized PCL scaffolds precoated
with mesenchymal cells. In our study, the sequential
seeding, with mesenchymal osteoblastic cells prior to
endothelial cells, leads to a primo-access of mesenchy-
mal cells to VEGF. These cells will serve as anchor to
endothelial cells attachment to the biomaterial; and
secretor of growth factor for activation/reorganization
of endothelial cells.
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Figure 3. In vitro biocompatibility of VEGF-NPs with endothelial cells. (A) An Alamar Blue® test was performed on a 3D-PCL scaffold
functionalized with VEGF-NPs nanoreservoirs, embedded in a collagen gel containing endothelial cells. This test was performed at 3,
7, 14, 14, 21 and 28 days post-embedding (n = 3). All values are expressed as mean + SEM. Differences were considered significant at
95% Cl. (B-E) Cells organization visualized by fluorescence staining (Blue DAPI staining for the nuclei, red phalloidin staining for actin
cytoskeleton). HUVECs were seeded in a collagen gel without VEGF-NPs (B) or with VEGF-NPs (C) and cultured on a 3D-PCL scaffold

containing VEGF-NPs nanoreservoirs (E) or not (D). Scale bars: (B-E) 100 um.

*p < 0.1 = significant; **p < 0.05 = very significant; ***p < 0.01 = extremely significant.

NP: Nanoparticle; NR: Nanoreservoir; PCL: Poly(s-caprolactone).

In this study we developed an active scaffold able
to improve and accelerate endothelial cells organiza-
tion in tubule-like structures and host vasculature
recruitment in the implant after implantation to ame-
liorate tissue-engineering efficacy. After showing the
efficiency of VEGE-NPs on HUVECs behavior, we
used HOBs to improve their adhesion on PCL scaf-
fold. Actually, cells of mesenchymal origin, either by
their capacity to secrete extracellular matrix (decellu-
larized matrix) or by their own particular nature, were
exploited to improve cell attachment on noncollagen
materials [48,63,64]. Processes of angiogenesis and bone
formation are thought to be in close interaction in bone
healing. Moreover HOBs and mesenchymal stem cells
are known to increase the stability of in vitro and in
vivo tubule-like structure formation by endothelial
cells 129.65]. Recently, much attention has been imple-
mented in endothelial cells as mediators of osteogenic
differentiation, since the combined use of mesenchy-
mal cells (HOBs, mesenchymal stem cells) significantly
enhanced the ability of osteogenic differentiation tissue
in vitro [22,23,66-68). With the combination of the two
strategies in one material (VEGF-NPs and the use of
HOBs), we were able to accelerate host vascularization
of the implant 77z vivo. These results could be explained

by the fact that VEGF was not only available viz our
NPs for exogenic endothelial cells added to the scaf-
fold, but also that HOBs and HUVECs used synergis-
tically secrete more angiogenic factors compared with
HUVEC:s alone [69]. Moreover, the access of HOBs to
the VEGF-NDPs can increase the secretion of angiogenic
factors in the implant, resulting in the VEGF molecules
acting directly on osteoblasts proliferation and migra-
tion [70]. Thus, in our double strategy, endothelial cells
will adhere to the VEGF-NPs material via the prior
matrix secretion of HOBs. HOBs, degrading nanores-
ervoirs by enzymatic reaction, will have an access to the
VEGEF-NPs, and will secrete angiogenic factor used by
HUVECs. Based on the capacity of exogenous endo-
thelial cells to anastomose with host vasculature [29], we
subcutaneously implanted our double active implant
and observed an enhanced initiation of host vascula-
ture in the implant containing VEGE-NPs compared
with the nonfunctionalized scaffold. Controlled drug
release is an important field for human health. In most
cases, the materials developed for regenerative medi-
cine, using VEGF [40-43], lead to a high-dose passive
release with overdoses, side effects and the progression
of tumors [71], particularly in regeneration of tissues
damaged after irradiation. With our double strategy,

10.2217/nnm-2016-0189 Nanomedicine (Lond.) (Epub ahead of print)

future science group

92



Advanced nanostructured medical device for enhanced engineered tissue vascularization Resea rch Article

3D PCL

i O NF-NPs

W VEGF-NPs NRs @
*
20
15
10
5
0
7 9

Figure 4. In vitro behavior of HUVECs cultured on the double active VEGF-NPs 3D-PCL scaffold. Active VEGF- NPs PCL was first
pre-coated with osteoblasts (HOBs) (cultured during 7 days) and then seeded with HUVECs and cultured during a total of 28 days.

(A) Alamar Blue® test was performed on a 3D-PCL scaffold functionalized with empty-NPs (chitosan nanoparticle, VEGF free, noted as
NF-NPs) nanoreservoirs or with VEGF-NPs NRs at D7 (prior to HUVECs addition), D9, D14, D21 and D28 (n = 3). All values are expressed
as mean = SEM. Differences were considered significant at 95% CI. (B & C) Cells organization visualized by fluorescence staining at
D28. In blue, DAPI staining for the nuclei; in red, phalloidin staining for actin cytoskeleton and in green, CD31 for the specific staining
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of endothelial cells. Scale bars: 100 um.

*p < 0.1 = significant; **p < 0.05 = very significant; ***p < 0.01 = extremely significant.

CD31: Cluster of differentiation 31; NF: Nonfunctionalized; NP: Nanoparticle; NR: Nanoreservoir; PCL: Poly(e-caprolactone).

VEGEF release is sustained and dependent on cells adhe-
sion and contact, and reliant on their own needs. More-
over, the growth factor release is localized at the desired
site, avoiding thus side effects.

Conclusion

In the last few years, new tissue-engineering strate-
gies for bone repair have focused on vascularization
to improve the quality of repaired tissues. In this
work, our aim was to develop a new strategy of active
implant leading to improve endothelial cells organi-
zation. This strategy can improve vascularization in
situ and can enhance the repair potential of tissues
in vivo. In this study, we developed a 3D biodegrad-
able and polymeric scaffold, highly porous, active for
endothelial cells organization and improving the speed
of cell reorganization by incorporating VEGFE-NDPs.
This scaffold was active toward endothelial cells not
only via the incorporation of VEGE-NPs, but also via
incorporation of osteoblast cells as precoating on our
3D-PCL nanofibrous scaffold. This work highlights
the nanofibrous implant potential, offering an active
and sustained release of angiogenic growth factor for
regenerative medicine application. The double effect
obtained 77 vivo with this living implant can be trans-
ferred to the clinic, taking advantage of the therapeutic
potential of mesenchymal stem cells.

Supplementary data

To view the supplementary data that accompany this paper
please visit the journal website at: www.futuremedicine.com/
doi/full/10.2217/nnm-2016-0189
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Executive summary

Design of a tridimensional active material for regenerative medicine

¢ \We have developed here a VEGF-active tridimensional polymeric material containing a homogeneous
repartition of nanoparticles with a cell contact-dependant active release.

¢ The entrapment of VEGF nanoparticles in nanoreservoirs is able to have an effect on endothelial cells
behavior.

e This material offers an active and sustained release of angiogenic growth factor for regenerative medicine
application.

Double strategy to promote endothelial cell reorganization for regenerative medicine

e The adhesion of mesenchymal cells onto the VEGF nanoreservoirs material enables to potentiate its own
capacity to act on endothelial cells behavior.

¢ The use of mesenchymal cells and VEGF nanoparticles can increase the endothelial cells reorganization.

e This double strategy can promote angiogenesis after implantation and can potentiate the current implants
used in regenerative medicine.
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Il. Des éponges de collagene comme support de vasetian pour la médecine

régénérative osseuse

Le temps nécessaire a I'obtention d’un tissu osségénéré fonctionnel dépend de I'existence
d’un support vasculaire fiable. Les techniqueseltda utilisées en clinique, par exemple aprées
une extraction dentaire, ne permettent pas de negay de préserver le volume osseux initial.
Notre but est de développer un implant actif caligsé de troisieme génération, équipé de
cellules souches mésenchymateuses humaines (hM&s) améliorer la qualité de la
vascularisation de I'implant. Nous avons ensememciénplant collagénique retrouvé dans le
commerce avec des hMSCs puis avec des celluleshetidées humaines de veine ombilicale
(HUVECs). Nous avons analysé la biocompatibilité et comportement des cellules
endothéliales avec cet implant. Nous avons obsameébiocompatibilité de I'implant actif et
une réorganisation des cellules endothéliales seat& groupés. Ce travail montre la
possibilité de développer un implant de troisienémégation, support de vascularisation,

ameliorant la prise en charge des patients.

Ce travail a donné lieu a un article soumis dans-NBedical Materials and Engineering
(article 3).
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Collagen sponges as a support for vascularization

for bone regenerative medicine
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Abstract. The time needed to obtain functional regeneratedke biissue depends on the
existence of a reliable vascular support. Curreahrniiques used in clinic, for example after
tooth extraction, do not allow regaining or pregsggvthe same bone volume. Our aim is to
develop a cellularized active implant of the thigéneration, equipped with human
mesenchymal stem cells to improve the quality oplant vascularization. We seeded a
commercialized collagenic implant with human mesgnal stem cells (hMSCs) and then
with human umbilical vein endothelial cells (HUVEC®/e analyzed the biocompatibility and
the behavior of endothelial cells with this implate observed a biocompatibility of the active
implant, and a re-organization of endothelial ceite clustered networks. This work shows the
possibility to develop an implant of the third geateon supporting vascularization, improving

the medical care of patients.

Keywords: Collagenic implant, vascularization, mesenchynteinscells, endothelial cells
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1. Introduction

These recent years, into the regenerative medieiltk a plethora of biomaterials based
on polymeric (PLA (poly lactic acid), PGA (polyglgelic acid), PCL (poly-caprolactone) or
natural (collagen, alginate, fibrin, chitosan) caments were developed, aiming to offer an
ideal environment supporting tissue regeneratiter ahplantation. More particularly for bone
tissue engineering, the implantation of collagemplants in a bone defect is a practice which
aim is hemostasis [1], commonly used after a teathaction for example. Collagen promotes
the formation of a stable clot and helps reducd-ppsrative bleeding [2]. Moreover, the
clinical use of collagenic biomaterials in dentatgery promotes guided bone regeneration,
inter alia by means of tissue exclusion [3]. Howewene of the techniques currently used in
clinic to preserve or regain a good quality of bameits initial volume (bone substitutes,
allografts, xenografts, membranes of collagen todgd bone regeneration) gives satisfaction
[4]. Furthermore, some xenografts have disadvastageh as high cost and low presence of
autogenous bone in the rebuilt tissue volume, dukd low adsorbability of the material [5].

The deposit of a simple collagen implant into bdegects does not provide satisfactory
results, compared to natural bone healing [6-1BlsT during these last decades, several kinds
of active materials were developed [11-16]. Thesgenmls can be active by the addition of
growth factors, or by the addition of living celts, create a material of the third generation,
which is specifically the case for regenerative itied. Indeed, for bone regenerative
medicine, collagen sponges have the advantage éblbeto locally deliver active molecules
(growth factors, antibiotics...) [17-20]. Studiesvk shown that the addition of bone
morphogenetic protein (BMP) to collagen spongesisaantly improved bone regeneration
[21-24]. However, this technique also presents ppmaconvenient: the local release of the

molecules is too fast and thus, causes overdosidgdverse effects [18].
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Another way to influence the quality and speed dbone regeneration is the ability
to facilitate the development of a vascular networkn the bone tissue during regeneration
This network will provide the nutrients and minsralecessary for cells, conveying cellular
waste [25-27], and therefore avoid the potenti@ross in the middle of bone defects of a
moderate size. Nowadays, with the development ¢énads of the third generation, the single
use of cells can be associated to the materialsctease efficiency of materials and tissue
repair. The important use of human mesenchymal stdl® in regenerative medicine comes
from their important therapeutic effects [28, 2%hese cells are not only able to directly
participate to tissue healing and repair by bossug differentiation, but also indirectly via
paracrine secretion of angiogenic, neurogenic antidapoptotic factors [30]. Moreover, and
particularly for the formation of vascular networkwas well demonstrated that these cells

present the potential to form functional blood ws$31, 32].

Our aim is to develop active materials of the dhgeneration offering an ideal
environment for vascularization. In this work, weed a porous collagen sponge, and we
associated human mesenchymal stem cells to hunuarhatial cells in culture. We analyzed

their biocompatibility and their behavior vitro.

2. Material and methods

2.1. Scanning Electron Microscopy (SEM)

Collagen sponges (Pang&esorbable haemostatic collagen compress, Urgoddidi
were cut in pieces and fixed in paraformaldehydeA)P4% for 10 minutes at 4°C. They were
then dehydrated, and observed with a scanningretenticroscope (SEM Hitachi TM 1000 or

FEG Sirion XL; FEI) in conventional mode (high vaon) with a secondary electron detector.

2.3. Cell culture
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Collagen sponges (Pang&esorbable haemostatic collagen compress, Urgoddidi
were cut (5mm of diameter) and placed in multiealles. They were then sterilized by 30-min
exposure to UV light (254 nm, 30W, distance 20 any equilibrated in contact with 1 mL of
serum-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEprior to cell culture. Human
umbilical vein endothelial cells (HUVECSs) and Hunmaasenchymal stem cells (hnMSCs) were
obtained from PromoCell (Heidelberg, Germany). Thaks were cultured in specific growth
medium supplemented with supplement mix (respdgteedothelial cell growth medium, and
mesenchymal stem cells growth medium, PromoCelig dells were incubated at 37°C in a
humidified atmosphere of 5% GONhen cells reached sub-confluence, they wereested

with trypsin and subcultured.
2.4. Biocompatibility

Alamar Blue® (Thermo Fischer Scientific, Walthaw4, USA) was used to assess cell
metabolic activity over time. The Alamar Blue® testa water-soluble, non-toxic, colorimetric
redox indicator that changes color in responsestbongetabolism. 15xMSCs were seeded
on each collagen sponge. 7 days after, 55KLOVECs were seeded on the same sponges, and
samples were cultured during a total of 21 daya proliferative medium consisting of half
MSC-medium, and half HUVECs-medium (n=4). At D3,4)and D21, cells were incubated
in 10% Alamar Blue® / D-MEM without phenol red (Loa Levallois-Perret, France) solution
in a humidified atmosphere at 37°C and 5% COZ2.rAfte, incubation medium was transferred
to 96-well plates and absorbances at 570 and 595wene measured to determine the
percentage of Alamar Blue® reduction. Statisticalgsis was obtained by t Student test. A

probability p-value < 0.05 was considered signific® reject the null hypothesis.

2.5. Immunofluorescence
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After 21 days of culture, samples were fixed withh PFA during 10 min at 4°C, rinsed
with PBS, and permeabilized with 0.1% Triton X-1fa® 1h. Indirect immunostaining was
performed after the fixation. To visualize spedafig the surface of endothelial cells, samples
were incubated overnight at 4°C using Rb Anti-CHB400, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Dallas, TX, USA). Alexa Fluor 488 anti-Rb (1/200fde.Technologies) was then applied to
samples for 2 hours. After rinses with PBS, sampiexe incubated for 20 min with a solution
of Alexa Fluor 546-conjugated phalloidin (1/200, Istrular Probes, Life Technologies, Fisher
Scientific, lllkirch, France). Finally, for nucleataining, samples were incubated during 10
minutes with a solution of 200 nM DAPI (Sigma-Alchi). Samples were then observed with a

microscope equipped for epifluorescence (LEICA DREB).

3. Results

The SEM observation of the collagen sponge shaavbbmaterial appearing porous
and with a smooth surface (Figure 1). These ob#ensademonstrated a great environment for
cell colonization, recruitment and proliferationo Verify next the biocompatibility of the
collagen sponge with human mesenchymal stem asllsvéth endothelial cells, we analyzed
the evolution of their metabolic activity duringetito-culturein vitro. This follow-up was
performed using Alamar Blue® (Figure 2). Thesestastowed a significant increase of cells
metabolic activity from day 3 to day 14. Moreovieistmetabolic activity stabilized from day
14 to day 21. These results are not only consistétht the fact that this collagen implant
equipped with mesenchymal stem cells is biocom|gatdy endothelial cells, but also for a cell
reorganization. To next analyze the behavior obéimelial cells on the hMSCs coated collagen
sponge, we performed a specific staining of HUVBE idirect immunofluorescence against
CD-31. After 21 days of culture, we observed aganization of endothelial cells as “cluster”

(Figure 3). Taking together, these results showrbtethe ability of the collagen sponge to
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support the reorganization of endothelial cellthe presence of human mesenchymal stem

cells.

4. Discussion

For efficient tissues repair, the formation ofumdtional vascular network plays an
essential role for biomaterials host integratiomvpding essential nutrients necessary for the
healing process. Different strategies are aiminghatoving vascularization and formation of
more healthy tissues construct [33]. These strasdgicus on the modeling of adequate scaffold
morphology, the addition of growth factors, andte use of living cells [33]. In this work, we
showed that the Urgo collagenic implant combinedhvwiuman mesenchymal stem cell
represents a biocompatible material of the thingegation able to support the endothelial cells
reorganization. This reorganization can be assigoelde great therapeutic potential of human
mesenchymal stem cells. Indeed, these last yéarasiwell demonstrated and established that
adult mesenchymal stem cells have an intrinsiccayggiic role [27]. Moreover, it has been
shown that there is an interaction between MSCseaddthelial cells (EC) within a co-culture
[34-38], causing an increase in the secretion oivgn factors [26, 34, 39] such as VEGF [27,
40], and an increase in the osteogenic potentt&l42]. In our work, we chose to exploit the
therapeutic effects of human mesenchymal stem, @gllsng as maintainer of endothelial cells,
and we were able to observe that a network reargdon of cells occurred without any
additional input of VEGF.

The Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [gratein involved in angiogenesis.
VEGF is a pro-angiogenic factor inducing stem dédflerentiation into endothelial cells [42-
44]. Moreover, VEGF allows the recruitment of maatrages and mononuclear producing
additional angiogenic factors [45]. New bone regatien strategies are specifically focused

on its use coupled with active materials [40, 46Jprevious works, we validated a strategy of
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nanocontainers using FDA-approved molecules, foaerelerated bone regeneration using
BMP-7 or BMP-2, and adult mesenchymal stem cells@]. This nanostrategy leads to a local
delivery, cell-contact dependent of the growth dest avoiding side effects after implantation
[16]. More specifically for vascularization in botigsue healing, we transferred this technology
to a polymeric tridimensional implant equipped WiMEGF nanoparticles able to promote
endothelial cells reorganization and host bloode&lssrecruitment after implantation [51]. By
using this double strategy of active functionalkredterials releasing a local dose of angiogenic
growth factors, combined with the use of adult mekgmal stem cells, the resulted created
cellular environment is expected to favor vascaktion in case of tissue repair. Today, our
aim is to meet the demand from clinicians by depwlg a technique to enhance the quality and
speed of bone regeneration, using FDA-approvedcgutds. This could ensure a good quality
of bone support and reduce the time before an mhglargery in dentistry for example, time
during which the patient remains toothless or heaira potentially uncomfortable removable

prosthodontics.

5. Conclusion

The current bone regeneration techniques usedinit,cfor example after a tooth
extraction, do not allow preserving or regaining #ame volume and the same quality of bone.
Natural bone healing process offers for examplsable dental implant support, but it happens
that the volume of bone after healing is insuffitje@nd that the time before a possible implant
surgery is crippling for the patient. We showedetthiat the combined use of a collagen sponge
with human mesenchymal stem cells could represegteat support to endothelial cells
reorganization. This promising approach of bioaetimplant of the third generation was

biocompatible and permitted an organization of émelcal cells in networks. To combine this
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strategy with the release of angiogenic moleculesldc represent a real advantage for

revascularization in bone tissue repair.
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Figure 1. Urgo native collagen spongeA : macroscopic view. B and C : SEM image of

collagen fibers. (scale bars: A. 1cm ; B. 200pum 5@m).

113



30 7

25 7

I 1
(TN
1
20
15
10 A
g -
o T T
o3 oy b2l

Culture time [Days)

Reduction Alamar Blue (%)

Figure 2. Biocompatibility of the collagen implantwith human mesenchymal stem cells
and human endothelial cellsThe metabolic activity of cells was analyzed (& D14, D21)

in vitro by an Alamar Blue® test during the culture periiode. (n=4) Statistical analysis was
obtained by t- Student test. All values are exmésas mean + SEM. Differences were
considered significant at 95% CI. *p < 0.1 = sigraht; **p < 0.05 = very significant; ***p <

0.01 = extremely significant.
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Figure 3. Behavior of endothelial cells in collagemplant of the third generation. Collagen

sponges (Urgo medical) were seeded with human rabgeral stem cells and cultured during

7 days. After 7 days, human endothelial cells (H@gEwere seeded on the same sample. The
culture was maintained during a total of 21 days. After 21 days, endothelial cells were
observed by a specific immunostainning against C@8fjreen). B) The total cells were also
observed in red by phalloidin for actin and in bhyeDAPI staining of the nuclei.

Scale bar: 100pm
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[l Réflexions éthiques sur le développement de siegtégnovantes pour la

régenération osseuse

Nous avons vu dans le chapitre 2 que I'autogredfaeasite un deuxiéme site opératoire, ce qui
augmente le risque théorique de complications dbdéeurs pour le patient. Trouver un moyen
de minorer ces complications et d’éviter les dorddi¢es au second site opératoire [54, 68]
apparait alors résolument comme une entreprisa@pentre autres, éthique. L’allogreffe
parait immédiatement étre une solution [7, 69}t tamnme la xénogreffe. Si cette derniére pose
la question de son acceptabilité par les patiemtégard a leurs croyances [70], et au risque
potentiel de transmission de zoonoses [5], I'akdfgr présente elle aussi un risque infectieux
non négligeable, et ces deux techniques ont malesdimites biologiques (voir chapitre 1).
Une autre voie de recherche a pour objectif de glagn qualité et en sécurité des soins
concernant les Iésions osseuses, c’est I'ingértisgelaire osseuse. Son développement améne
plusieurs considérations éthiques. En 2008, de\&ied. [70] ont effectué une revue de la
littérature en s’intéressant aux articles sur émtb de I'ingénierie tissulaire qui présentaient un

guestionnement éthique : leur recherche a faitrajippa pas moins de 203 articles.

1) Nature et obtention des cellules utilisées

Les cellules utilisées pour le développement agé&nierie tissulaire osseuse sont de différents
types. Il peut s’agir d’ostéoblastes (HOB), deuel-souches mésenchymateuses (MSC), de
cellules endothéliales de cordon ombilical humBibEC)... Les principales problématiques
concernant la nature des cellules sont celles Béascellules provenant d’embryons (hESC
pour human Embryonic Stem Cells) ou de feetus [Z]L,L&s débats sur le statut de 'embryon
sont encore d’actualité, et au-dela encore dustatut de ce dernier, ce qui pose probleme est
le mode d’acquisition des cellules. En effet, larse premiére de celle-ci est I'avortement, qui
en soi est sujet a controverse [73, 74, 75]. Qestauteurs y trouvent une maniére dangereuse
de légitimer la pratique de l'avortement, ou y vibide danger de grossesses ayant lieu

spécifiguement pour obtenir des cellules foetalgg [7

L'utilisation de cellules xénogéniques peut aut® gource de discussion. Les problématiques
qui y sont liées sont les mémes que celles lig@nogreffe, a savoir principalement le risque
de transmission d’agents pathogenes [76, 77, 7Bjcteptation par le public sur la base de

préceptes culturels ou religieux [70, 79].
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Les cellules peuvent aussi étre collectées par@ans ce cas, et de prime abord, la notion de
consentement apparait primordiale : le donneuré&taitinformé du devenir et de I'utilisation
de ses cellules [80, 81]. Comment s’assurer gaftimation est claire et comprises, alors que
le domaine de 'ingénierie tissulaire est difficlent appréhendable pour le grand public ? Le
don de cellules peut encore poser des problemesagatains pays tels que les Etats-Unis, ou
il ne s’agit pas toujours d’'un don a proprementggamais ou I'obtention de cellules peut étre
rémunérée, ce qui amene des discussions sur lagigoges éléments du corps quand ils n'y
sont plus liés [82, 83, 84], et plus largement eacsur le fait de déterminer s’il est possible
d’'imaginer des droits de propriété sur le corps aimmimaginer de tels droits amenerait a une
forme de marchandisation du corps humain ou déléetents, et certains auteurs craignent par
la une exploitation des personnes les plus pawsueta base de leur intégrité physique [84].
En France, le fait que les dons soient obligatogrethmon rémunérés et anonymises ne souléve
pas ces guestionnements. D’'un autre c6té toutefes,amene peut-étre moins de donneurs

potentiels, c’est la le dilemme.

2) L’expérimentation animale
C’est un des piliers de la recherche biomédicads.dxpéerimentations validéesvitro doivent
généralement faire leur preuirevivo pour asseoir leur pertinence. Comme certains anima
peuvent subir quelques désagréments [85, 86]xEsienentations animales ne devraient avoir

lieu seulement quand aucune alternative n’est plessi

Les débuts de I'expérimentation animale remonteplugieurs siécles. Louis Pasteur a lui-
méme testé son vaccin contre la rage sur un chint @e I'injecter a un patient humain. En
1865, Claude Bernard écrit : « A-t-on le droit ded des expériences et des vivisections sur
les animaux ? Quant a moi, je pense qu’on a ce doie maniére entiere et absolue. Il serait
bien étrange, en effet, qu’on reconndt que I'honanteedroit de se servir des animaux pour tous
les usages de la vie, pour ses services domestijguesson alimentation, et qu’on lui défendit
de s’en servir pour s’instruire dans I'une des s les plus utiles a 'humanité » [87]. La
guestion des liens qui unissent ’lhomme aux awsgeces de la planete fait toujours débat, et
c’est d’autant plus vrai de nos jours avec la memté végétarianisme et des modes de vie
véganes. Quelle légitimité aurait ’humain pourssevir, comme le disait Claude Bernard, des
animaux ? Qu’est-ce qui le justifie ? Depuis le psnde Claude Bernard, la bienveillance a
I'égard des animaux a largement évolué, et I'expéntation animale est aujourd’hui soumise
a des regles strictes (articles R214-87 a R214diu33bde rural) [88] :
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a) Les espéces

L’expérimentation animale n’est possible que sutaiees especes animales particuliéres :
les vertébrés, leurs formes larvaires autonomédétales évoluées, et les céphalopodes. Les
poissons, oiseaux, et mammiferes sont concernés, paa les insectes. L'utilisation de
grands singes (par exemple les chimpanzeés) esdlileieet ne peut étre autorisée qu’en cas

d’extréme urgence sanitaire.

b) L’origine des animaux
Seuls des élevages ou des fournisseurs agréésnpepnoposer des animaux en vue
d’expérimentation animale. Les animaux errants aavent pas constituer des bases

d’expérimentation animale.

c) Lalicéité

L’expérimentation animale n’est licite que si ed&t nécessaire et irremplacable, et qu’elle
est rattachée a des domaines précis de la rechiesah& humaine ou animale, protection
de I'environnement, enseignement supérieur, engu@igdico-légales. Le principe des

« 3R » doit étre respecté, c’est-a-dire :

o0 Remplacement : I'expérimentation animale doit &raplacée par une meéthode
ne nécessitant pas d’animaux si cela est possible
0 Réduction : le nombre d’animaux utilisés doit &&duit au strict minimum
o Raffinement : les protocoles doivent étre étaldismaniére rigoureuse avant de
débuter I'expérimentation, et le choix des méthddesplus douces doit étre
effectue
d) La douleur
Quand le geste effectué présente un risque de wropdair I'animal, une anesthésie doit
étre effectuée, sauf dérogation documentée (éfpoleant spécifiquement sur la douleur

par exemple). La mort comme donnée d’observatianéti@ evitée autant que possible.

e) Administration
0 Les établissements fournisseurs, éleveurs, owsaitlurs doivent étre agréeés.
L’agrément est donné pour 6 ans et est soumis msjgsctions vétérinaires.
o Les projets de recherche doivent faire I'objet &@@valuation éthique favorable
délivrée par un comité d’'éthique agréé, et d’'untmrisation délivrée par le

ministére de la recherche.
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o Une commission nationale de I'expérimentation amémexiste, et émet des
propositions et des avis. Un comité national deexéin établit un bilan annuel
des activités des comités d’éthique agréés et fierams recommandations.

3) La responsabilité du chercheur face a la société
Cet aspect de la recherche est vrai pour différdotsaines. Il s’applique néanmoins tres bien
a celui de l'ingénierie tissulaire et des nanotetbgies. En février 2008, la Commission
Européenne a adopté un code de bonne conduite yrmeirrecherche responsable en
nanosciences et en nanotechnologies [89]. Mémee statle ne posséde aucune valeur
contraignante, il y est écrit que «les cherchatrkes organismes de recherche demeurent
responsable de I'inmpact de leur travail sur la &@gisur I'environnement, et sur la santé
humaine ». Il n'est ici plus question de dissoaie certaine neutralité des activités de
recherche avec leurs applications pratiques, conafigt le cas historiquement. Ce texte invite
donc les chercheurs a mener une réflexion surpe$ications des expérimentations qu’ils

menent, en amont méme de commencer leurs rechggtljes

Les produits de l'ingénierie tissulaire peuventiavte vastes applications. Différents tissus
sont concerneés : 0s, cornée, peau, foie... |l apdréu chercheur de se demander si le fruit de
ses recherches va servir a lutter contre la malksidses effets déléteres, ou a lutter contre le
vieillissement en régénérant des tissus naturelermleimeés par leur sénescence ? [91, 92]
Quelle place donnons-nous alors au vieillissemétgtdl considéré comme une maladie a part
entiére, ou cherchons-nous vraiment a cibler umgprg les pathologies qui lui sont liées ? [93,
94] Est-il moralement désirable d’utiliser I'ingénie tissulaire pour améliorer les capacités
humaines ? [70, 92, 95] Un article de Mummery parn2004 [96] propose d’ailleurs comme

titre provocateur : « Stem cell research: immdstalr a healthy old age ? ».

4) Sécurité a long terme et efficacité par rapportt@gkniques actuelles
L’ingénierie tissulaire présente certaines paréidtgés. Ses produits présentent par définition
des variabilités de réponse biologique, puisquectdkiles vivantes qu’ils comportent sont
destinées a étre en interaction avec I'environnéraetmacellulaire, variable d’un individu a
l'autre. De plus, I'implantation d’'un produit denbénierie tissulaire tels que les scaffolds que
nous avons développés, est un processus qui rAesepersible dans sa totalité [97]. En effet,

les composants du scaffold vont interagir ave@boisme receveur, et ne vont pas dans leur
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intégralité se confiner a la zone lésée. Ces pdatités amenent a plusieurs réflexions. D’'une
part, il est difficile de prédire totalement I'incusité de tout traitement, méme en passant par les
étapes nécessaires d’expérimentaitiovitro etin vivo chez I'animal. La sécurité a long terme
de ces produits est encore relativement floue [P@utre part, cela suggere que des études de
plus grande ampleur et sur une durée de suivilphgue doivent étre menées, et que jusqu’a
cet instant, il est difficile d’établir une analybénéfice/risque précise pour le patient. C'est
pourtant de celle-ci que la réflexion éthique mauhourrir : comment amener, de facon la plus

slre possible, le meilleur traitement au patient ?

5) Ethique et déontologie du chercheur
Outre la responsabilité du chercheur face a laégdoil’autres points viennent étayer I'éthique
et la déontologie du chercheur. Le droit de la eeche étant largement lacunaire [90] et axé
sur les activités les plus sensibles (notammerpé&amentation animale dont il était question
ci-avant), un corpus de regles énoncées dans deeshdes guides, des articles scientifiques,
ou des codes de bonnes pratiques forment une rvitdgiarallele que I'on peut appeler
softlaw[90]. Les termes d’éthique et de déontologie yt soentionnées indistinctement, bien
gue certaines pensées, loin de faire consensudisisguent de différentes manieres. Ainsi
I'éthique serait associée a la fois aux réflexiorenées en amont des actions, et a I'analyse de
leurs conséquences. Elle se questionne d’'une mertaaniére sur les fondements et les
conséguences des actions morales. La déontoldgjientos ce qui doit étre) est plus souvent
associée a des codes professionnels, ou a detwdised’action.

Cettesoftlawconstitue une normativité dans le sens ou ellewWéates chercheurs eux-mémes
qui, conscients de la nécessité d’instaurer unecéathique autour de leurs travaux, ont mené
des réflexions pour en trouver les composants. Aucade d’éthique émanant d’'un
établissement particulier n’a de valeur contraigeau regard de la loi, mais tous ces textes se
rejoignent sur de nombreux points et sont naturedlg intégrés par les chercheurs qui les
percoivent comme des référentiels de conduite audsela communauté scientifique qu'ils
constituent [90]. Le respect de ces normes a deamtages majeurs : d’'une part il donne une
certaine conscience a la science (et comme I'd Rabelais : « science sans conscience n’'est
gue ruine de I'ame ») et permet une meilleure aabdpé sociale de la science, d’autre part il
favorise la qualité des résultats scientifiqueparticipant a la fiabilité de la facon dont sont
menées les recherches [90].

121



Le code de bonne conduite pour une recherche rsapln en nanosciences et en

nanotechnologies [89], par exemple, met en avdf@irdnts principes comme la signification,

la précaution, la durabilité, I'inclusion, I'excefice, I'innovation et la responsabilité. Ce code
se destine a étre un guide pour le chercheur, @&risant que « les activités de recherche en
nanosciences et nanotechnologies doivent étre @émapsibles par le public. Elles respectent
les droits fondamentaux et leur conception, leusemén ceuvre, leur diffusion, et leur

exploitation servent le bien-étre des personnds &t société ». Des notions environnementales
y sont aussi associées, en rappelant que les cbelsex sont sdres, respectent les principes
éthiques et contribuent au développement durabllies Be nuisent ni aux personnes, ni aux
animaux, ni aux végétaux, ni a I'environnementestanstituent pas une menace a leur égard,
al’heure actuelle comme a I'avenir ». D’autresp®portent sur la responsabilité du chercheur,

comme il en était question au point 3).

D’autres textes renforcent le cadre éthique dedherche. C’est le cas notamment de la Charte
européenne du chercheur [98] qui se veut étre ensemble de principes généraux et de
conditions de base qui spécifie les réles, lesamsgbilités et les prérogatives des chercheurs
et des employeurs et/ou bailleurs de fond des beers ». Les principes énoncés par la charte
sont ceux de liberté de la recherche (qui devia@é éentrée sur le bien de I'hnumanité et
I'extension des frontiéres de la connaissance sfigpre), de la responsabilité, de la diffusion

et de I'exploitation des résultats, etc.

SiI'ensemble de ces textes a une visée résolupoeme dans 'accompagnement du chercheur
et de ses recherches, il est dommage que chagotustr présente son propre code — et méme
si les contenus se rejoignent globalement — ptuiétd’en unifier réellement les contenus. Ceci
pourrait faire émerger un ensemble de régles @gsirhe et plus accessible au plus grand
nombre de chercheurs, car aujourd’hui, ces nomledg&s ne sont pas parvenus, et ne peuvent
pas parvenir a leur connaissance. Il ne s’agitdgasumuler des recommandations, mais d’en

faire une étude qualitative permettant de fair¢r@aies consensus réfléchis.
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6) Conclusions

L’ingénierie tissulaire transporte bon nombre desgionnements éthiques. Certains sont déja
encadrés par des regles et des lois, d’autresappnéhendés par une éthique générale, et d'une
certaine maniere naturelle, de la recherche. lhipamportant de noter que les réflexions
éthiques autour de la recherche ne doivent pas ewuniquement lorsque le produit de celle-
ci est déterminé, mais bien en amont de l'initiatilu processus de recherche, car il en découle
une notion de responsabilité. S. Thirion en padéldurs : « Entre celui qui pense et celui qui
applique, qui est responsable ? Peut-on se dédageute responsabilité sous la seule raison
gu’on n’est pas celui qui a appliqué quelque clipsel’on a concu ? Est-ce que les physiciens
qui ont inventé la bombe atomique sont responsahissi de ce qui s’est passé a Hiroshima ?
C’est un probléme éthique profond et jestime gaedponse se trouve dans la notion de
coresponsabilité » [99]. Le nombre important didess scientifiques traitant de problématiques
éthiques quant a I'ingénierie tissulaire apparaisdans la revue de deVries et al. [70] montre
un intérét, si ce n’est une certaine forme d’intpdé, des chercheurs par rapport a ces sujets.
Les auteurs concluent d’ailleurs en invitant ldsaéns a s’engager dans le débat éthique sur
l'ingénierie tissulaire, mais en étroite collabavatavec les scientifiques afin que le fruit de
leur réflexion ait un écho profond, pertinent ehrabstrait a la fois pour les éthiciens et pour
les scientifiques (ou pour ceux qui combinent isdcompétences) [70]. Concernant la notion
« d’éthicien », il s’agit toutefois d’une conceptianglo-saxonne éloignée de la conception qui
nous est proche, cette derniere préférant la sesailon éthique et la responsabilisation des

scientifiques.
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Chapitre 4
Qualité et sécurité de la mise en ceuvre
clinique des implants

pour la régénération osseuse
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Le chapitre 2 (épidémiologie concernant les tra@ets des |ésions osseuses par greffes) nous
a montré qu’il existe de nombreuses complicatiddss| aux traitements des Iésions osseuses
par greffes. Bon nombre dentre elles sont reptéssnpar des infections (1.92% pour
'autogreffe, 6.08% pour I'allogreffe, et 17.12%uypd utilisation complémentaire de BMPS).
Aussi, pour approfondir notre démarche qui consstd’amélioration de la qualité et de la
sécurité du traitement des Iésions osseuses, naahuans le secteur maxillo-facial, il est
primordial de consacrer un volet de ce travailltEsé au bon contréle des parameétres et des
mesures d’hygiene lors des interventions chirutgicénotamment de greffe ou de mise en
place des implants), ainsi qu'a I'élaboration decgdures d’hygiéne et a leur évaluation. De
plus, les interventions en milieu hospitalier négest des précautions accrues afin de toujours

mieux lutter contre les infections associées ainsso

En effet, méme avec les technologies avancéeseguésentent les implants nano-actifs, si la
procédure chirurgicale se déroule dans de mauvewstitions, les chances de succes seront
minorées, comme le montre le risque infectieux négligeable des traitements de |ésions
osseuses par greffes. Il y a donc une exigenceadd comme dans tout domaine de soin. Si
linstrumentation utilisée lors de la réalisatioesdactes thérapeutiques peut facilement
répondre aux exigences de stérilité (prédésinfectimettoyage, rincage, séchage,
conditionnement et autoclavage a 134°C pendantri8meycle prion)), il n’en est pas tout a
fait de méme concernant 'unit dentaire, supportrdeail du chirurgien-dentiste, et les porte-
instruments dynamiques (PID) (Annexe A).

Les contaminations peuvent avoir lieu a différemtgeaux. Tout d’abord externe, lors de
I'aérosolisation et du dép6t de particules cont&es) que I'on peut éliminer en désinfectant
les surfaces. Et puis au niveau interne, premiénémar le biais du systéme d’aspiration de
I'unit dentaire, puis par Il'utilisation des PID, etfin par la qualité microbiologique de I'eau

circulant dans les units.
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L’hygiene des tuyaux d’aspiration de I'unit dengair

Le systéme d’aspiration de I'unit dentaire est lémé&nt essentiel a la pratique du chirurgien-
dentiste. Quand il offre un bon fonctionnementcdnstitue la premiere barriére contre
I'aérosolisation de particules pathogénes. Tousefan phénomeéne de reflux du contenu des
tuyaux a aussi été décrit. De ce fait, le maintierson efficacité et son bon entretien sont des
garants de la réduction des risques de contammatmseée. L'étude suivante, réalisée dans le
Pole de Médecine et Chirurgie Bucco-Dentaires dépitAlux Universitaires de Strasbourg
(France) se propose de comparer I'impact de latstrel de tuyaux dentaires (lisses, annelés)
sur la formation d’un biofilm lorsqu’ils sont souwsra un protocole d’entretien rigoureux. Les
prélevements réalisés a J 0, J+ 15 jours puis senfaines montrent une absence de germes
dans les deux types de tuyaux, menant a la cooalagi’il n’existerait pas de différence entre
les tuyaux lisses et annelés concernant le dévefoppt d’'un biofilm, et que le protocole
d’entretien de I'unit dentaire mis en ceuvre estatie de par la maniere et les produits dont il

est mis en ceuvre.

Ce travail a donné lieu a un article publié dahgdrmation Dentairdarticle 4).

126



B -oration | Epidémiologie

L’hygiene des tuyaux

.

de Uunit dentaire

Etude comparative de I'impact de leur structure, et entretien

Damien Offner, Loan lltis, Agnés Bertrand, Anne-Marie Musset

Le systéme d’aspiration de |'unit dentaire
est un élément essentiel a la pratique

du chirurgien-dentiste. Quand il offre

un bon fonctionnement, il constitue

la premiére barriére contre I'aérosolisation
de particules pathogeénes. Toutefois,

un phénomeéne de reflux du contenu

des tuyaux a aussi été décrit. De ce fait,
le maintien de son efficacité et son bon
entretien sont des garants de la réduction
des risques de contamination croisée.

e fauteuil dentaire, support de l'activité du

chirurgien-dentiste, constitue la piéce mai-

tresse du cabinet dentaire.
Le systeme d’aspiration est I'un des maillons essentiels
de ce poste de travail pour le confort qu'il apporte au
praticien, ainsi que pour son réle dans 'hygiéne des
soins et la sécurité des pratiques (fig. 1). Toutefois, et
malgré de grandes avancées technologiques durant les
trente derniéres années, il reste I'un des points faibles
majeurs de I'unit, dans le champ de I'hygiéne. Traversés
par plusieurs fluides biologiques (salive, sang, pus...),
les systémes d’aspiration offrent en effet des conditions
idéales au développement de micro-organismes (bacté-
ries, virus...) [1,2], favorisé par Phumidité et la chaleur,
et un rapport surface/volume propice au développement
de biofilms [3]. Une utilisation intermittente du fauteuil
et un entretien négligent sont des facteurs additionnels
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en faveur du potentiel développement d’un biofilm [4].

De plus, de nombreuses études relatent que dans cer-

taines conditions, il existe un phénoméne de reflux du

contenu du tuyau dans la cavité buccale. En effet, lorsque

le patient ferme la bouche sur la canule d’aspiration, il

crée une dépression dans sa cavité orale, supérieure 2 la

dépression engendrée par la pompe a salive, 4 Porigine
alors du phénomene de reflux (fig. 2). Ces mémes études
suggérent qu'un mauvais entretien des systémes d’aspi-
ration associ€ 4 un reflux de leur contenu dans la cavité
buccale présenterait un risque de contamination croisée

(5-10].

ATobservation, lors du démontage des embouts d’aspira-

tion pour leur entretien, un dépét noiritre a été observé

a l'intérieur des tuyaux en place (fig. 3). Plusieurs ques-

tionnements ont alors été formulés:

- le protocole d’entretien mis en place est-il aussi efficace
pour les tuyaux d’aspiration ?

- les produits utilisés dans ce protocole sont-ils efficaces
(des doutes ont été émis quant a l'utilisation d’ammo-
niums quaternaires)?

- hypothése selon laquelle la surface des tuyaux annelés
(fig. 4) serait plus propice aux dépéts et a la maturation
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1. Fauteuil dentaire et aspiration.
2. l'aspiration en bouche.

3. Coupe d'un tuyau annelé
en place depuis 2 ans. On remarque
la présence d'un dép6t noiratre.

4. Tuyau annelé, plastique.

5. Tuyau lisse, silicone.

d’un biofilm que la surface de tuyaux lisses (fig. 5) a été

posée.
Le bon entretien et le maintien de Pefficacité des tuyaux
d’aspiration sont donc primordiaux [1, 11], car, en plus
du risque de reflux, ces systémes constituent la premiére
barriere contre I'aérosolisation d’agents potentiellement
pathogénes. L'aspiration des particules dés leur libéra-
tion en bouche prévient en grande partie la diffusion
dans 'atmosphére des aérosols et débris chargés d’agents
contaminants: c’est le principal moyen de prévention de
I'aérobiocontamination [5].
L’amélioration de I'hygiéne et de l'ergonomie de ces sys-
témes est indispensable tant pour des questions de sécu-
rité que pour des questions de santé publique. Différents
types de tuyaux d’aspiration existent dans le commerce,
présentant divers matériaux constitutifs (plastique, sili-
cone), et différentes structures (lisses, annelés).
De ce fait, une étude a été menée au sein du Pole de
Médecine et Chirurgie Bucco-Dentaire des Hépitaux
Universitaires de Strasbourg (HUS), afin d’observer les
différences potentielles pouvant exister entre ces diffé-
rents types de tuyaux et étudier l'existence éventuelle
d’un impact sur la formation d’un biofilm.
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Matériel et méthodes

L’étude a consisté en l'analyse de prélévements dans

des tuyaux d'aspiration en place apreés I'application dun

protocole d’entretien rigoureux et identique sur tous les
fauteuils. Ce protocole d’entretien des units et fauteuils
est celui qui est appliqué depuis plusieurs mois dans le

Pole de Médecine et Chirurgie Bucco-Dentaire des

HUS [12]. Des études préalables portant sur la gestion

du risque infectieux lié a 'eau circulant dans Punit ont

été menées et ont prouvé son efficacité [12]. Il s’articule
en différents points:

- purge du robinet chaque matin pendant 2 minutes pour
I'eau froide puis 2 minutes pour I'eau chaude;

- remplissage du flacon d’eau réserve indépendant avec
de I'eau filtrée chaque matin;

- désinfection et nettoyage (a I'Orotol®) des aspirations
chaque matin, chaque soir et entre chaque patient;

- purge des seringues air/eau et des fouets qui seront
reliés aux porte-instruments dynamiques (PID) pen-
dant 30 secondes, chaque matin et chaque soir; et entre
chaque patient avec les PID encore en place;

- lavage et désinfection des embouts directs des tubulures
d’aspiration (supports des embouts jetables) chaque soir
(laveur-désinfecteur a 55 °C);

- nettoyage du filtre d’aspiration et du support de filtre
chaque soir;

- nettoyage et désinfection des surfaces de I'unit chaque
matin, chaque soir, et entre chaque patient 2 'aide d’'un
détergent-désinfectant;

- passage hebdomadaire d’un nettoyant concentré pour
aspirations (MD 555 cleaner®).

Ce protocole est en grande partie similaire aux points
décrits dans la Grille technique dévaluation pour la
prévention des infections associées aux soins [1], docu-
ment de référence, définie par les instances profession-
nelles des chirurgiens-dentistes, notamment 2 la suite
d’une demande de 'ARS. II présente toutefois quelques
différences:

- la purge des robinets, des fouets, et des seringues air/
eau se fait pendant 5 minutes chaque matin;

- 'eau utilisée n'est pas forcément filtrée. Un systéme de
traitement de I'eau en continu est conseillé;

Tableau 1 - Résultats des contréles microbiologiques, recherche de bactéries sur les surfaces

(source: données du laboratoire d'analyse)

Jour du prélévement Jo

Recherche
Points de prélévement

(Absence / Présence)

JO + 15 jours JO + 5 semaines

Recherche Recherche
(Absence / Présence) (Absence /Présence)

Technique : Frottis de surfaces
BOX 1
Anciens tuyaux cannelés
1. Entrée du tuyau d‘air cannelé | Absence / /
2. Sortie du tuyau d’air cannelé | Absence / /
3. Milieu du tuyau d'air cannelé | Absence / /
Nouveau tuyau cannelé
1. Entrée du tuyau d’air cannelé Sta,qhyloeoccusé coagulase négative Absence Absence
Bacillus sp.
. Y . | Staphylococcus a coagulase négative
2. Sortie du tuyau d’air cannelé Batills sp, Absence Absence
BOX 2
Nouveau tuyau lisse
) S Staphylococcus a coagulase négative
1. Entrée du tuyau d'air lisse Micrococeus 6. Absence Absence
! M Staphylococcus a coagulase négative
2. Sortie du tuyau d'air lisse Micrococcus sp. Absence Absence
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- les aspirations sont nettoyées entre chaque patient a
l'aide d’un verre d’eau. La désinfection s’effectue aprés
un acte sanglant;

- une préférence est accordée aux filtres d’aspiration a
usage unique.

Ces différences s'expliquent par les contraintes spéci-
fiques liées a l'environnement hospitalier du centre de
soins. Nous nous sommes conformés a une instruction
institutionnelle de notre Equipe Opérationnelle d’Hy-
giene (EOH) qui, aprés validation de la qualité de I'eau
et des circuits, nous a recommandé:

- une purge de 2 minutes du robinet d’eau froide et

2 minutes du robinet d’eau chaude sur nos circuits;

- T'utilisation d’eau filtrée uniquement, cela aprés plu-

sieurs problemes de contamination relevés sur des fau-

teuils du centre de soins;

- une désinfection de I'aspiration aprés chaque patient.

Il s’agit d'une mesure de précaution liée a I'environne-

ment spécifique et 3 haut risque infectieux du centre

de soins.

L'étude s’est déroulée sur une période de cing semaines
sur deux fauteuils de la marque ADEC® installés depuis
deuxans et demi (BOX 1 et BOX 2). Ils se trouvent dans la
méme structure interne du Pole (CASU: Consultations
d’Accueil, Santé, Urgences) et ont donc été soumis aux
mémes types d’actes, au méme rythme d’utilisation, et 4
la méme fréquentation de patients (environ 15 par jour,
soit une fréquentation proche de celle d’un cabinet libé-
ral).

Sur le premier a été mis en place un tuyau d’aspiration
annelé (en plastique), et sur le second un tuyau lisse (en
silicone). L'étude a été ciblée sur la tuyauterie de gros
diametre: 1,6 cm.

Le protocole d’entretien mentionné ci-dessus a été appli-
qué et les produits utilisés pour celui-ci ont été 'Orotol®
en usage journalier et le MD 555 cleaner® en usage heb-
domadaire (Diirr Dental).

Pour le bon déroulement de I'étude et de 'entretien futur
des fauteuils, une feuille de tracabilité de l'entretien a été
réalisée, permettant chaque opérateur un autocontréle
des mesures i prendre. Cette feuille a également permis
de s’assurer quun entretien identique était appliqué aux
deux fauteuils et systémes d’aspiration durant I'étude.
Trois séries de prélevements ont été réalisées a J0, JO +13
jours et JO +5 semaines.

La premiére a eu pour but de réaliser des prélévements
sur les tuyaux annelés en place depuis deux ans ainsi que
sur les tuyaux neufs (lisse et annelé).
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La deuxiéme session a été l'occasion de prélever des
échantillons sur les tuyaux lisses et annelés en place
depuis 15 jours.

La troisi¢éme et derniére session de prélévements, iden-
tique a la seconde, a été réalisée a J +5 semaines.

Pour tous les prélevements, deux techniques ont été mises
en ceuvre: des frottis de surfaces et des analyses de l'eau
en sortie de tuyaux, cela afin de recueillir un maximum
de I'éventuel biofilm 4 tous les niveaux des tuyaux.
Enfin, ces prélévements ont été analysés par le labora-
toire d’hygiene hospitaliere des HUS.

Résulats

Prélevements par frottis

Les analyses des prélévements par frottis donnent sont
déraillées dans le tableau 1.

Une absence de bactéries au niveau des tuyaux mis en
place deux ans auparavant a été observée, malgré le
déport noir visible a I'eeil nu (fig. 3).

A Tinverse, 2 J0, des germes ont été trouvés au niveau
des tuyaux neufs, germes présents naturellement dans
'environnement, qui ont sans doute été apportés lors
du transport et/ou de la manipulation des tuyaux (ce qui
confirme, §'il en était besoin, I'importance du port de
gants lors de I'entretien et de la manipulation des dispo-
sitifs liés i 'unit/au fauteuil).

A Danalyse des prélevements JO + 15 jours et JO +5
semaines, une absence de germes a été constatée. Les
micro-organismes présents & JO dans les tuyaux neufs
ont donc été éliminés lors de la mise en pratique du pro-
tocole d’entretien, tout comme de nouveaux micro-orga-
nismes n'ont pu se fixer.

Analyses d'eau

Lors des analyses d’eau, les niveaux-cibles utilisés ont été
définis d’apres le guide technique de I'eau dans les éta-
blissements de santé du ministére de la Santé [13, 15, 16].
Les analyses des prélevements d’eau sont détaillées dans
le tableau 2.

L'analyse des prélévements donne des résultats de pré-
sence de micro-organismes quasiment nuls. Le seul
prélévement “particulier” est celui de JO + 15 jours sur
le nouveau tuyau cannelé, qui présente un résultat de
4 UFC/ml (sur le méme tuyau, le prélévement suivant
montre un résultat < 1 UFC/ml). Toutefois, ce résultat
reste inférieur au niveau cible. L'ensemble des résultats
est donc considéré comme conforme.
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Discussion
Aprés analyse des résultats en technique de frottis et pré-
levement d’eau, il a été constaté que ces derniers appa-
raissent conformes aux niveaux-cibles. AJO + 5 semaines,
une absence de germes est observée. L’ensemble des
germes apportés initialement (JO en technique frottis) ont
€té éliminés par l'application rigoureuse du protocole.

- Flore aérobie revivifiable a 37 °C

B o mation 1 Epidémiologie

Résultats a JO

<1 UFC/ml

- Flore aérobie revivifiable a 22 °C

< 1 UFC/ml

- Coliformes totaux

< 1 UFC/100 ml

- Pseudomonas aeruginosa

- Flore aérobie revivifiable a 37 °C

< 1 UFC/100 ml

< 1 UFC/ml

- Flore aérobie revivifiable a 22 °C

< 1UFC/ml

- Coliformes totaux

<1 UFC/100 ml

- Pseudomonas aeruginosa

- Flore aérobie revivifiable a 37 °C

< 1 UFC/100 ml

7 UFC/ml

- Flare aérobie revivifiable a 22 °C

1 UFC/ml

- Coliformes totaux

<1 UFC /100 ml

- Pseudomonas aeruginosa

- Flore aérobie revivifiable a 37 °C

- Flore aérobie revivifiable a 22 °C

- Coliformes totaux

- Pseudomonas aeruginosa

- Flore aérobie revivifiable a 37 °C

- Flore aérobie revivifiable a 22 °C

- Coliformes totaux

- Pseudomonas aeruginosa

- Flore aérobie revivifiable a 37 °C

- Flore aérobie revivifiable a 22 °C

- Coliformes totaux

- Pseudomonas aeruginosa

< 1 UFC/100 ml

L’étude permet donc de répondre aux questionnements
de départ. Elle montre l'efficacité du protocole d’entre-
tien pour les tuyaux d’aspiration, et celle des produits
utilisés pour celui-ci. D’autre part, elle permet de com-
parer impact de la structure des tuyaux d’aspiration
sur la formation d’un biofilm a Iintérieur de ceux-ci.
Cette étude apporte de nombreuses pistes, d’autant plus

Résultats a JO
+ 15 jours

4 UFC/ml*

Résultats a JO
+ 5 semaines

<1 UFC/ml

Tableau 2 — Résultats des contréles microbiologiques — Eau pour soins standard (Source: données du laboratoire d'analyse)

Niveau cible

<10 UFC/ml

< 100 UFC/ml

< 1 UFC/100 ml

< 1 UFC/100 ml

<10 UFC/ml

< 100 UFC/ml

<1 UFC/100 ml

<1 UFC/100 ml

<10 UFC/ml

= 100 UFC/ml

< 1 UFC/100 ml

<1 UFC/ 100 ml

=10 UFC/ml

<1 UFC/ml

<1 UFC/ml

= 100 UFC/ml

<1 UFC /100 m|

<1UFC /100 ml

<1 UFC/100 ml

<1 UFC/100 ml

< 1 UFC/ml

< 1 UFC/100 ml

<1 UFC/ml

<1 UFC/100 ml

= 10 UFC/ml

< 1 UFC/ml

<1 UFC/ml

=100 UFC/ml

< 1UFC /100 m|

<1UFC/100 ml

< 1 UFC/100 ml

<1 UFC/100 ml

< 1 UFC/ml

< 1 UFC/100 ml

<1 UFC/ml

<1 UFC/100 ml

<10 UFC/ml

< 1 UFC/ml

<1 UFC/ml

=100 UFC/ml

< 1 UFC /100 ml

< 1UFC/100 ml

<1 UFC/100 ml

< 1 UFC/100 ml

<1 UFC/100 ml

<1 UFC/ 100 ml

* Nous observons la présence de Stenotrophomonasmaltophilia (Bacille & Gram négatif répandudans Fenvironnement, opportuniste) [14/.

[=1]
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qu'aucune évaluation expérimentale du contenu des tuyaux
d’aspiration n’a été établie a ce jour. Toutefois, I'une des
limites de I'étude a été le nombre réduit de fauteuils sup-
ports. Il serait intéressant de s'étendre sur un parc de fau-
teuil plus conséquent.

Une observation importante a été constatée lors de ['utilisa-
tion: les tuyaux annelés présentent un plus grand confort de
travail. En effet, leur armature permet de réduire épaisseur
du tuyau et les rend ainsi plus souples. A risque de formation
de biofilm égal (a savoir nul si, comme c’est le cas ici, un pro-
tocole rigoureux et efficace est suivi), les tuyaux annelés pour-
ront étre préférés en avancant un argument ergonomique.

Conclusion

Létude menée pendant cing semaines aux HUS a été trés inté-
ressante en ce qu'elle nous amene a différentes conclusions.
Dans un premier temps, elle montre que les produits utilisés
sont efficaces de la maniére dont ils sont utilisés. La conclu-
sion la plus importante 2 en déduire est donc lefficacité du
protocole [12] mis en place au cours de Pétude, liée aux pro-
duits de détersion/désinfection qui en font partie.
L’hypothése de potentielles différences entre les tuyaux
lisses et les tuyaux annelés (ainsi qulentre les matériaux qui
les constituent, respectivement silicone et plastique) quant a
la formation d’un biofilm avait été avancée. Aprés confron-
tation des résultats, nous observons 'absence de différences
entre ces deux types de tuyaux.

Une application rigoureuse et stricte d’un protocole effi-
cace permet donc un entretien optimal des tuyaux d’aspi-
ration et, de ce fait, diminue considérablement le risque de
contamination au cabinet dentaire, ainsi que la survenue de
risques techniques.

Damien Offner

Faculté de Chirurgie Dentaire de Strasbourg,
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Il. Le nettoyage des porte-instruments dynamiques (PID)

Objectifs : Lors de [utilisation de porte-instrume dynamiques dentaires (PID), un
phénomeéne de reflux peut entrainer une salissweestontamination externes et internes du
PID, en particulier dans les fines tubulures air/éour éviter toute contamination croisée, les
PID doivent étre stérilisés apres un nettoyagedappdi. Ce travail a pour but d’établir une
meéthode pour tester leur nettoyage. En effet,idtexune lacune méthodologique concernant la

validation de ce nettoyage en raison de I'architectomplexe des PID.

Matériel et méthode : Cette méthode se décline rempratocole utilisant des souillures

artificielles et des tests a la ninhydrine. Son léatgon avec un laveur-désinfecteur-
lubrificateur-sécheur (Bioda®© de la marque vr2mResycles avec chacun 6 PID et apres des
essais témoins de nettoyage, a pour but de vaalpertinence et de démontrer I'efficacité des

opérations de nettoyage fournies.

Résultats : Apres chaque cycle, les PID étaienériextrement propres. Notre méthode a
également montré une propreté interne a l'excemt®r2 PID pour lesquels le moteur de

l'automate de traitement était défectueux.

Conclusion : Ce travail s'inscrit dans I'améliaatde la gestion du risque infectieux dans les
cabinets dentaires. C'est la premiére méthode fapraposée pour contrdler le nettoyage
interne des PID sans avoir a les détruire, etaxairdémontre la nécessité pour le PID d’étre
mis en rotation interne pendant le nettoyage. Cettéthode comble les lacunes
méthodologiques concernant le nettoyage des Pleratet d'évaluer les résultats des laveurs-
désinfecteurs dédiés. Concernant le nettoyage iileddPméthode pourrait étre utilisée pour
les étapes initiales de la qualification opératalleet des performances, selon la norme NF
EN 1SO15883.

Ce travail a donné lieu a un article publié dansti3&y Open Journakticle 5).
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ABSTRACT

Objectives: When using dental handpieces (HP), a phenomenon of backflow leads to an exter-
nal and internal soiling and contamination of HP, especially in their narrow air/water pipes. To
prevent any cross-infection, HP need to be sterilized after a thorough cleaning. This work aims
to establish and assess a method for testing their cleaning. Indeed, there is a methodological gap
concerning its validation because of their complex architecture.

Materials and Methods: This method is declined into a protocol using artificial soilings and
ninhydrin tests. Its evaluation with a washer-disinfector-lubricator-dryer (WDLD) within 2
cleaning cycles with each 6 HP and after control tests, heads to validate its relevance and to
demonstrate the effectiveness of the cleaning provided.

Results: After each cycle, all HP were externally clean. Our method also showed an internal
cleanliness except for 2 HP whose engines in the automaton were defective.

Conclusion: This work fits with the improvement of infection control in dental practices. It is
the first method developed to control the internal cleaning of HP without having to break them,
and it demonstrates the need for HP to be put into an internal rotation during their cleaning. It
fills the methodological gaps concerning their cleaning and allows assessing HP cleaning from
dedicated WDLD. According to standard NF EN ISO15883, the method could be used for ini-
tial steps of operational or performances qualifications concerning HP cleaning.

KEYWORDS: Dentistry; Infection control; Sterilization.

ABBREVIATIONS: WDLD: Washer-disinfector-lubricator-dryer; HP: Handpieces; InVS: Insti-
tut de Veille Sanitaire.

INTRODUCTION

Historically, dental rotary instruments were used along with foot-powered dental drills.' Now-
a-days, they are inserted into dental handpieces (HP), and they are put into action with the
help of electric motors. These HP are coupled with narrow pipes bringing air and water to cool
down the cutting instrument. During a dental surgeon’s procedure, the head of the HP is right
in the patient’s mouth exposing the instruments to the dental organ and soft tissues and in direct
contact with saliva or other biological fluids (blood, pus) in a real septic environment. HP is
heat-sensitive, and they are classified as semi-critical reusable medical devices according to the
Spaulding classification.>* Therefore, they should follow a complete sterilization cycle before
their reutilization.

Moreover, when the HP stops working while performing dental procedure, a physical
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phenomenon of backflow occurs.>!! Since the head of the HP
is running in a septic environment, a retro-contamination and
an internal soiling (Figure 1) of the HP occurs, consequently
causing external contamination and soiling. This contamination
takes place at different levels of the head and body of the HP,'*
7and the narrow pipes dedicated to bring air and water to the
dynamic instrument.'®"”

Figure 1: Dismantled HP with inner and outer soiling (Courtesy of Dr. JP Mangion).

Indeed, the head of the HP is not isolated from its body,
neither in a watertight nor in a airtight way. This clearly appears
by applying compressed air at one end of the head and observing
an air outlet to the other end.

This internal contamination can spread to the engine
that puts the HP in action, and the contamination of the air/water
pipes can spread to the entire unit waterline.*® The latter can then
constitute a secondary reservoir of microorganisms which are
aggregated in biofilms. These biofilms could potentially grow
from microorganisms that come from the mouth of patients and
from the general water supply network. Far from being trivial,
the contamination of a unit waterline can lead to serious infec-
tions, and even death of patients.?' Therefore, the risk of infec-
tion is real, and the management of this risk should be seriously
integrated in the context of the safety of the procedures.?

If the contaminated HP does not follow an adequate
treatment, it can then become a source of cross-infection endan-
gering the health of the following patients and the health of the
healthcare team by exposing them to an increasing risk of infec-
tions. 141920 Contamination of HP can be of various kinds; many
pathogens were found in the HP, such as hepatitis B virus," or
Pseudomonas spp and Staphylococcus aureus."” A mathematical
modeling conducted by the Institut de Veille Sanitaire (InVS) in
2009 shows that each year in France, the neglected treatment of
HP would be responsible for 200 contaminations caused by the
virus of hepatitis B, 2 contaminations by the virus of hepatitis C,
and one by HIV."!

To expose patients to this infectious risk while there
are ways to minimize it, including a correct treatment of HP, is
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ethically unacceptable.>>?* In order to be in good standing with
the regulations concerning the treatment of semi-critical medi-
cal devices in dentistry, it is necessary, essential and mandatory
to sterilize HP between each patient.>%101415.17.182427 T ensure
a complete and efficient sterilization of HP and any other in-
strument, and to ensure that the steam can reach the whole sur-
face that has to be sterilized, the instruments must previously
be cleaned.>*!42021.2830 Many studies also emphasized this point
that it is essential that HP benefit from an optimal cleaning to
ensure the effectiveness of their sterilization.!*'>?”3>3* On one
side, the external cleaning of HP does not raise problems. On the
other side, great difficulties remain to realize internal cleaning
effectively?>3!*5 mainly because of the complex internal archi-
tecture of HP, and the very reduced dimensions of the air/water
pipes. 22283436

Many manufacturers have tried to develop an autom-
aton to perform a thorough cleaning of HP, both external and
internal. They were faced with the difficulty to develop such
an automaton,’'33373% because residues still remain on the sur-
faces which should appear clean, even if the cleaning machine
is more effective than the manual cleaning.’' Moreover, it is dif-
ficult to assess the good internal cleaning of HP because they
are fragile and mostly designed not to be dismantled. Literature
also raises the question of a proven method to control the good
internal cleaning of HP which is a problem concerning HP that
are not meant to be dismantled.'>?*% Indeed, the standards for
the general requirements of washer-disinfectors performances®
advocates a visual validation of the good cleaning of instruments
required to ensure a complete and effective sterilization cycle. If
this validation does not raise problems for full instruments, it is
not the case for the hollow instruments, neither is it for the ones
that should not be dismantled.

OBJECTIVE

The aim of this original study is to develop a validation method
of the external and internal cleaning of HP without being de-
structive. The secondary objective is to assess the method by
applying it with a washer-disinfector-lubricator-dryer (WDLD)
dedicated to HP.

MATERIALS AND METHODS

Tests have been thought for the operator to be able to visualize
the inside of the HP. Since the task is accurate and meticulous,
the tests cannot be considered as a routine, and they participate
in the originality of our work. The tests took place within 2 cy-
cles according to the following protocol, after having performed
control experiments.

Soil Test® (Browne/STERIS, Le Haillan, France)
was used, and tests with Ninhydrin (CleanTrace®, 3M, Cergy,
France) were also performed in order to assess the presence or
absence of protein residues, and therefore validate the surfaces
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cleanliness. The WDLD used during these tests was the Bioda®
(vr2m, Semoy, France).

The Protocol

1. Dismantle the HP (Figure 2).

2. Stain the outside (body of the HP) and inside (air/water pipes,

gears) using Soil Test®. Also, stain the load racks (block sup-
port for the HP, sides of the tank). Soil Test® was chosen
because of the good adaptability of the form in which it is
presented to the protocol that is described, and its adequacy
with biological fouling.*’
The head of the HP is stained using a Soil Test® syringe. The
air/water pipes are stained using a Soil Test® syringe whose
mouthpiece is suitable for their diameter. The pressure on
the plunger of the syringe will be made until the Soil Test®
comes out by the other side of the pipe.

3. Reassemble the HP.

4. Connect the HP in the automaton (Figure 3), and run a cycle
with inactivation of the disinfection phase (as specified in the
standard NF EN ISO 15883-1 for washing tests).*

5. Visually observe the presence/absence of soiling residues on
the outside of the HP. Perform a test with Ninhydrin (Clean-
Trace®) in case of absence.

6. Dismantle the HP.

7. Visually observe the presence/absence of residues of soiling.
Push a 0.7 mm diameter nylon thread through the air/water
pipes over a clean plate. The thread is adjusted to the diam-
eter of the pipe and will displace any remaining residual soil-
ing that will be observable upon its release. Observe the pres-

e
QOITRATTRET N

Figure 2: Dismantle of the HP.
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ence of soiling on the end and/or on the body of the thread
under the microscope. Observe the presence of deposits on
the plate. Perform a test with Ninhydrin (CleanTrace®) on the
thread in case of absence.

8. Reassemble the HP/start again at point 2. for a new cycle.

Control Experiments

1. Control tests were performed on an artificially soiled HP ac-
cording to the steps described in this protocol, but without
the cleaning step (Step 4).

2. Steps 5 to 8 of the protocol were followed on a HP which was
naturally soiled during a normal use in dental surgery prac-
tice and treated routinely with a manual cleaning.

First Cycle

The first tests cycle was carried out on 6 universal-fitting HP
(valid for HP from brands such as WH®, BienAir®, MicroMega®,
Mont Blanc®, etc.). The cleaning cycle has been set to 15 min-
utes, using Deconex® (Borer Chemie AG, Zuchwil, Switzerland)
as detergent at 8 ml/L of water. During the start-up of the cycle, 2
HP were turning on themselves, showing an absence of rotation
of the internal bearings. The engine examination of the support
brackets confirmed that they were defective.

Second Cycle
The second cycle was carried out on the same 6 universal-fit-

ting HP, previously cleaned before being soiled again using Soil
Test®. The cleaning cycle has been set to 4 minutes, using the

i
H

Figure 3: Connection of the soiled HP in the automaton.
Soiled load racks and tank sides.
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VR-DYME® (vr2m, Semoy, France) as detergent. The engines
were changed and during the cycle, the entire HP has shown in
internal rotation.

RESULTS
Control Tests

1. The control tests confirm the presence of Soil Test® in the air/
water pipes and validate the relevance of pushing the nylon
thread through these, because the thread highlights the inter-
nal staining of these pipes (Figure 4).

2. The control test on the HP stained during a normal use and
treated manually in routine shows residues inside the head of
the HP (Figurel) and the air/water pipes. Ninhydrin tests have
been performed by swabbing the thread in both situations,
and the results were positive (turning to purple) (Table 1).

First cycle
At the end of the washing cycle (15 minutes), HP have been

disconnected from the WDLD and handled with gloves. Visual
examination showed a lack of residual soiling on the body of the

Internal soiling (Soil Test®) 1
displaced by the nylon thread
~%

Figure 4: Highlighted interest of pushing a nylon thread through the air/water pipes.
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HP as well as on the load racks.

After dismantling the HP, the areas likely to be soiled
in a usual dental surgeon’s practice appeared to be clean on the
4 HP for which the motor worked properly. The nylon thread in
the pipes showed neither deposit on the thread itself nor on the
plate over which it was conducted (Figure 5). Ninhydrin tests
were performed on these soilless surfaces, and the results were
negative. Concerning the 2 HP which had not been put into an
internal rotation, a residual soiling was apparent on the half of
the surface of one gear, the other half appeared clean (Table 1).
This is shown on Figure 6 through the blue marker and demon-
strates the importance of the internal rotation of the HP during
the cleaning cycle.

Second cycle

At the end of the washing cycle (4 minutes), the HP have been
disconnected from the WDLD and handled with gloves. Visual
examination showed a lack of residual soiling on the body of the
HP as well as on the load racks.

After having dismantled the HP, the areas likely to be
soiled in a usual dental surgeon’s practice appeared to be clean.

Figure 5: Highlighted cleanliness of the air/water pipes of the HP.

Experiment Type of soiling Number of HP P::;:?' Cleaning modalities Results
Control test 1 Soil Test® 1 All but 4 No cleaning External and internal soiling
Soiling during External cleanliness
Control test 2 normal use in dental 1 5t08 Manual cleaning 4
. Internal soiling
practice
External cleanliness
. P Internal cleanliness except for 2
st ©
1t cycle Soil Test® 6 1t08 WDLD with Deconex HP whose engine on the support
brackets were defective
2" cycle Soil Test® 6 1t08 WDLD with VR-DYME® | External and internal cleanliness

Table 1: Modalities and results of the tests.

Dent Open J
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Ninhydrin tests were performed on these soilless surfaces and
were negative.

The nylon thread in the pipes showed no deposit on the
thread itself, or on the plate over which it was conducted. Nin-
hydrin tests were performed on the nylon threads, and the results
were negative (Table 1).

DISCUSSION

This protocol is the first protocol proposed to control the inter-
nal cleaning of the HP without having to destroy them. Such a
method of evaluation can easily be used in the initial steps of an
operational qualification or a qualification of the performance of
a WDLD. Indeed, the standard for the general requirements of
washer-disinfectors performances® demands a primary valida-
tion of the cleaning of the HP using an artificial soiling before
their use in an actual practice.

In two cycles, the tests show the effectiveness of the
cleaning. Indeed, the HP and the load racks appear clean after
the two cycles (15 minutes, and even after a shorter cycle of 4
minutes). Disassembly also shows a cleaning efficiency in the
visible areas beneath the body of the HP and into the air/water
pipes as well. Finally, the results of these tests are confirmed by
the absence of reaction with Ninhydrin.

The tests also show that it is essential that the HP kept
in internal rotation (as it is when they are used by the dental sur-
geon as he is working in the patient’s mouth) during the cleaning
process. Indeed, a lack of internal rotation, as it was the case for
2 HP in the first cycle produces an incomplete cleaning because
fluids cannot reach all the surfaces.

This validation method is consistent with the initial ap-
plications of standard NF EN ISO 15883 concerning the cleaning
of the instruments. However, some limits should be mentioned;
since the final validation of the cleaning is based on a visual
assessment (as required in the standard NF EN ISO 15883), it
is impossible to scientifically ensure the good cleaning inside
the parts of bearing without damaging the equipment, because
they are not removable and are not accessible to swabs or ny-
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Figure 6: Highlighted soiling on the half of the same gear, due to the non-internal rotation of the HP.

lon threads. The protocol appears to be meticulous to achieve,
and the manipulations are very delicate because they were made
on HP that are not designed to be disassembled and once items
are removed, they are easily breakable. It may very well find its
place into the initial qualifications of an automaton dedicated to
the treatment of the HP, but it seems hardly applicable to period-
ic requalification of these automata in a routinely dental practice.

Other tests may be performed in the future in order to
strengthen the relevance of this method in order to optimize the
automaton washing time and to assess the performances of any
other WDLD.

CONCLUSION

HP’s are reusable semi-critical medical devices that generate
soilings and contaminations through the backflow phenomenon
inter alia located on the outer surface, inner surface and in the
narrow air and water pipes. This initial contamination can be-
come the source of cross-contaminations. Additionally, the good
treatment of HP is a regulatory obligation that must follow a
sterilization process between each patient, preceded by an effec-
tive cleaning.

The validation method of the cleaning of the HP pre-
sented in this article clearly fits with an approach of improv-
ing the safety of practices, and the management of the risk of
infection in dental care procedures, both for patients and for
the healthcare team. It fills the methodological gaps concerning
the cleaning of the HP as required in the standard NF EN ISO
15883. Although its implementation is meticulous and accurate,
it allows at lower cost to assess the HP cleaning.
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Lors de l'usage quotidien des units dentaires,pileblemes infectieux récurrents mettant en
danger la sécurité des pratiques ont été objegbi@édes prélevements microbiologiques. Afin
de maitriser le risque infectieux, nous avons é@kalm protocole d’entretien des fauteuils et
des units dentaires. Ce protocole est fondé surctexlusions des travaux précédents
concernant la gestion du risque infectieux. Ceugspeut étre lié aux contaminations externes
d'une part, et internes provenant du systéme datspn et de la rétro-contamination liée a
l'utilisation des PID, d’autre part. Ce protocolest avéré efficace, et le travail d’évaluation a
ensuite fait I'objet de I'édition d’un « Guide dtetien des units et fauteuils dentaires » diffuse

au sein des Hoépitaux Universitaires de Strasbodingé€xe B).

Dans un second temps, nous nous sommes intéreks@estion du risque infectieux lié a la
gualité microbiologique de I'eau circulant dansuegs, au moyen de systémes de désinfection

en continu de celle-ci.
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[, Protocole d’entretien des units et fauteuils deesi

L’activité médico-chirurgicale bucco-dentaire eseuwdes situations ou I'eau est entrée dans le
champ du soin de maniére indirecte (afin de permdttitilisation de matériel rotatif
provoquant des échauffements locaux, ainsi que ulabsit de rincage) et représente un risque
notamment infectieux. Actuellement, le niveau dalig@ auquel doit répondre cette eau n’est
pas normé en odontologie, mais le risque sanieirdonc infectieux) lié a I'eau circulant dans
les units dentaires est une préoccupation émergentdes professionnels de santé concernés.
Ceux-ci, comme le chirurgien-dentiste ou |'assiardentaire, sont exposés aux
microorganismes présents dans I'eau des units emertgmps que le patient. Il est possible de

limiter ce risque infectieux grace a des mesurgsréeention et d’action.

L’'ouverture du nouveau Pdle de Médecine et ChimurBucco-Dentaires des Hopitaux
Universitaires de Strasbourg (HUS) a constituéddre idéal, apres mise en évidence par
prélévements d’'un probléme lié & des micro-orgaessprésents dans I'eau circulant dans les
units, de la mise en place d’une politique de pnéwa du risque infectieux. Pour ce faire, nous
avons élaboré un protocole d’entretien des uniggfauteuils dentaires, ainsi qu’un processus

d’évaluation.

Ce travail a donné lieu a un article publié dangiklyeS(article 6).
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‘activité médico-chirurgicale bucco-dentaire est une

des situations ou |'eau est entrée dans le champ du

soin de maniére indirecte {afin de permettre I'utili-
sation de matériel rotatif provoquant des échauffements
locaux, ainsi que dans un but de ringage) et représente un
risque notamment infectieux. Actuellement, le niveau de
qualitée auquel doit répondre cette eau n'est pas norme en
odontologie, mais le risque sanitaire (et donc infectieux)
lié a I'eau circulant dans les units dentaire est une pré-
occupation émergente pour les professionnels de santé
concernés. Ceux-ci, comme le chirurgien-dentiste ou I'as-
sistante dentaire, sont exposeés aux microorganismes
présents dans I'eau des units en méme temps que le
patient. Il est possible de limiter ce risque infectieux grace
a des mesures de prévention et d'action. Louverture du
nouveau péle de médecine et de chirurgie bucco-den-
taires des hépitaux universitaires de Strasbourg (HUS)
a constitué le cadre idéal, aprés mise en évidence par
prélévements d'un probleme lié a des microorganismes
présents dans I'eau circulant dans les units, de la mise en
place d'une politique de prévention du risque infectieux.

RESUME

Leau est un adjuvant nécessaire a I'activité médico-chirur-
gicale bucco-dentaire. Elle est devenue indispensable, eu
égard a ses nombreux avantages, mais présente aussi un
risque infectieux. Louverture du nouveau pole de médecine
et de chirurgie bucco-dentaires des hopitaux universitaires
de Strasbourg a constitué le cadre idéal, aprés mise en évi-
dence par préléevements d'un probléeme lié a des microor
ganismes présents dans I'eau circulant dans les units, de la
mise en place d'une politique de prévention du risque infec-
tieux. Celle-ci passe par |’élaboration d’‘un protocole d'entre-
tien des units et des fauteuils dentaires efficace, rigoureux et
détaillé, et par son évaluation permise a la fois par la feuille
de tracabilité qui 'accompagne et par des prélévements bio-
logiques réguliers au niveau de I'eau des units.
Protocole d’Entretien — Unit dentaire.

HYGIENES - 2013 - VaLume XX - n° 2

Pour ce faire, nous avons élaboré un protocole d'entretien
des units et des fauteuils dentaires, ainsi qu’un proces-
sus d'évaluation.

LCunit dentaire et les risques
L'unit est un dispositif médical complexe intégrant les
circuits de distribution d’eau, d'air, et d'électricite qui ali-
mentent les instruments (porte-instruments rotatifs [PIR],
détartreurs, seringues air/eau), et un circuit d'évacuation
des eaux usées. Des cordons souples multicanalaires
(fouets) permettent de conduire I'eau et I'air vers les ins-
truments. Leau circule dans les circuits internes de |'unit,
et sa qualité est directement corrélée a la qualité d'eau
d’approvisionnement qui peut provenir, soit du réseau
municipal, soit d'un réservoir indépendant. Dans les deux
cas, il existe un risque de contamination, a savoir:
* Dans le premier cas:
- par une augmentation de la température de |'eau
lors de son passage dans les circuits;
- par le fait qu'une eau riche en minéraux favorise le
développement d'un biofilm;

ABSTRACT

Drawing up and evaluating a protocol for cleaning
dental units and dental chairs (Apec® and PLAN-
MEcA®) at the Strasbourg teaching hospitals

Water is essential in dental units. It is indispensable as it is
used for many different purposes but also presents a risk of
infection. When the new Dental Medicine and Surgery Center
in the Strasbourg teaching hospitals was opened, sampling
revealed contamination by microorganisms in the water
supply to the dental units. This was the ideal opportunity
for implementing measures to prevent the risk of infection.
An effective, strict, detailed protocol for cleaning the units
and dental chairs was drawn up. The protocol was evaluated
using the accompanying traceability form and regular bio-
logical sampling of the water in the units.

Protocol of Maintenance — Dental Unit.
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- par une prolifération des microorganismes dans les

résines humides qui composent les adoucisseurs.
e Dans le second cas:

- une contamination par les microorganismes cutanés

lors de la manipulation des réservoirs indépendants

(des études ont montré la présence possible de Sta-

phylococcus epidermidis ou encore S. aureus [1]).
Ce risque de contamination est d'ailleurs avéré, puisqu'on
rapporte le déces, en ltalie, d'une patiente de 82 ans vic-
time d'une légionellose a la suite d'une contamination
des circuits internes d'eau d'un unit dentaire [2]. En plus
de ces risques, il existe une probable rétrocontamination
par un mécanisme d'aspiration de liquide buccal par reflux
lors de l'arrét de la rotation des instruments. On peut
alors mettre en place des vannes anti-rétractions dont
I'efficacité a toutefois déja été remise en question [3-6].
De méme, le rapport surface/volume élevé du circuit de
distribution (longs tuyaux fins) et la présence d'un flux
d'eau laminaire peuvent favoriser la formation d'un biofilm
[7-9]. Les valeurs des concentrations en bactéries dans
I'eau des units varient considérablement dans la littéra-
ture. Une contamination pouvant atteindre 10° UFC/ml a
déja été rapportée [10]. Lutilisation intermittente (non-utili-
sation le soir, le week-end...) conduit & une stagnation de
I'eau, permettant le développement du biofilm, réservoir
qui peut a lui seul entretenir la contamination de I'eau.
Il existe trois voies d'exposition aux microorganismes :
e |'ingestion directe (par le patient),
¢ |e contact cutanéo-muqueux (pour le patient et I'équipe
soignante),
* |'inhalation d'aérosols contaminés (pour le patient et
I'équipe soignante).
En France comme aux Etals—Uﬂis, on estime gue 'eau
de sortie des units dentaires doit au moins répondre aux
critéres de qualité de I'eau d'entrée de I'unit. En effet,
méme si cette eau n'est pas destinée a la consomma-
tion humaine, le patient peut en ingérer pendant les soins
dentaires [11]. Ces critéres correspondent aux normes
données par I'American Dental Association (ADA) en
2004 [12], soit une concentration de flore aérobie infé-
rieure & 500 UFC/mI. Pour les soins chirurgicaux bucco-
dentaires, il est recommandé de n'utiliser que de |'eau
stérile [11]. Les mesures existantes alors pour lutter
contre le risque infectieux lié a |'utilisation de I'eau des
units sont les suivantes:
* Les purges: 5 minutes le matin, 20 a 30 secondes
entre chague patient. Ces purges vont réduire le nombre
de bactéries en suspension, elles concernent les circuits
d'eau de la seringue air/feau et des PIR. Leur intérét n'est
pas remis en cause, mais leur efficacité apparait limitée,
car il n'y a pas d’action sur le biofilm [9,13,14].
* | a désinfection du circuit d’eau: en prenant garde a
son efficacité, a son innocuité et a sa compatibilité avec
le matériel. La chloration par exemple est un principe de
deésinfection largement utilisé de facon courante sur l'ali-
mentation centrale en eau. De facon exceptionnelle, des

chocs chlorés a concentration trés importante (15 mg/l,
50 mg/l, voire 100 mg/l) peuvent étre appliqués a des
units non utilisés pour les soins (la cause évidente est la
toxicité pouvant étre induite).

e Les valves anti-reflux.

e Lafiltration: en sachant qu'il existe une recontamina-
tion bactérienne en 24 heures. Les filtres seront alors
a changer chaque jour, ou a stériliser [15]. lls n'ont pas
d'effet sur le biofilm en amont, et leur efficacité clinique
n'est pas encore démontrée.

e ‘utilisation d'un systeme indépendant d'eau propre:
sous condition de nettoyages et de désinfections régu-
liers, avec précautions lors de la manipulation [1].

Matériel et méthode

Le contréle microbiologigue de |'eau potable dans les
établissements de santé comprend plusieurs conditions
d'ensemencement selon le type d’analyses souhaitées
ainsi que des fréquences de prélévements. Ces condi-
tions d’ensemencement ainsi que les normes utilisées
sont énumeérées dans le tableau |.

Vu I'hétérogeéngité des recommandations européennes
et américaines concernant la qualité que doit présenter
I'eau des units, I'équipe opérationnelle d'hygiéne (EOH)
des HUS a décidé de prendre comme niveau cible le
niveau de qualité de I'eau potable détaillé dans la directive
europeenne de 1998 [16], et repris dans le décret d'appli-
cation de 2001 [17]. Comme niveau d'action, le niveau de
qualité proposé par IADA en 1996 a été choisi. Le niveau
cible représente le niveau de qualité que I'eau de sortie
doit satisfaire dans les conditions normales de fonction-
nement. Le niveau d'action représente le niveau qui doit
immediaterment déclencher la mise en place de mesures
correctives. Les prélévements d'eau se font systémati-
quement au niveau de I'eau d'entrée de |'unit dentaire,
au niveau du crachoir, et au niveau du dernier fouet du
bloc multiplex (le plus éloigné de I'entrée d'eau), afin de
deéterminer rapidement si le probléme est lié & une non-
conformité de I'eau d'entrée (contamination du réseau
d'eau qui alimente I'unit) ou a une contamination des
circuits internes de I'unit (Tableau II). Selon la concen-
tration en flore aérobie & 22 °C et la présence de germes
pathogénes (Pseudomonas aeruginosa, entérocoques,
Escherichia col)), les résultats sont rendus conformes,
acceptables, ou non conformes. Les seuils d'interpréta-
tion sont résumes dans le tableau Ill en ce qui concerne
les units destinés aux soins standards.

En cas de résultats « conformes » aux valeurs attendues,
le protocole d'entretien en place (nettoyage, purges...)
sera poursuivi. En cas de résultats « acceptables », ce
protocole sera renforcé, poursuivi avec plus de rigueur
pour que les prochains prélévements montrent une ameé-
lioration. Si cette amélioration n'est pas atteinte, et que
les résultats sont « non conformes », 'EOH recommande
d'interdire I'usage de I'unit jusqu’a normalisation des
résultats. Une maintenance curative de type désinfec-
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Tableau | - Conditions d'analyse des différents critéres de qualité de I'eau a usage alimentaire.

Durée
maximale de
conservation
avant analyse

(heures)

Volume
analysé

Microorganismes
recherchés

Température (° C)
de conservation
avant analyse

Conditions
d’ensemencement
des échantillons

Sare 72 h 422 °C sur gélose NF EN ISO?
il dm = T PCA? par inclusion ou filtration 6222 (1999)
o 48 h & 36 °C sur gélose NF EN ISO
friikias 1! " Js PCA par inclusion ou filtration 6222 (1999)
: Ambiante 24 ha 36 °C sur gélose NF EN ISO
Cg,l'onrg?’.S L 2 (£25°C) TTC* par filtration sur membrane 9308-1
' 100 ml 24 5+3 2¢lecture 8448 h (2000}
Ambi
100 ml 6 D way  48ha36°CsurgsloseSlanetz T ENISO
Bntatoqques £257%) par filtration sur membrane 7899:2
100 ml 24 5+3 (2000)
S 48 h 4 36 °C sur gélose NF EN ISO
aet:u o 100 ml NC? NC au cétrimide par filtration sur 16266
9 membrane (2008)

FAR: Flore aérobie revivifiable. PCA: Plate Count Agar = gélose pour le dénombrement des microorganismes aérobies revivifi-
ables. 3- NF EN ISO: Normes internationales (International Organization Standardisation) reprises en Europe (European Norm) et
en France (Norme Francaise). 4-TTC: Tergitol = milieu de recherche et de dénombrement des coliformes. 5- NC: non concerné

tion des conduites d'eau internes de |'unit est demandée.
Pour les fauteuils de la marque PLANMECA®, ceci consiste
en un traitement interne au DIALOX® qui est réalisé par les
agents de la direction des équipements. Pour les fauteuils
de la marque ADEC®, la démarche est la suivante:

* retirer les instruments dynamiques;

® passez une solution a 0,1 % de chlore actif, c'est-a-
dire, en utilisant des comprimés de chlore effervescents,
mettre un comprimé dans un litre d'eau puis remplir le
bidon du fauteuil Abec® (700 ml);

* passer le bidon de 700 ml rempli de cette solution;

® laisser agir 30 minutes;

* rincer abondamment par passage de deux bidons de
700 ml remplis d'eau filtrée. Entre les deux rincages, pas-
ser de I'air comprimé (en plagant une bouteille vide) afin
d'aider au décrochage de particules organiques.

Une fois ces mesures effectuées, de nouveaux préléve-
ments de contrdle sont faits pour décider de la libération
ou non de I'unit. Apres une premiére alerte sur |'eau des
units, une maintenance préventive pour tous les units
des HUS a été déterminée, début mai 2010. Les mesures
suivantes sont mises en place:

¢ purge des tubulures en debut de journée et entre
chaque patient,

* désinfection périodigue (deux fois par an) au DiaLoX®,
» contréle systématique (au moins une fois par an),

¢ inclusion au plan de surveillance « légionnelles » des
HUS,

* mise en place de valves anti-retour au niveau des PIR,
détartreurs, et seringues air/eau sur les units qui n'en
ont pas encore.

Le 17 janvier 2011 a lieu I'ouverture du nouveau pole de
médecine et de chirurgie bucco-dentaires sur le site de
I'hépital civil de Strasbourg, présentant 96 units dont 29

Tableau Il - Seuils microbiologiques retenus pour les units den-
taires des hopitaux universitaires de Strasbourg.

Type de recherche Niveau cible Niveau d'action
Flore aérobie
revivifiable 3 22°C <100 UFC/ml 2200 UFC/ml
Escherichia coli < 1 UFC/100 ml > 1 UFC/100 ml
Entérocoques < 1 UFC/100 ml 21 UFC/100 ml
Pseudomonas
B6RIGINOSA < 1 UFC/100 ml > 1 UFC/100 ml

Tableau Il - Seuils d’interprétation des résultats de préléve-
ments de I'eau des units dentaires aux hépitaux universitaires
de Strasbourg (soins standards).

Résultats Interprétation

Flore aérobie & 22°C < 100 UFC/m =» Résultats conformes
et absence de germes pathogeénes aux valeurs attendues

Flore aérobie a 22°C > 100 UFC/ml
Flore aérobie & 22°C < 200 UFC/ml
et absence de germes pathogénes
Flore aérobie a 22°C = 200 UFC/ml
ou
Présence de germes pathogénes :

* Pseudomonas aeruginosa

* Entérocoques

* Escherichia coli

= Résultats
acceptables

= Résultats non
conformes

= Interdire I'usage de
I'unit

nouveaux (Apec®, et PLANMECA® pour les anciens). LEOH
a prescrit des contréles d'eau a des points pertinents afin
de s'assurer de la conformité microbiologique de I'eau
avant 'ouverture. Des contréles réguliers et des actions
d'assainissement (purge de I'eau du batiment, désinfec-
tion complete des circuits d'eau, mise en place d'un sys-
téme d'adjonction de chlore en amont de I'adoucisseur
d'eau qui alimente I'ensemble du batiment jusqu'a I'ou-
verture du centre de soins) ont été nécessaires d'octobre
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2010 & janvier 2011, afin d'assurer |'ouverture du nouveau
péle dans de bonnes conditions. Celles-ci s'objectivent
par une qualité microbiclogigue de |'eau admise comme
conforme a I'entrée du batiment [18].

Prés de trois mois aprés I'ouverture, de nouveaux préléve-
ments au niveau des units sont effectués, le 7 mars 2011.
Ces prélevements montrent de mauvais résultats avec de
trés nombreux points non conformes (27 points sur 34
testés, incluant une flore revivifiable & 22 °C importante,
et parfois la présence de Pseudomonas aeruginosa), et
appuient I'existence d'un dysfonctionnement dans le pro-
tocole de maintenance et d’entretien. Ces mauvais résul-
tats ont permis d'effectuer des rappels sur la nécessité

de la mise en place des purges quotidiennes des lavabos
et pluriquotidiennes des units, de renforcer la motivation
et I'information sur les mesures correctives mises en
place auprés des personnels, et surtout d'élaborer un
pratocole clair et accompagné d'une feuille de tragabilité
pour chague unit permettant a chaque opérateur d'avoir
un autocontrole des mesures a prendre. Aprés la mise en
place de ces mesures, de nouveaux prélévements seront
effectués pour suivre et contréler le risque de contami-
nation. Il a été décidé de procéder a des prélévements
reguliers sur I'ensemble des units du péle sélectionnés
aléatoirement, I'objectif étant d'avoir préleve I'ensemble
des fauteuils dans I'année.

Le protocole établi

Unit Apec®

1- Purge du robinet de box : chague matin,
laisser couler I'eau chaude pendant 2
minutes, puis I'eau froide pendant 2 minutes.
1b- Réserve d'eau: chague matin, remplir le
flacon réserve d'eau indépendant aprés un
nettoyage quotidien au laveurdésinfecteur (AQ
=600), au robinet d'eau avec filtre. Y ajouter
une pastille dADEC-ICX® pour 700 ml d'eau.

2- Désinfection des aspirations: chague
matin, chaque soir et entre deux patients,
ouvrir les aspirations pour permettre le pas-
sage du désinfectant (OraToL®), et brancher
les aspirations sur les embouts du bouchon
jaune, I'aspiration du liquide désinfectant est
automatique.

3- Purge des seringues air/eau: chaque matin,
chague soir et entre deux patients, purge du
coté aspiration pendant 30 secondes, durant
le temps de rincage des aspirations; du coté
unit pendant 30 secondes.

Purge des instruments: chaque matin,
chague soir et entre deux patients, rassem-
bler les fouets des instruments  angle droit
dans la main gauche, appuyer sur le bouton
PUSH de la main droite.

4- Lavage/désinfection des embouts d'aspi-
ration: chaque soir, démontage et désinfec-
tion de I'embout de |'aspire-salive, passage
au laveurdésinfecteur, programme basse
température (55 °C) afin de ne pas altérer

les pieces; démontage et désinfection de
I'embout de |'aspiration chirurgicale, sans
démonter le raccord qui fait le contact, nila
tige métallique qui permet de maintenir le
diamétre, passage au laveurdésinfecteur, pro-
gramme basse température (65 °C).

5a- Nettoyage du filtre de |'aspiration: chaque
soir, dévisser le bouchon, sortir le filtre, pré-
désinfecter et nettoyer.

Figure 1- Protocole établi pour I'unit ADEc® en images.

5b- Nettoyage du support du filtre de I'aspi-
ration : chague soir, démonter le support du
filtre, pré-désinfecter et nettoyer.

6- Nettoyage et désinfection de I'unit: chaque
matin, chaque soir et entre deux patients, trai-
tement des surfaces du haut vers le bas sans
oublier les dessous d'accoudoir et de siege,

1- Composants actifs :
Percarbonate de sodium

application du désinfectant mousse sur un
papier d'essuyage et répartition de la mousse
sur la surface & traiter pendant 15 minutes,
laisser sécher.

7- Chaque sair, placer les pédales de chaque
coté du socle du fauteuil pour permettre le
bionettoyage du sol.

n-Alkyl (60 % C14, 30 % C16, 5 % C12, 5 % C18) dimethyl benzyl ammaonium chloride .
n-Alkyl (68 % C12, 32 % C14) dimethyl ethylbenzyl ammonium chloride ..

Nitrate d'argent
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ELABORATION ET EVALUATION D'UN PROTOCOLE D'ENTRETIEN DES UNITS ET FAUTEUILS DENTAIRES AUX HUS

Unit ADEC (Figures 1 et 2) Unit PLANMECA' (Figures 2 et 3)

1- Purge du robinet de box: chaque matin, laisser couler 1- Purge du robinet de box: chague matin, laisser couler
I'eau chaude pendant 2 minutes, puis I'eau froide pen- I'eau chaude pendant 2 minutes, puis I'eau froide pen-
dant 2 minutes. dant 2 minutes.

Figure 2 - Zones de I'unit et du fauteuil
concernées par chaque étape du protocole
établi pour les units Abec® et PLANMECA®.

Le protocole établi

Unit PLanmECA®

1- Purge du robinet de box: chaque matin,
laisser couler I'eau chaude pendant 2 minutes,
puis |'eau froide pendant 2 minutes.

2 et 3- Désinfection des aspirations et des ins-
truments: chaque matin, chaque soir et entre
deux patients, installer le support de I'OroCup
sur le crachoir, placer I'OroCuUP dans la loge
du support, insérer les aspirations sur le pot
de ringage OroCup contenant le désinfectant
(ORoTOLY), et insérer les instruments dans les
loges du support; appuyer sur la touche Spray
jusgu’au deuxiéme bip long.

4- Désinfection des embouts d'aspiration:

chaque soir, démontage des aspirations et pas-

sage au laveur-désinfecteur programme basse  chague semaine, démonter le filtre « fines application du désinfectant mousse sur un

température (55 °C) particules » situé au-dessous, le vider, le pré-  papier d'essuyage et répartition de la mousse

5a- Nettoyage des filtres de I'aspiration: chagque  désinfecter, le rincer. sur la surface a traiter pendant 15 minutes,

soir, demonter le filtre primaire, sortir le filtre 6- Nettoyage et désinfection de I'unit: chague  laisser sécher.

primaire, le désinfecter. Le changer chague matin, chague soir et entre deux patients, trai-  7- Chaque soir, placer la pédale sur le socle

semaine. tement des surfaces du haut vers le bas sans  du fauteuil pour permettre le bionettoyage du

5b- Nettoyage des filtres de |'aspiration : oublier les dessous d'accoudoir et de siége, sol. Ne jamais poser la pédale sur le cracheir.
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Résultats

Un mois apreés les derniers prélévements qui déclen-
chérent le renforcement du protocole d'entretien des
units, son application rigoureuse et une discussion avec
les personnels en charge de cet entretien, soit fin mars
etdebut avril 2011, de nouveaux prélévements sont effec-
tués, dont les résultats apparaissent tous conformes. Un
suivi est alors mis en place par des prélévements régu-
liers, dont certains résultats sont exposés sur la figure 4
(unit PLanMECA® avec prélévements effectués au niveau
du crachoir et du fouet), et sur les figures 5 et 6 (units
ADEC® avec prélévements effectués au niveau de la bou-
teille d'eau — réservoir indépendant et du fouet).

* Le 1% septembre 2011, les prélévements montrent a
nouveau quatre fauteuils pour lesquels les résultats sont
non conformes. Un renforcement de I'application rigou-
reuse du protocole d'entretien est préconiseé.

* Fin septembre 2011, les résultats des prélévements
sont a nouveau conformes.

® | es mois suivants, les prélévements réguliers montrent
des résultats conformes avec de trés rares incidents
ponctuels (flore aérobie revivifiable a 37 °C > 200 UFC/
ml au niveau des fouets), c'est-a-dire moins de un préle-
vement par mois qui apparait non conforme, et ce jusqu'a
fin janvier 2012, incidents qui sont résolus par un respect
rigoureux du protocole d’entretien des units (Figure 7).

Discussion

La gestion du risque correspond & la connaissance et a
I'identification des risques. Malheureusement, la connais-
sance des risques est encore assez pauvre et contro-

Figure 4 - Suivi des prélévements de I'eau de I'unit 8607 — box2 (en
UFC/ml).

Figure 5 — Suivi des prélevements de I'eau de I'unit 8601 -
box1 (en UFC/ml).

Figure 6 — Suivi des préléevements de I'eau de I'unit 8604 —
box14 (en UFC/ml).

UFC/mL
500
500.. -
400 |-
300 |
200 |-
100 |-
0 VAW AN .
1-09-2011 15-09-2011 26-10-2011
[ Bouteille : flore aérobie revivifiable a 37°C
1 Bouteille : flore aérobie revivifiable a 22°C
B Fouet : flore aérobie revivifiable a 37°C
[ Fouet : flore aérobie revivifiable a 22°C
UFC/mL 200
200 —
150 [~
90
100 —
50 -
21-09-2011 24-09-2011

Figure 7 - Evolution des résultats des préléevements dans
le temps, relative au nombre total de prélevements.

100
1000
80 § LI
60 _|
- 40 _|
20§ L]
0
01-09 21-09 28-09 25-11 24-01
01-08-2011  15-09-2011 23-09-2011 1509 2300 260 20413
20M 2012
[ Crachoir : flore aérobie revivifiable & 37°C
[ Crachoir : flore aérobie revivifiable 4 22°C 1 Prélevements non conformes
[ Fouet : flore aérobie revivifiable & 37°C B Prélevements acceptables
[ Fouet : flore aérobie revivifiable & 22°C [ Prélevernents conformes
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AUTEUILS DENTAIRES AUX HUS

Figure 8 - Feuille de tracabilité de I'entretien de I'unit dentaire pour la journée du lundi, pouvant étre étendue aux autres jours de la semaine.

Fiche de suivi de I'entretien de I'unit dentaire CASU
H.US. N inventaire: Lundi Mardi Mercredi eudi Vendredi samedi
Semaine N°; matin |l_lsﬂir matin lx_lsoir matin__ | |soir matin msmr matin__ |x fsoir matin
Imnmim Quanp lcOMMENT
Inu (ADEC)  fmatin 1_purge eau ch 2', froid 2/, box de scins I | |
N 0O 0mMoomomomoao
fin de vac. 3.installer aspi/bouchon jaune Oro Cup _ n - . 1 - | I

4.aspirer les 2 litres d'eau pour ringage

5.puis fe désinfectant OROTOL/Ora Cup

B.boutellle pastille ICX, eau filtrée (ADEC)

matin, 7.0ro Cup /support crachoir {guériden pr ADEC)
erere 8.cordans instrum. tirer a 90" haricot (ADEC)
deus 9.appui sur clé 6 pans, 30 sec (ADEC)

patients 10.purge seringue airfeau 30 sec

ot 11, Démanter/désinfecter aspi.chir. (ADEC)

oic 12 désinfection du scialytique (1 lingette/unit)

13.désinfection du fauteuil

14.désinfection du siége opérateur

15.enlever [a bouteille, purger seringue air/eau

16, démonter/désinfecter aspi saliv,(ADEC)

17.démuonter/désinfecter filtre primaire

soir [18.arrét de |'unit

19, pédale sur socle (de chaque coté pr ADEC)

20, Javeur 55°; filtres, embouts, bouteille (ADEC)

hetidomasare |21, Désinfection au MD 555

@t [Aseistante dentaire : matinjsor mann K [soir mann K [sor Tann[X [sor [maon X [sor matn X [sonr matn
Qui Frudiant : matin/soir matin x [soir matin X [soir matin x [soir matin X |soir matin x [soir matin
[isiom 2312 & fin de vacation du matin

versée pour ce qui est de I'eau des units dentaires, dis-
positif médical trés particulier et complexe. La gestion
du risque implique la tentative d'élimination des risques,
point délicat a aborder, car il faut pouvoir trouver |'origine
du probléme, souvent multifactorielle, et appliquer des
procédures efficaces pour y remédier. Les résultats qui
apparaissent suite a |'application du protocole présenté
dans cet article sont trés encourageants. En effet, main-
tenir un niveau de conformité des prélévements presque
maximal sur plusieurs mois prouve que le protocole a
nettement montré son efficacité, et ce, a moindre colt.
Ces pratiques ont été revues, améliorées et mises en
place au courant de I'annee 2011 suite aux prélevements
présentés qui, en plus d'étayer le protocole en amont,
permettent en aval un contréle de celui-ci en feedback.
Les récurrences des contaminations visibles sur les résul-
tats des préléevements s'expliquent par le mode de réali-
sation de ceux-ci: en effet, ils ont lieu aléatoirement sur
I'ensemble du parc des fauteuils et units du péle. Aussi,
on arrivera progressivement a controler — et a corriger le
cas échéant —tous les fauteuils, et & assecir une mainte-
nance efficace. Les efforts sont toutefois a poursuivre,
car siI'application de ce protocole simple mais rigoureux
suffit amplement a obtenir des résultats conformes, le
moindre relachement peut entrainer le retour des pro-

blemes. Aussi, il faut veiller & une bonne motivation a
son application, car la lourdeur des mesures quotidiennes
implique la nécessité d'une motivation importante des
opérateurs, qui peut étre maintenue par |'autocontrole
que permet la feuille de tracabilité (Figure 8). Celle-ci est
remplie et signée par I'agent et |'opérateur utilisateur du
fauteuil, puis vérifiée par le cadre d'hygiene. Ceci per
met en outre de I'autocontrole un double contréle de
I'observance du protocole. Cette méme feuille permet-
tra de compléter un carnet de vie pour chaque unit, gage
d'une bonne tracabilité de |'exécution rigoureuse du pro-
tocole par le personnel en charge, ainsi que des pannes
et réparations pouvant éventuellement survenir sur les
units et/ou fauteuils.

Conclusion

Lutilisation de I'eau dans I'activité médico-chirurgicale
bucco-dentaire présente bon nombre d’avantages, mais
s'accompagne aussi de risques, notamment infectieux.
Des mesures ont été mises en place pour limiter ce
risgue, mais souvent incomplétes ou floues. Le protocole
d'entretien des units et des fauteuils dentaires élaboré
et présenté a I'avantage de s'accompagner d'une feuille
de tracabilitée permettant un autocontréle de I'opérateur,
d'étre détaillé et rigoureux, d'étre applicable & moindre
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co(t, et surtout d'avoir montré son efficacité dans la lutte
contre le risque infectieux sur plusieurs mois, comme
les résultats des prélevements |'ont montré. Pour toutes
ces raisons, il est éminemment applicable. La seule
contrainte qui se pose encore est |'accompagnement
de son application rigoureuse et réguliére, dans un souci
constant de prise de conscience des enjeux sanitaires
et de motivation.

REFERENCES

1- CoLeman DC, O'Donnell MJ, SHore AC, RusseLL RJ. Biofilm pro-
blems in dental unit water systems and its practical control. J Appl
Microbiol 2008, 5: 1424-1437.

2- Ricct ML, Fontana S, Pinci F, Fiunmana E, et all Pneumonia associa-
ted with a dental unit waterline. Lancet 2012; 379: 684.

3- CoLeman DC, O'DonNELL MJ, SHore AC, Swian J, RusseLL RJ. The
role of manufacturers in reducing biofilms in dental chair waterlines.
J Dent 2007; 9: 701-711.

4-BenLutTi F TesTareLLl L, Vaia F DE Luca M, DoLel G. Efficacy of anti-
retraction devices in preventing bacterial contamination of dental unit
water lines. J Dent 2003; 2: 105-110.

5- PetT1 S, Tarsitani G. Detection and quantification of dental unit
water line contamination by oral streptococci. Infect Control Hosp
Epidemiol 2006; 5: 504-508.

6- CCLIN sup-ouest. Recommandations pour la prévention du risque
infectieux au niveau des cabinets dentaires en milieu hospitalier.
1996. Accessible sur : http://nosobase.chu-lyon.fr/recommanda-
tions/celin/celinSudOuest/1996_odontologie_CCLIN.pdf (Consufté
le 23-02-2013.)

7- SHeAReR BG. Biofilm and the dental office. J Am Dent Assoc 1996;
2:18-19.

8- WIRTHLIN MR, MarsHaLL GW Jr, RowLanD RW. Formation and
decontamination of bicfilms in dental unit waterlines. J Periodontol
2003; 11; 1595-1609.

9- MiLLs SE. The dental unit waterline controversy: defusing the
myths, defining the solutions. J Am Dent Assoc 2000; 10: 1427-1441.

10- Bareeau J, GAUTHIER C, PavivienT P Biofilms, infectious agents, and
dental unit waterline : a review. Can J Microbiol 1998; 44: 1019-1028.

11- DGS. Guide de prévention des infections liées aux soins en chirur-
gie dentaire et en stomatologie. Accessible sur :http:/iwww fsdl fr/
docs/guide_prevention_infection.pdf] 2006. Vol. Deuxieme édition
(Consulté le 10-12-12).

12- STATEMENT ON DENTAL UNITWATERLINES. American Dental Associa-
tion. 2004. [Citation : 09 07 2011.] Accessible sur : http:/Aww.ada.
org/1856.aspx (Consulté le 10-12-12).

13- SanTiaso JI, HuwmingTon MK, JoHnsTon MA. Microbial contamina-
tion of dental unit water lines: short and long-term effects of flushing.
Gen Dent 1994; 45: 528-535.

14-WaLker JT, BrapsHaw DJ, FuLrorp MR, MagrsH PD. Microbiologi-
cal evaluation of a range of disinfectant products to control mixed-
species biofilm contamination in a laboratory model of a dental unit
water system. Appl Environ Micrabiol 2003; 6: 3327-3332.

15- MurpocH-KineH CA, Anprews NL, Atwan S, Juoe R, GLEasoN MJ,
Movinarl JA. Comparison of dental water quality management pro-
cedures. J Am Dent Assoc 1997; 9: 1235-1243.

16- Directive n® 98/83/CE du 03/11/98 relative a la qualité des eaux
destinées & la consommation humaine.

17- Décret n® 2001-1220 du 20/12/01 relatif aux eaux destinées & la
consommation humaine & I'exclusion des eaux minérales naturelles.
18- JOURNEE REGIONALES D'HYGIENE HOSPITALIERE DE STRASBOURG 2011,
session 3. Risgue infectieux lié a I'eau des units dentaires : Expé-
rience des hépitaux universitaires de Strasbourg, Dr S. Deboscker,
EOH, HUS Communication orale. Accessible sur : wwwi.jrhh.org
(Consuité le 10-12-12).

Conflit potentiel d’intéréts : aucun

30

HYGIENES - 2013 - VoLumME XXI - n° 2

152



V. Contamination de I'eau des units dentaires et Byssade désinfection en continu

Objectifs : Evaluer I'efficacité de trois systéntesdésinfection en continu de I'eau des units

dentaires, en conditions réelles de soins.

Conception de I'étude : Etude prospective menéébdeurs a 20 mois sur la qualité
microbiologique de I'eau des units dentaires ape@miéficié de trois systémes de traitement de
I'eau différents : 2 systemes de traitement chimiffGN EVO / Calbenium / IGN®

Cartridge, et Sterispray®), et un systeme de treetd physique (BacTerminator®).

ltems étudiés : 6 units dentaires du Pdle de Médexti Chirurgie Bucco-Dentaires des
Hoépitaux Universitaires de Strasbourg (HUS), France

Résultats : Les systemes IGN EVO / Calbenium / IGDEBtridge et Sterispray® ont montré
une efficacité immediate et a long terme sur I'damits dentaires contaminés.Toutefois, le
premier systeme offre des avantages ergonomiqysteise automatique, action sur I'eau du
réseau). Le systeme BacTerminator® a mis plus éangs a exprimer son efficacité et a été

moins efficace que les deux autres systemes.

Ce travail a donné lieu a un article accepté pabtigation dans le British Dental Journal Open
(article 7).
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Abstract:

Objective:To assess the efficacy of three continuous wasgnféiction systems for dental
units under real conditions of dental caeudy designA prospective study carried out from
45 days to 20 months on the water quality of th@aeunits which benefited from three
different systems: two chemical treatment systd@sl (EVO / Calbenium / IGN® Cartridge,
and Sterispray®), and one physical treatment sy$BaunTerminator®)Studied itemsSix
dental units of the Dental Medicine and Oral Suydeenter within the University Hospital of
Strasbourg (HUS), FrancBesults:The IGN EVO / Calbenium / IGN® Cartridge and
Sterispray® systems showed an immediate and lang-ééficacy on contaminated dental
unit waterlines. However, the first system offergomomic advantages (automatic system,
action on the water from the water supply network)e BacTerminator® system took longer

to be effective and was less effective than theratko.

Key words: infection control ; dental unit wateds; water disinfection ; continuous disinfection
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Introduction:

Dental medicine and oral surgery, as many medicgksal practices, must be associated with
a good infectious risk management, allowing oneatatrol sources and vectors of cross-
contamination, including water contamination [1,A3 water is used to cool down rotary
instruments and clean the surgical site, monitoitsignicrobiological quality can be done
using samples collected from the unit water systémese samples can reveal the presence of
a planktonic or sessile bacterial flora, eithethi@ water supply netwoi2], or as the result of
a back-contamination of dental unit waterlines edusy a backflow of oral fluids when
rotary instruments stop [3, 4, 5]. A level of cantaation up to 1DCFU/mL has already been
reported in literature [6]. The elevated surface«bume ratio of dental unit waterlines
(which are long thin pipes), as well as the presefdaminar water flow, can promote
biofilm formation [7, 8, 9]. Consequently, thereaislistinct risk for the patient and the dental
team, who are in direct contact with contaminatedew In Italy, the death of an 81-year-old
female patient has been reported after she coattaetgionnaire’s disease due to
contaminated water in the internal dental unit wates [2].

In France, the microbiological quality of the outpeater from dental unit waterlines is not
regulated. However, at the University Hospital oSbourg (HUS), quality standards have
been set. The output water must at least meehthe water quality standards, which
corresponds to the American Dental Association (ADeguirements of 1995 (maximum
heterotrophic plate count (HPC) at 22°C of 200 UL/ [10], although the ADA followed
the United States’ Center for Disease Control aedéhtion (CDC) in 2004, recommending
a maximum HPC of 500 CFU/mL. Furthermore, the tavgéue of the microbiological

quality of the dental units water set at the HUSta¢he European Union’s standard for
potable water with an HPC of less than 100 UFC/arl].[

If these criteria are not respectéte use of the dental chair will be suspended antedial
actions will be undertaken along with the strengthg of the maintenance protocol
implementation and the use of a sheet of tracéaliti some cases, remedial maintenance

such as the disinfection of the internal dentat waiterlines will be undertaken as well [12].

In 2013, 28% out of the samples collected at thet&léVledicine and Oral Surgery Center of
the HUS were non-compliant. Remedial actions umtert for these units consisted in the
treatment of the internal dental unit waterlinesmg®ialox® (a disinfectant made from
peracetic acid, hydrogen peroxide and acetic a€iwg.efficiency level of this treatment was

of 75%, which was considered as insufficient. Consatly, the Dental Medicine and Oral
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Surgery Center decided to carry out actions inmtaécrease this efficiency level. As a
result, continuous water treatment systems (IGN E\0@albenium / IGN® Cartridge,
Sterispray®, and BacTerminator®) were set on th@agninated units resisting the Dialox®

disinfection treatment, along with a regular ingmetof sampling results.

Materials and Methods:

=  Scope of the continuous water treatment systeregdtes

The continuous water treatment systems tested ther®llowing: IGN EVO / Calbenium /
IGN® Cartridge, Sterispray®, and BacTerminator®ey¥lnave been attached upstream from
the dental unit waterline. The first two systems laoth chemical treatment systems, that is to
say that a disinfectant is injected from an indeleen reservoir into the dental unit waterline.
The third system is a physical treatment systeniclmimeans that the input water goes
through several treatment phases, such as filtratnal ionization. The water used within the
dental care center is of potable quality regardiegEuropean Union’s standard [11], which
means that it is under microbiological monitoringpresent an heterotrophic plate count
(HPC) at 22 °C below 100 CFU/mL, an heterotrophategcount (HPC) at 37 °C below 10
CFU/mL, and coliform bacteria as well as Pseudors@®auginosa below 1 CFU/mL.

* IGN EVO / Calbenium / IGN® Cartridge (referred as IGN EVO Calbenium® later
in the text): This system, used in accordance thighmanufacturer’s
recommendations, includes KBN device which is an automatic dilution system
diluting a liquid disinfectant concentrate call€ALBENIUMin the water supply
network The IGN is attached to the water supply networkgander the unit, in
compliance with the manufacturer's recommendatidreartridge of IGN ensures the
decrease of diatoms loads in water. The appropiiaée of Calbenium is
automatically injected in the water flow going otih@ unit shelf. The level of
Calbenium is constantly monitored with an audiasgisdetection system. The
Calbenium solution is composed of EDT#enzalkonium chloridesodium
tosylchloramide, allantoin, aspartame, sorbitol spearmint flavor. Proportions of
products are not disclosed by the manufacturer.

» Sterispray® has been used in accordance with the manufacwesbmmendations
and attached to the units. The system is desighea endependent water reservoir

which works with compressed air and delivers watter the sprays. This is a manual
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filling system which must contain only either distil or demineralized water to dilute
the disinfectant product Sterispray®. This prodachanually added each time the
system is filled. It may be necessary to fill iveral times on a daily basiShe
solution is composed of EDTAgenzalkonium chlorideshloramine-T, glycerin,
aspartame, sorbitol, flavors and thyme essentiaPobportions of these products are
not disclosed by the manufacturer.

BacTerminator® has been used in accordance with the manufacturer’
recommendations and attached to the dental untexhvees supplied with water of
hospital quality. In addition to various filtratidevels and ion-exchange processes,
which allow, according to the manufacturer, to “ces@ calcium from water”, an
electrochemical process produces hypochlorousadtiypochlorite. These two
biocidal compounds should affect the bacteria efitiput water within
BacTerminator®. According to the BacTerminator®’amafacturer, the output water
is “free from micro-organisms and loaded with fresidual chlorine (0.5 to 1ppm)

that ensures biocidal action”.

Units covered in this study

This study focused on contaminated dental unitslvhiere resistant to the internal
treatment using Dialox®. Consequently, samplesakavg the contamination of the
dental unit waterlines stand for reference samples.

Three groups of two units respectively were fornteach group was equipped with
one of the three systems studied (table 1): the E¥® Calbenium® system for units
1 and 2, the Sterispray® system for units 3 anddithe BacTerminator® system for

units 5 and 6.

Table 1: Water treatment systems assigned to the groups

1and 2 3 and 4 5and 6
system IGN EVO Sterispray® BacTerminator®
Calbenium®
type of water water of hospital distilled water water of hospital
quality quality
dosing system automatic manual no dosage
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All of these dental units underwent the same daidyntenance, matching the
professional guidelines [13, 14] and formalize@ ispecific sheet of traceability. Part
of the maintenance protocol relevant to the disitidéd management of the dental unit

water lines is described below:

e Every morning:
o Installation of the independent water reservoireguired
o Purge of the handpiece hoses for five minutes (w&smpling site)
* Between each patient:
o Purge of the handpiece hoses for 20 s to 30 séefgulugging and treating
the handpieces
* Every evening:
o Purge of the handpiece hoses once the last pa@sriteen taken care of,
for 20 s to 30 s, before unplugging and treatirggltndpieces
0 Rinse of the independent water reservoir with tapew cleaning and

disinfection using a washer-disinfector at 55°C

= Study protocol
- Initial samples collection of the output water froine selected units which were

resistant to the Dialox® treatment.
- Installation of the continuous water treatmenteysbn these units.
- Sampling the day after system installation (D+1)
- Sampling 15 days after system installation (D+15)
- Sampling during a period of time ranging from 4@sito 20 months after system

installation.
All the samples were collected of the output watghe morning, after the purge and before

the first patient. Water samples culture conditiassvell as the standards used are described
in table 2.
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Table 2: Culture conditions of the output water géas collected from the unit and standards

used [11]
Microorganisms Volume Maximum Storage Samples seeding | Standards
sought analyzed storage temperature conditions
duration before (°C) before
analysis (hours) analysis
HPC! at 22 °C 1mL 12 5+3 72hat22°Con | 1SO 6222
agar PCAby [15]
inclusion or
filtration
HPC! at 36 °C 1mL 12 5+3 48 hat36°Con | 1SO 6222
agar PCA by [15]
inclusion or
filtration
Coliform bacteria 100 mL 6 Ambient 24 h at 36 °C on | 1SO 9308-
and E. coli agar TTC by 1[16]
(=25°C) membrane filtration
100 mL 24 5+3
2"inspection after
48 h
Enterococci 100 mL 6 Ambient 48 hat 36 °Con | I1SO 7899-
Slanetz agar by 2 [17]
(=25°C) membrane filtration
100 mL 24 5+3
Pseudomonas 100 mL Undisclosed Undisclosed 48 hat 36 °C on | ISO 16266
aeruginosa cetrimide agar by [18]
membrane filtration

1 HPC : Heterotrophic Plate Count

2PCA : Plate Count Agar = agar used to count revivifiaaerobic mircroorganisms

3 TTC : Tergitol = medium used for the search anaht®f coliform bacteria
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In reference to national technical guidelines, oldological water quality levels and
interpretation thresholds of sampling results a#neéd [19] and outlined in table 3. The aim
was to obtain the same water quality both for tigpat and input water. In this case, the

sample would be considered as compliant with thqairements.

Table 3 : Levels of microbiological water qualitydainterpretation of the output water
sampling results from the unit [11]
RESULTS INTERPRETATION

- HPC at 22 °G 100 CFU/mL
+ ResultsCOMPLIANT with the
« HPC at 37 °G< 10 CFU/mL
expected values

« Absence of pathogenic germs

. HPC at 22 °C> 100 UFC/mL and
< 200 UFC/mL . ACCEPTABLE results

- HPCat 27 °C 10 UFC/mL and
< 30 UFC/mL

The unit can be used. A new samplit

procedure is scheduled at D+3

« Absence of pathogenic germs

- HPCat 22 °G 200 UFC/mL

. NON COMPLIANT result
. HPC at 37 °G> 30 UFC/mL resufts

or

SUSPEND THE USEof the unit and

initiate Dialox® treatment. A new

+ Presence of pathogenic germs:

v Pseudomonas aeruginosa Sampling is scheduled at D+15 after
Dialox® treatment, until results are

v Enterococci .
compliant

v Escherichia coli
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The methods used in this study did not follow thdescribed in the EN ISO 16954 standard
regarding test methods used for biofilm treatmerdantal unit waterlines [20, 21], as these
methods are only applied under laboratory condstitMet, the aim of this study was to assess
the results of the water treatment systems obtam#ute actual clinical context. However, the
methods used in this study met standards on seaspalts:

- Acontrol group was not required, as samples cttebefore systems installation

showed contamination of the waterlines.

- Two units at least were included in each test gi(oaiple 1).

- Tests were carried out over more than 4 weeks.

- Count of colonies on the culture medium was peréatam compliance with the

standards referenced in table 2.

Results:

Concerning the units equipped with the IGN EVO @alom® and Sterispray® systems (fig.
1 and 2), primary samples collected prior to thel®® treatment revealed levels of
contamination of the output water up to 360 CFUAar_the heterotrophic plate count (HPC)
at 37 °C.

Samples collected 15 days after the Dialox ® treatnon each unit showed persistent water
contamination with levels up to 500 CFU/mL for HRC37 °C and at 22 °C.

The very next day after installation of the IGN EXBalbenium® and Sterispray® systems, at
D+1, samples revealed compliant results, with ebellow 1 CFU/mL for the HPC at 37
°C and 22 °C. Inspection done at D+15 and D+12thsoar D+20 months showed that there
was no more HPC in samples, and that this complemilt was lasting (fig. 1 and 2).

As for units 5 and 6 equipped with the BacTermin@&tsystem (fig 3 and 4), primary samples
collected before the Dialox® treatment, and cordeshples collected 15 days after the
treatment showed levels of contamination of theoivater up to 200 CFU/mL for the HPC
at 37 °C.
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Fig.1: Microbiological monitoring of the output watfrom units 1 and 2

Fig.2: Microbiological monitoring of the output weatfrom units 3 and 4
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Concerning unit 5, samples collected the day &taTerminator® installation showed a
non-compliant result, with a concentration of 5aUdmL of HPC at 37 °C and 22 °C. An
inspection of the system revealed that it was tealy malfunctioning, which consequently
increased water contamination. After correctiomthefse defects, samples collected at D+15
showed improvements, but still non-compliant resuitith levels up to 200 CFU/mL for a
HPC at 37 °C. At last, samples collected at D+4bsstowed non-compliant results, as it

revealed a concentration of 1 CFU/100mL of Pseudwms@eruginosa.

As for unit 6, the contamination level decreaseD-6l and went from 200 to 40 CFU/mL of
HPC at 37 °C after BacTerminator® installation. Hwer, the system had no impact on the
HPC at 22 °C (from 10 to 12 CFU/mL). At D+15, tlewél increased up to 150 CFU/mL for
the HPC at 37 °C, but not for the HPC at 22 °@vds only at D+2 months that the HPC at 37
°C decreased and went down to 22 CFU/mL, whiclkepmparison with the samples collected
at D+1, represents a decrease but still is notgtant result. Finally, at D+8 months, the
sampling inspection revealed that the level ofHIREC at 22 °C increased up to 27 CFU/mL,

which remains an acceptable result, but not a camiplesult.

Discussion:

The continuous water treatment systems testedsrstixdy were installed on units from
which the output water samples collected showeld bamptamination levels. Bacteria were
resistant to routine treatments done at the Dééalicine and Oral Surgery Center of
Strasbourg [12]. Consequently, these poor condittmmstituted a suitable environment to
assess the efficacy of the systems tested intilnity s

Sampling results after systems installation shoteecefficacy of the IGN EVO Calbenium®
and Sterispray® systems on contaminated waterinits, on which they had an immediate
and long-lasting impact.

Regarding the BacTerminator® system, the sampliscted showed irregular results with a
sudden rise of the contamination level. After 1gsjahe samples were still non-compliant
with the expected results. Consequently, wateufatmg in the waterlines still presents a
potential infectious risk. A longer term study escessary to demonstrate the possible efficacy

of this system. Nevertheless, in the presencehdratental units water lines disinfection
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systems in the market that are proven to be efficend for the safety of patients, it would

not be ethical to continue using systems that ageiestionable efficacy.

The differences found could be explained by thelraeisms of action of the different
systems. Chemical disinfection applies for planktdracteria and outer layers of biofilm that
the water flow may remove. However, chemical desttibn does not directly impact deep
layers of biofilm. Yet, biofilm bacteria are muclore resistant to disinfectants than
planktonic bacteria, and the biofilm could remasrnagpotential reservoir for bacterial

contamination within the unit pipes.

Physical action of the BacTerminator® system taésct upstream the input water in the
unit. Consequently, even if the water in the wated is supposed to be bacteria-free, it could
detach residual biofilm fragments without havindisinfecting effect. Indeed, the
concentration of residual biocide compounds (fitderne) may be too low. This could
explain the less satisfactory results obtained With system, which has already been
hypothesized in literature [22].

In order to support the results, a complete remof¥/#ie biofilm from the waterlines should

be considered [23] before using continuous treatsygstems. To perform this tricky
operation on biofilm [24], the efficacy of biofilmemoval solutions should be assessed, such
as enzymatic detergents currently developed, taskd in association with disinfectants once

biofilm has been deteriorated.

The results of our study show that it is possiblelitain a microbiological quality of the
output water which is compliant with the targetdiswrecommended, by using a water
treatment system connected to the water supplyarktwhis is the reason why we chose, at
the Dental Medicine and Oral Surgery Center ofskioairg, not to use treated water in the
future (distilled, osmosis or sterile water), canyrto other health care centers [22]. Choosing
not to use treated water has the following advasgat)) no constraints regarding the storage
of bottles or cans, 2) no risk linked to the mafagian of bottles or cans, and 3) besides the
results showing an equal efficacy of the IGN EVOb&aium® and Sterispray® systems, the
fact that the IGN EVO Calbenium® system is moreoaamic must be underlined, as it

offers an automatic dosing system and use onlwepr (table 1). This system presents the
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following advantages: no manipulation or diluticeriprmed by the dental team, and the

concentration of the product delivered in the wates remains unchanged.

When compared to other studies about the efficdcdgotal units water lines disinfection
systems, it appears that IGN EVO Calbenium® andspieyy® are a part of the best
systems. Indeed, a 2010 study led by RAC ChatedB6lit the efficacy of Alpron® system
showed compliant results (HPC <100 CFU/mL) for 80.&f 52 dental units tested after a
one-month utilization of the system. A 2002 stughydd Smith [26] showed that compliant
results (HPC <100 CFU/mL) were maintained on 6sudiiring 6 weeks using Alpron®, but
these low microbial counts were maintained for E&ks in only four of the six units. Finally,
a 2006 study across the European Union led by A&I324], in which a compliant result
was HPC <200UFC/mL, showed various results foreddht disinfection systems applied
during 8 weeks. Compliant results were found in 8f%7 dental units treated with
Alpron®; 74% of 26 dental units treated with BioB®; 91% of 11 dental units treated with
Dentosept®; 91% of 15 dental units treated with genal®; 83% of 30 dental units treated
with Sanosil®; 78% of 10 dental units treated vtierilex Ultra®. The results of our study
show compliant results (HPC <100 CFU/mL) for a# thental units tested for IGN EVO
Calbenium® and Sterispray® systems up to 12 ant@@hs.

Conclusions:

The continuous water treatment systems with chdraateon displayed in this study (IGN
EVO Calbenium® and Sterispray®) showed an immediattlong-term efficacy in the
treatment of contaminated dental unit waterlindss Efficacy does not seem to rely on a
former waterlines treatment, and as for the IGN EV&benium® system, seems compatible
with the use of the water from the water supplywoek. It therefore has organizational and
financial benefits. As for the continuous wateatmeent system with physical action used in
this study (BacTerminator®), it appeared as lefec¥e and took longer to be effective.
These differences could be explained by the presehbiofilm in the waterlines before
installation of the systems. A full treatment obfiim before systems installation should be

considered, according to the mode of action otcthr@inuous water treatment systems.

168



Acknowledgments:All the authorsreport no conflicts of interest relevant to this article, and

report no financial support.

References:

1.

Coleman DC, O'Donnell MJ, Shore AC, Russell RJ fiBioproblems in dental unit
water systems and its practical contdoRppl Microbiol2008;106:1424-37.

Ricci ML, Fontana S, Pinci F, Fiumana E, Pedna M&olfi P, et al. Pneumonia
associated with a dental unit waterlihancet2012;379:684

Smith G, Smith A. Microbial contamination of usednthl handpiecesAm J Infect
Control 2014;42:1019-21

Petti S, Moroni C, Messano GA, Polimeni A. Deteataf oral streptococci in dental
unit water lines after therapy with air turbine tprece : biological fluid retraction more
frequent than expecteButure Microbiol2013;8:413-21

Chin JR, Miller CH, Palenik CJ. Internal contamioat of air-driven low-speed
handpieces and attached prophy anglésn Dent Asso2006;137:1275-80

Barbeau J, Gauthier C, Payment P. Biofilms, intecti agents, and dental unit
waterlines : a reviewCan J Microbiol1998;44:1019-28

Shearer BG. Biofilm and the dental offideAm Dent Assot996;127:18-9

Wirthlin MR, Marshall GW Jr, Rowland RW. Formaticand decontamination of
biofilms in dental unit waterlined. Periodontol2003 ;74:1595-609

Nikaeen M, Hatamzadeh M, Sabzevari Z, Zareh O. dlied quality of water in dental
unit waterlinesJ Res Med S&009;14:297-300.

10. Statement on Dental Unit Waterlinesmerican Dental Associatior2004 [On line]

[Citation : 10 20 2015http://www.ada.org/1856.aspx

11.Council directive 98/83/EC of 3 November 1998 oe tjuality of water intended for

human consumptior©ff J Eur Commuii998;L.330: 32-54

169



12.0Offner D, Deboscker S, Belotti L, Brisset L, Lavegi, Musset AM. Elaboration et
évaluation d’'un protocole d’entretien des unitsfatteuils dentaire (ADEC® et
Planmeca®) aux Hopitaux Universitaires de StrasipddygieneS2013;21:21-28

13.Guide de prévention des infections liées aux sa@nschirurgie dentaire et en
stomatologie, Ministere de la Santé, DGS, 2006

14.Grille technique d’évaluation pour la préventiors defections associées aux soins.

Association Dentaire Francaise (ADF), 2013

15.1SO 6222. Water quality— Enumeration of culturable micro-organisms Colony
count by inoculation in a nutrient agar culture med International Standard

Organization; 1999.

16.1SO 9308-1. Water quality- Enumeration of Escherichia coli and coliform baete—
Part 1: Membrane filtration method for waters withv bacterial background flora.

International Standard Organization; 2014.

17.1SO 7899-2. Water quality- Detection and enumeration of intestinal enteroceec

Part 2: Membrane filtration method. Internationtr&lard Organization; 2000.

18.1SO 16266. Water quality— Detection and enumeration of Pseudomonas aerwgyinos

— Method by membrane filtration. International StartdOrganization; 2006.

19. Guide technique de I'eau dans les établissemergamté, Ministere de la Santé et des
Solidarités, 2005. Available from:
http://www.sante.gouv.fr/IMG/pdf/Guide_technique_Hesau_dans_les_etablissemen
ts_de_sante - edition_2005.pdf. Accessed Ocihe2015.

20.1SO 16954 Dentistry — Test methods for evaluating antibacterial bioftrmatment
methods for dental unit water delivery systemserimational Standard Organization;
2015.

21.Patel M, Desai J, Owen PC. The efficacy of disitdets in the decontamination of
dental unit water lines : an in vitre laboratonydst. BDJ Open 2Article number: 16003
(2016) doi:10.1038/bdjopen.2016.3

170



22.Lizon J, Florentin A, Martrette JM, et al. Microbiaontrol of dental unit water:
feedback on different disinfection methods expageAm J Infect ControR015, in

press.

23.Lin SM, Svoboda KK, Giletto A, Seibert J, PuttaRhEffects of hydrogenperoxide on

dental unit biofilms and treatment water contamoratEur JDent2011;5:47-59.

24.Schel AJ, Marsh PD, Bradshaw DJ, Finney M, Fulféi®, Frandsen E, et al.
Comparison of the efficacies of disinfectants tmtom microbial contamination in
dental unit water systems in general dental prestacross the European Unidgmpl
Environ Microbiol2006;72:1380-7.

25.Chate RAC. An audit improves the quality of watdéitwm the dental unit water lines of
general dental practices across the East of Engiarident J2010;209:E11

26.Smith AJ, McHugh S, Aitken I, Hood J. Evaluation tife efficacy of Alpron
disinfectant for dental unit water lind8r Dent J2002;193:593-6

171



172



Les différentes voies de contamination de l'unihtdé&e peuvent donc étre efficacement
contrblées. Pour les cas de traitements des |ésgs@ises maxillo-faciales intra-buccales, il
n'est malheureusemet pas possible d’en conclure patgiant qu’aucune complication
infectieuse n'aura lieu, car la cavité buccaleuesmilieu naturellement septique. Mais la mise
en ceuvre de toutes ces précautions permettra deugime risque infectieux, et d’identifier

les complications infectieuses endogénes.

Pour terminer, une autre partie importante du m@spge la qualité environnementale des
interventions cliniques est consacrée a la pattiigée attenante au respect des bonnes mesures
d’hygiéne dans le cadre des soins. Ceci s’apphgt@mment a la bonne utilisation d’un laveur-
désinfecteur-lubrificateur-sécheur, et au respest mhesures d’hygiene telles que la bonne
réalisation du protocole d’entretien, ainsi qu’awsponsabilités légales et morales qui en
découlent. Ce pan éthique s’intéresse plus pagremhent a la mise en place et a I'évaluation

d’'une méthode éthique de motivation des persorinkdpplication des mesures d’hygiene.

En effet, si I'automate le plus efficace du mongestait, le bon traitement des dispositifs

meédicaux serait quand méme soumis a des facteunsihs (manipulation, démarches de
contrOle, application des protocoles, etc.). Aipsyr assurer ce traitement, la partie "humaine”
est donc tout aussi importante que la partie "teclai. C'est pourquoi il est important

d'élaborer des méthodes de motivation qui, bies gliune simple sensibilisation, mettent en
jeu au travers d'une démarche éthique réfléchie vdésurs morales de responsabilite,
d'intuition, de respect, et des implications psyobigues pour la bonne utilisation des

dispositifs et le respect des mesures d’hygiéne.
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V. Motiver et remotiver I'équipe soignante d’un caltidentaire a I'application des

mesures d’hygiéne par une expeérience de penségiéthi

A. Elaboration de la méthode

Les infections nosocomiales restent encore aujburdin phénomene qu’il n'est pas rare de
rencontrer. Des mesures d’hygiéne efficaces onttgouété établies afin de les limiter, mais

ce n'est pas tant dans leur efficacité qu'il fauercher le probleme, mais dans la motivation et
la prise de conscience de la nécessité de leurcapph. On se propose dans cet article de
motiver et de remotiver I'équipe soignante d’uninabdentaire a I'application de ces mesures
par le biais d’une expérience de pensée éthiqgeate qui fera ressortir les intuitions morales
des personnels, et, renforcées par une discussiola sesponsabilité de chacun quant aux
conséguences d’'une non-application des mesuregyiditg, I'évocation de ces intuitions

morales pourrait permettre une prise de consciehaee motivation majorées de la nécessité

d’appliquer les mesures d’hygiéne.

Ce travail a donné lieu a un article publié darsdtte & Santéarticle 8).
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measures of hygiene, the evocation of these moral intuitions could allow an increased awareness
and motivation of the necessity of applying the measures of hygiene.
© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Introduction

De nombreuses études attestent que le taux de patients
contractant une infection nosocomiale a !’hopital reste
encore aujourd’hui élevé [1,2]. Ce taux, méme si aucune
étude récente n’a été menée dans les cabinets de pratique
dentaire libéraux ou méme en milieu hospitalier pour des
pathogénes autres que le VIH, VHB ou VHC [3], pourrait
hypothétiquement étre retrouvé aussi dans ces environne-
ments de soin. Or, les facteurs de risque ont été analysés
et reconnus, et des recommandations de mesures pré-
ventives souvent simples ont pu étre formulées. Ce n’est
alors pas tant au sein méme de ces mesures d’hygiene
dont Uefficacité a été avérée qu’il faut chercher le pro-
bléme, mais plutot dans une question de motivation et de
prise de conscience [4—9]. Une prise de conscience éthique
d’abord, puisque des actes qui seraient effectués avec des
instruments ou dans des conditions ne permettant pas de
minimiser au maximum les risques d’infection nosocomiale,
alors que les moyens d’y parvenir existent, sont contraires
aux exigences d’un exercice bienfaisant ou non-malfaisant,
et contraires a bien d’autres notions éthiques ou réglemen-
taires qui peuvent fonder pour partie le soin. Pourquoi alors
ne pas tenter de comprendre et de faire comprendre la
nécessité des mesures d’hygiene en odontologie, justement
par leurs implications éthiques? Cette démarche pourrait
passer par une expérience de pensée [10] cherchant a pla-
cer le sujet (praticien, assistant[e] dentaire ou personnel
amené a devoir respecter des mesures d’hygiéne) dans une
situation certes imaginaire, mais concretement plus directe,
c’est-a-dire une situation ou les conséquences apparaissent
plus simplement, et ou la responsabilité des actes de chacun
peut ensuite étre mieux discutée. Afin d’obtenir une sensi-
bilisation accrue aux problemes de motivation et de prise
de conscience des enjeux sanitaires et éthiques du respect
des mesures d’hygiene, ce schéma pourrait s’appliquer aux
environnements de soins ou leur application fait malheu-
reusement encore défaut. En effet, le fait de confronter
les professionnels de santé et/ou les assistantes dentaires
a ces problémes via une expérience de pensée peut-étre
directement plus représentative dans l’imaginaire des sujets
concernés pourrait les amener a une conscientisation des
enjeux, et par la a améliorer leur pratique dans leur exer-
cice futur, dans un souci constant de sécurité pour le patient.
Et c’est bien ce que nous cherchons.

Fondements éthiques et réglementaires

L’hygiéne et les soins peuvent étre considérés comme une
pratique quotidienne de l’éthique. En effet, des la naissance
de la médecine, celle-ci a été considérée comme un art
bienfaiteur, visant a réduire les souffrances et a soulager
le malheur. Pratiquer les soins et [’hygiéne en minimisant
au maximum le risque de transmission de nouvelles patho-
logies est donc en accord total avec le fondement d’un

exercice bienfaisant ou au moins non-malfaisant. Pourtant,
en France, 7,6 % des patients hospitalisés contractent une
infection nosocomiale [2], et leur mortalité est située entre
6et 15% des déces [1]. Dans le domaine de ’odontologie,
les chiffres apparaissent moins élevés pour les pathogenes
étudiés (VIH, VHB et VHC) mais on compte tout de méme,
selon une étude de 'INVS de 2009 [3], un cas par an de
transmission du VIH, 200 cas par an de transmission du VHB,
et trois cas par an de transmission du VHC, majoritaire-
ment dus a des problémes de stérilisation au niveau des
porte-instruments rotatifs. Ces problémes ont été étudiés et
des mesures préventives d’hygiéne ont été mises en place.
Souvent tres simples, elles ne sont pas toujours respec-
tées pour des raisons de moindre prise de conscience ou
de moindre motivation. On citera ’exemple du lavage des
mains, mesure préventive la plus simple, la moins coliteuse
et certainement ['une des plus efficaces. Or le respect du
lavage des mains est tres partiel, et la compliance au lavage
des mains est devenu le cheval de bataille des hygiénistes
du monde entier [4-9].

Pourtant, ’éthique fonde et encadre nos actes les plus
techniques (et souvent les plus colteux). Pourquoi ne
fonderait-elle pas nos actes les plus simples (et souvent les
moins collteux) en amont méme des nécessités médicales
induites que sont ces premiers actes ? En suivant une éthique
du bien, chaque praticien, et a fortiori ses collaborateurs ou
assistants, se donne comme fin le bien du malade qui s’est
confié a lui. L’attitude préventive est alors la meilleure illus-
tration du «au moins ne pas nuire » hippocratique de sa prise
en charge [11].

Et cette attitude a justement été reprise dans des textes
fondant U'exercice quotidien. On citera le code de Santé
Publique a Uarticle L.1142-1: «Les établissements, ser-
vices et organismes (...) sont responsables des dommages
résultant d’infections nosocomiales » [12] ou encore le code
de Déontologie des chirurgiens-dentistes a [’article R. 4127-
204 : «Le chirurgien-dentiste ne doit en aucun cas exercer sa
profession dans des conditions susceptibles de compromet-
tre (...) la sécurité des patients (...) et doit prendre et faire
prendre par ses adjoints ou assistants, toutes dispositions
propres a éviter la transmission de quelque pathologie que
ce soit » [12], et enfin le code du Travail qui stipule «qu’une
faute peut étre la conséquence d’une attitude active, mais
aussi d’une abstention ou d’une omission» des mesures
d’hygiene par exemple, et que «l’exécution défectueuse
de la prestation de travail traduit aussi un comportement
fautif méme s’il est involontaire » [13]. L’hygiene est cer-
tainement aussi une question de respect du patient et de
sa personnalité, comme on peut le lire dans la charte du
patient hospitalisé [14].

Outre les enjeux sanitaires évidents du respect des
mesures d’hygiéne, on peut donc y associer d’importants
enjeux éthiques, qui, a bien y regarder, paraissent certaine-
ment évidents eux aussi. Avons-nous pris la résolution de ne
jamais manquer de volonté pour exécuter toutes les choses
que U’on jugera étre les meilleures? [15] «L’éthique, c’est
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avant tout une facon de se conduire et une régle de conduite
(...). On fait, ou on essaye de faire, ce que |’on doit faire. Ce
n’est pas facile et on ne le fait pas toujours, parce que nous
sommes des hommes, mais il faut toujours avoir ce modele,
ce surmoi comme dirait Freud, face a soi, sinon c’est la déca-
dence et la décrépitude morale » (Hayoun) [16]. Est-ce qu’il
existe un moyen de se défaire de cette difficulté de faire ce
que l’on doit faire? Un moyen d’obtenir une prise de cons-
cience suffisante? Une expérience de pensée pourrait-elle
éclairer ces consciences?

L’expérience de pensée éthique

Les expériences de pensée, délibérément simples, ont été
inventées spécialement pour susciter la perplexité morale
afin d’identifier les facteurs qui influencent nos jugements
moraux [10], ou de mieux mettre en lumiére des évidences
morales. Si certains pensent qu’elles sont trop éloignées
de la réalité, on pourra souligner le fait que le but des
expériences de pensée éthiques n’est pas en rapport avec
une réalité physique, mais une réalité morale que nous ne
sommes pas préts a quitter (il est en effet difficile d’entrer
dans un monde ou l’on pend des enfants pour le plaisir par
exemple) [17], et qui nous laisse libres de révéler nos intui-
tions morales [18].

L’expérience de pensée suivante va servir a sensibiliser
les sujets a une situation, en la confrontant a une situa-
tion similaire, afin de mettre en évidence le non-fondé
de certains actes ou oublis délibérés en rappelant des
notions telles que la bienfaisance, la responsabilité ou le
respect : imaginez que vous avez devant vous 13" seringues
a laspect identique. Sur ces 13 seringues, vous devez injec-
ter le contenu d’une seule a une personne. Mais sur ces
13seringues, il y en a une qui inoculerait sans appel un
pathogene a la personne si elle était choisie.

Deux possibilités s’offrent a vous :

e vous choisissez une seringue et en injectez le contenu
directement;

® a raison d’un sacrifice d’une dizaine de minutes et d’un
effort modéré, vous pouvez multiplier par 100? le nombre
de seringues en en gardant toujours une seule contenant
le pathogene. Le risque étant alors réduit a une valeur
beaucoup plus proche de zéro, vous injectez le produit.

Qu’allez-vous choisir? Gagner du temps pour soi et
s’épargner un effort mais conserver un risque de transmis-
sion du pathogéne pour U'autre plus conséquent, ou bien
donner un peu de son temps et de son énergie pour minimiser
le risque pour ’autre?

Si on choisit la deuxiéme, alors il faut aussi choisir de
bien réaliser la stérilisation des instruments et de se sou-
mettre correctement aux mesures d’hygiene courantes, car
pour un «sacrifice » de quelques minutes, on peut réduire
considérablement le risque d’infection nosocomiale. Ce sont
la des cas similaires qui appellent des réponses similaires
[10,19].

" Nombre choisi en relation avec le taux moyen de patients
contractant une infection nosocomiale a I’hopital, soit 7,6 % [2].

2 Nombre choisi arbitrairement, illustrant simplement le fait de
réduire le risque a une valeur proche de zéro.

Cette expérience de pensée fait appel a deux notions:
Uintuition et la regle. Pour la premiére, on se dira
«qu’augmenter les risques d’infection pour autrui alors que
l’on a le pouvoir de les réduire est immoral (et irrespec-
tueux)», et pour la deuxieme «qu’il faut traiter les cas
similaires de facon similaire» [10,19]. S’il est donc immo-
ral de risquer d’infecter une personne alors que l’on a les
moyens de réduire considérablement le risque lié a 'acte,
alors il est immoral de ne pas prendre quelques minutes pour
réaliser correctement les mesures d’hygiéne.

La question morale qui peut alors subsister est la sui-
vante: est-il aussi grave de ne pas aider quelqu’un (en ne
multipliant pas le nombre de seringues) que de lui causer
un tort (en injectant le contenu de la seringue)? Et cette
question nous améne a discuter des responsabilités liées a
’expérience de pensée, et par conséquent de celles liées a
un défaut de réalisation des mesures d’hygiéne.

Une question de responsabilités

Dans le cas exposé ci-dessus, les responsabilités se scindent
en deux (notion d’acte passif, et d’acte actif). D’un coté,
on est l'injecteur, et d’un autre coté le préparateur des
produits qui se trouvent dans les seringues. Calqué sur la réa-
lité, Uinjecteur serait le chirurgien-dentiste, le préparateur
des produits ’assistante dentaire (parfois le chirurgien-
dentiste s’il réalise lui-méme la stérilisation des instruments
par exemple, ou s’il s’assure comme il le faudrait que son
assistante s’en acquitte correctement). La responsabilité
parait différente qualitativement, mais pourrait se trou-
ver a un méme niveau si l'on devait la quantifier. Dans
’expérience de pensée, |’assistante dentaire est volontai-
rement assimilée a l’injecteur pour tenter d’augmenter la
conscience de responsabilité dans la mesure ou cette expé-
rience serait proposée a des assistantes dentaires en vue
d’une prise de conscience accrue. Parfois, le manquement
aux mesures d’hygiénes (par exemple un oubli de désin-
fection ou un mauvais programme de stérilisation) méme
involontaire peut engager une responsabilité négative, mais
une responsabilité quand méme [19].

Dans le cas de cette expérience retranscrite dans le cadre
d’un cabinet dentaire, on peut ajouter qu’un acteur a un
pouvoir de contrdle sur Uautre (le chirurgien-dentiste est
’injecteur mais aussi le controleur des préparateurs) qui se
traduit par une relation de confiance qu’il faut préserver,
car on devrait pouvoir penser que «les actions immorales
que les autres font en profitant de nos engagements moraux
ne peuvent pas étre mises a notre débit moral personnel »
[10]. Mais plut6t que de parler de responsabilité négative
ou de contréle d’un acteur sur [’autre, ne serait-il pas plus
judicieux de retrouver dans ce cas la la notion de corespon-
sabilité, comme ’expose Thirion dans cet exemple : «entre
celui qui pense et celui qui applique, qui est responsable?
Peut-on se dégager de toute responsabilité sous la seule
raison qu’on n’est pas celui qui a appliqué quelque chose
que Uon a congu? Est-ce que les physiciens qui ont inventé
la bombe atomique sont aussi responsables de ce qui s’est
passé a Hiroshima? C’est un probléme éthique profond et
j’estime que la réponse se trouve dans la notion de cores-
ponsabilité » [16]. La comparaison est certes caricaturale,
mais ’idée du préparateur et de linjecteur s’y retrouve
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dans une situation similaire du point de vue de la répartition
des responsabilités. La coresponsabilité pourtant ne doit pas
étre admise comme une division quantitative de la respon-
sabilité. En effet, la responsabilité morale de chacun dans la
survenue d’une infection nosocomiale se situe dans le cadre
d’une action collective, et c’est une des raisons qui pour-
rait expliquer la minoration du sentiment de responsabilité
des acteurs de santé lorsqu’ils ne suivent pas correctement
les mesures d’hygiene. Une autre raison de cette minoration
pourrait étre le fait que [’abord scientifique des phénoménes
d’infections nosocomiales semble prémunir les acteurs a
I’égard du sentiment pénible d’une culpabilité possible
[20].

Conclusions

Ce qui est recherché, c’est une compliance accrue des
personnels de soins dentaires aux mesures d’hygiene qui
reposent de facon plutdt évidente sur des fondements
notamment éthiques. Les causes probables d’un défaut de
compliance pourraient bien étre un manque de motivation
et une trop faible prise de conscience des enjeux sinon
sanitaires, mais au moins éthiques. Le but de ’élaboration
d’une expérience de pensée simple comme celle qui est
présentée dans cet article, est de pouvoir sensibiliser ces
personnels via des introspections sur les notions de res-
ponsabilité et de valeur morale. On pourrait soumettre ce
type d’expérience aux acteurs de soin comme un appel, une
incitation a I’éthique et a I’hygiene, parfois de maniére insi-
dieuse, par la technique psychologique du «pied dans la
porte » décrite par Joule pour susciter une réflexion éthique,
un examen de conscience [21]; et répéter !’expérience
lorsqu’un relachement pourrait se faire sentir, afin de
leur rappeler leurs intuitions éthiques et de les remoti-
ver aux mesures d’hygiéne, a l’image de ce que disait
Cotteau: «L’éthique modele entierement ma vie. Cela ne
veut pas dire que je sois parfait, pas du tout: cela per-
met de confronter constamment, quelquefois avec douleur,
quelquefois avec irritation contre soi-méme, le décalage
qui existe entre ce que je sais, ou ce que je sens, et
ce que je fais, ou ce que je me laisse aller a faire»
[16].
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B. Evaluation de la méthode

Contexte : une étude a été menée afin de détereffesacité d’'une méthode éthique basée
sur une expérience de pensée éthique concernaninpliance aux régles d’hygiéne pour les

membres d’'une équipe de soins dentaire.

Méthode : il s’agit d’'une étude prospective visagtvaluer la compliance aux régles d’hygiéne
avant et aprés une expérience de pensée éthigumogen de 2 questionnaires. L'étude
comprend 130 participants, étudiants cliniciensemrucgie dentaire aux Hopitaux

Universitaires de Strasbourg (HUS).

Résultats : les résultats mettent en lumiere uribeme application des régles d’hygiéne aprés
'expérience de pensée éthique, en comparant éespidnces relatives d’items réalisés, en
relation avec l'hygiene. Un test des rangs signésWilcoxon montre une différence
significative entre les résultats du premier questaire et du second, réalisé apres I'expérience

de pensée (p < 0.001).

Conclusions : cette méthode éthique est efficacéastompliance aux mesures d’hygiene, ce
qui la rend bénéfique a mettre en ceuvre. Toutdfmisd’étre une méthode unique et absolue,
cette expérience de pensée éthique s’inscrit coomaanéthode originale, supplémentaire et

complémentaire a d’autres méthodes.

Ce travail a donné lieu a un article publié dan®\heerican Journal of Infection Control
(article 9).
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Background: The objective of this study is to determine the efficiency of an ethical method, based on a
thought experiment in ethics, on hygiene rules compliance for dental health care team members.
ethics . . Methods: This is a prospective study that assesses hygiene compliance in dental practice before and after
prospective observational study a thought experiment in ethics, using 2 questionnaires. Participants included 130 clinician students in
(Teendtlizi;eam dentistry at Strasbourg University Hospital, France.

Results: The results emphasize a better implementation of hygiene rules after the thought experiment
in ethics, when comparing the relative frequencies of completed hygiene items. A Wilcoxon signed-rank
test shows significant differences between the first questionnaire and the second one after the thought
experiment in ethics (P<.001).

Conclusions: This ethical method provides efficiency on hygiene rules compliance, which makes it ben-
eficial to implement. However, far from being an absolute unit method, this thought experiment in ethics

appears to be an original, supplemental, and complementary method.
© 2016 Association for Professionals in Infection Control and Epidemiology, Inc. Published by Elsevier

Inc. All rights reserved.

In 2008, a study led by the National Institute for Prevention and
Health Education showed that 50% of the French population were
afraid of contracting a chronic infectious disease (eg, HIV, hepati-
tis B virus) during their life.! Transmissions can occur when taking
care of patients, for both patients and the medical team. Indeed,
transmissions are more likely to occur if hygiene rules are not or
only partially respected.

Dentists work every day for their patients with their instru-
ments coming into contact with biologic fluids (blood, saliva, or pus)
in a deeply septic environment. Their practice, and more general-
ly any care practice, is concerned with contamination. In the
environment of medical teams, several sources and vectors of con-
tamination can be found.*?

The effectiveness of simple current hygiene rules has been proven.
However, every year, new patients are victims of care-associated
infections.*® The cause is therefore more closely related to a lack
of motivation or awareness of ethical, health, and even regulatory
issues rather than the appropriateness of the rules.”'?

* Address correspondence to Damien Offner, Faculté de Chirurgie Dentaire,
Université de Strasbourg, 8 rue Ste Elisabeth, 67000 Strasbourg, France.
E-mail address: damien.offner@hotmail.fr (D. Offner).
Conflicts of interest: None to report.

Indeed, each medical team member’s responsibility in the
occurrence of a health care-associated infection is usually pre-
sented in the context of a collective action. This may explain
why medical teams have a lower sense of responsibility when
they do not correctly follow hygiene rules. Hygiene and asepsis
should result from an ethical mind-set because they are the
cornerstone of the Hippocratic rule at least do no harm (primum
non nocere).'?

This study aims at evaluating the effectiveness of an ethical
method of motivation for the application of the hygiene rules in
dental practice. It consists in a thought experiment in ethics, de-
signed in a deliberately simple manner to better highlight ethical
and health issues. It will also point out the responsibilities related
to the misapplication of hygiene rules."?

MATERIAL AND METHODS
Study design

The study design is a prospective study that assesses hygiene rules
compliance in dental practice. It consists of a first questionnaire (Q1),
a thought experiment in ethics, a second questionnaire (Q2), and
an analysis and comparison of the answers.

0196-6553/© 2016 Association for Professionals in Infection Control and Epidemiology, Inc. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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Study subjects

Subjects included 130 clinician students in dentistry of the
Strasbourg University Hospital, France. The subjects are chosen
because of their same institutional level of hygiene and ethics knowl-
edge (fifth and sixth year of study in dentistry) and because it is
essential to give young practitioners good habits in hygiene and
ethics, especially during their learning and training processes.

Study genesis

The daily observation of clinician student’s hygiene rules com-
pliance shows items that present some difficulties. These difficulties
are not so much related to the effectiveness of hygiene rules than
to the awareness and motivation of the need for their application.
For the purpose of continuously developing the safety of care, it
appeared necessary to imagine a method to improve these points.
The method needed to be applicable in an academic context, which
means that it had to offer a clear educational facet and had to be
implementable to a wide audience.

In a desire to deviate from punitive methods and with aware-
ness that hygiene rules compliance is intimately associated with a
strongly ethics-founded practice, we tried to motivate the medical
team members via a method based on conceptual underpinnings,
such as charity, responsibility, or dignity. We believe that these strong
concepts will remain for a longer time in the students’ mind.

Questions were developed regarding the clinician students’
hygiene habits and then submitted to a panel of 10 students to eval-
uate their relevance, as a pilot test. Once validated, the study could
begin.

Questionnaire and study chronology

Participants were informed that their responses would remain
anonymous and that their participation was not mandatory but vol-
untary. The objectives of the study are explained.

The questionnaires focus on points of less observance of hygiene
rules and are submitted through Google Docs (Google, Mountain
View, CA), which allows the students to answer comfortably at home.

Q1
For Q1, a total of 14 questions were submitted to each partici-
pant, dealing with the following themes:

e No nail polish or false nails

e No jewellery or watch

e Hand hygiene before and after care

e No mask handling with gloves during procedures

e No putting on the mask with gloves

No sterile equipment handling with soiled gloves
Disinfection of particular devices (polymerization lamp or teeth
shade guide)

Unit and spittoon cleaning and disinfection

Total immersion during predisinfection of instruments
Waste disposal

Needle handling security

Thought experiment in ethics

The thought experiment in ethics is aimed at making the par-
ticipants aware of a given situation, confronting them with a similar
situation to highlight the inequitable dimension of some deliber-
ated acts or omissions. To do so, some concepts, such as charity,
responsibility, or respect, are recalled.'*!”

The experience is as follows!'®: Imagine that you have 13! sy-
ringes before you of identical appearance. You have to inject the
content of 1 of these 13 syringes to a person. However, among these
13 syringes, one could inoculate a pathogen to the person.

Two options are available to you: (1) you choose a syringe and
directly inject the content or (2) with a sacrifice of 10 minutes and
a moderate effort, you can multiply by 100? the number of syringes
and still keep the single one containing the pathogen. The risk is
then reduced to a value much closer to zero, and you inject the
product.

What are you going to choose? Save some time and effort but keep
a higher risk of transmission of the pathogen, or give a little of your
time and energy to minimize the risk for the other person? If you
choose solution 2, you must also choose to correctly achieve the ster-
ilization of the instruments and properly follow hygiene rules. Indeed,
for a sacrifice of a few minutes, you can significantly reduce the risk
of care-associated infection. There are similar cases which require
similar responses.'“'® The term sacrifice is voluntarily chosen because
a better situation is expected after the action. Therefore, a sacrifice
does not basically imply either a waste of time or a waste of money.

After responding to Q1, participants are invited to browse a 3-page
Web site summarizing the thought experiment in ethics. The first
page of this site describes the experience and the 2 options avail-
able to the participants, such as the situation previously described.
The next page asks the participant to make a choice between the
2 options by clicking on the option of their choice. To underline the
time needed for the reduction of the risk of contamination, click-
ing on solution 2 is only available after 30 seconds of waiting.

The last page of the Web site is specific to the chosen option.
When the participant has chosen the first solution, the readers are
reminded that they are responsible for their patients’ health and
that it is unethical not to take a few extra minutes to reduce the
risk associated with the procedure if they are able to do so. The
readers are invited to become aware of the consequences of their
actions. When the participant has chosen the second solution, it is
explained that this is exactly what should be done in accordance
with current hygiene rules and that it is harmful to risk infecting
a patient while you are able to significantly reduce the risk of care-
associated infection.

Q2

After the thought experiment in ethics, 15 days are given for re-
flection time and regular work in the hospital. Then the original
questionnaire is submitted a second time (Q2). The following 2
supplemental questions are added to this second round: (1) Did this
thought experiment in ethics have an impact on your hygiene habits?
(only 1 possible answer) (Fig 1); and (2) What is (are) the reason(s)
leading to an impediment to hygiene measures? (several possible
answers) (Fig 2).

The students are invited to reply only on the basis of the atti-
tudes and decision-making they have followed during the last 15
days of work, meaning the time from their participation to the
thought experiment in ethics.

Processing data

The results were generated by Google Docs in the form of tables.
Relative frequencies were then given. Moreover, for each question,
5 answers were possible, and a score was assigned to each of them

INumber chosen in relation to the average rate of patients contracting a noso-
comial infection at the hospital (7.6%).>

2Arbitrarily chosen number, simply highlighting the fact that the risk is signifi-
cantly decreased.
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Has this thought experimentin ethics had an
impact on your hygiene habits ? (in %)

mIt had no impact on my habits (1)

@ 1'm sensitive but haven't change
my habits (14)

[@1occasionally pay more attention
now (53)

OI've changed some bad habits and
now pay more attention (32)

Fig 1. Impact of the thought experiment in ethics on hygiene habits.

Forgetfulness or absent-mindedness

Complicated protocols

Laziness

Saturated mind by other parts of the work

Lack of time

What s (are) the reason(s) leading to an
impedimentto hygiene measures ? (in %)

Fig 2. Reasons leading to an impediment in hygiene measures.

(5 = always; 4 = very frequently; 3 = often; 2 = sometimes; and 1 =
never). An average score between 1 and 5 was obtained for each
question. A high score indicates well respected hygiene rules by the
students, whereas a low score reflects a minor respect of these rules.
The average scores were then compared before and after the thought
experiment in ethics to analyze the significance of the results.

Statistical analysis

To compare the data obtained after Q1 and those obtained after
Q2, a Wilcoxon signed-rank test was used (o= 0.05). Statistical anal-
ysis was performed using biostaTGV (INSERM, Paris, France).

RESULTS

For Q1, 130 students responded. For Q2, after attending the
thought experiment in ethics, the number of respondents was 87,
corresponding to 72% of the initial number of participants (the
number of nonrespondents was then 43, corresponding to 28% of
the initial number of participants).

Raw results show a better implementation of hygiene rules after
the thought experiment in ethics (Table 1). These good results apply
on every one of the 14 items submitted in the questionnaires.

With a Wilcoxon signed-rank test we obtained P=.00012. Sig-
nificant differences were found between Q1 and Q2, with P<.001.

According to the answers to the supplemental questions of Q2
about the relevance of the thought experiment in ethics, 85% of the
participants answered they are sensitive to the method and pay more
attention to hygiene issues (Fig 1), even if it is occasionally (53%).

Regarding the causes of any failure to the application of hygiene
rules (Fig 2), it appears that it is mostly because of a lack of time
(66% of the respondents) or forgetfulness (51%) and for a lesser extent
because of a saturated mind by other parts of work (23%) or lazi-
ness or complicated protocols (12% each).

DISCUSSION
Several difficulties were encountered during this study. The first

was to motivate the participants to respond to the 2 question-
naires and encourage them to seriously play the game of the thought
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Table 1
Relative frequencies of the answers to the questionnaires
Answers
Always Very frequently Often Sometimes Never

Questions Q1 Q2 Q1 Q2 Q1 Q2 Q1 Q2 Q1 Q2
No nail polish or false nails 85.38 90.8 9.23 6.9 3.85 0 0 23 1.54 0
No jewelry or watch 76.15 79.31 1231 17.24 6.15 23 3.08 115 231 0
Hand hygiene before care 30.77 45.98 52.31 4713 10.77 23 6.15 345 0 115
Hand hygiene after care 49.23 60.92 36.92 32.18 7.69 6.9 6.16 0 0 0
No mask handling with gloves during procedures 33.08 33.33 26.15 3333 17.7 13.79 19.23 14.94 3.85 4.6
No putting on the mask with gloves 30.78 4713 39.23 34.48 18.46 11.49 10.77 575 0.77 115
No sterile equipment handling with soiled gloves 32.31 52.87 53.85 36.78 8.46 6.9 5.38 345 0 0
Polymerization lamp disinfection 82.31 85.06 13.08 10.34 3.85 3.45 0.77 115 0 0
Teeth shade guide disinfection 56.15 62.07 30.77 29.89 9.23 5.75 3.08 23 0.77 0
Spittoon cleaning 55.39 63.22 33.08 26.44 6.92 9.2 4.61 115 0 0
Total immersion during predisinfection 17.69 25.29 39.23 43.68 20.77 16.09 6.92 345 15.38 1149
Waste disposal 46.92 60.92 36.92 31.03 13.85 6.9 2.31 115 0 0
Needle handling security 48.46 50.57 26.92 3218 6.92 4.6 14.62 9.2 3.08 3.45
Unit maintenance (purge) 29.23 36.78 50 42.53 14.62 12.64 5.38 575 0.77 2.3

Q1, answers to the first questionnaire; Q2, answers to the second questionnaire.

experiment. Despite many oral and written reminders, 28% were
nonresponders. However, it would be hardly conceivable that
nonresponders to the 2nd questionnaire would have taken worse
hygiene habits between the 2 questionnaires. These habits simply
would not have been improved.

This study highlights the fact that hygiene practices are overall
well respected, even though no point achieved 100%. We have to
keep in mind that the questionnaire is deliberately focused on points
of less observance among hygiene rules and that even if they are
perfectible, the results are very encouraging. For example, no ques-
tion targets the wearing of gloves during procedures because the
daily clinical observations show that this compulsory measure is
respected in most cases, or even 100% of cases.

The relative frequencies between Q1 and Q2 (Table 1) show that
this thought experiment gives good results regarding compliance
with hygiene rules. It would be interesting to examine the reasons
why some points did not improve. This could be done by imple-
menting a feedback device for hardware problems or organizational
or logistical dysfunction to enter a process of continuous improve-
ment. Another action would be to simplify some procedures or
practice supports. A dental unit maintenance guide, with a sheet
of traceability, has been redesigned regarding these issues.

Our work fits in an original setting because many studies relate
the problems of hygiene and motivation, but only a few attempt to
find solutions.'”'® Even if the present results do not show an ab-
solute effectiveness of this method, when used alone, it is useful to
set up a complementary method to other established methods and
experience it objectively. This ethical method allows the improve-
ment of compliance with hygiene rules. It is a first step that may
inspire other ideas. Finally, it has been pointed out that even though
effective hygiene rules exist, the problem is very primarily the mo-
tivation of their application. Indeed, the results are very close to other
rare actions aimed at improving the knowledge and motivation of
the medical team.'*?? The results show the inherent difficulty in the
motivation of medical team members to comply with hygiene rules.

CONCLUSIONS

Via the evaluation presented in this article, the thought exper-
iment provides, on the one hand, an interesting panorama on hygiene
habits, and on the other hand, an efficiency that makes it benefi-
cial to implement. Indeed, the relative frequencies obtained as results
show a progression on each of the issues discussed. On an educa-
tional perspective, it is important to emphasize that it is at the

training stage of young practitioners that hygiene behavior can be
quickly, effectively, and sustainably improved.

Far from being an absolute unique method, this thought exper-
iment in ethics appears to be an efficient, original, supplemental,
and complementary method, especially for dental practice. It can
be a first step toward other ethical methods to improve hygiene com-
pliance and awareness to ethical and health issues. Indeed, medical
ethics is not a purely philosophic concept, but it should be closely
associated with the practice to ensure the quality, safety, and
sustainability of care.
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Les traitements actuels des lésions osseuses;yli@rement dans le secteur maxillo-facial,
comportant aussi bien les greffes biologiques e dubstituts osseux dérivés de tissus
biologiques ou synthétiques, ont aujourd’hui étéoapeés. Il en résulte qu’'a ce jour, seule la
greffe autogene (ou autogreffe) présente les pFtgwibiologiques et biomécaniques idéales,
mais montre des inconvénients liés notamment adaepce d’'un second site opératoire :
douleurs chroniques post-opératoires, dysesthésfestion... Si I'allogreffe et la xénogreffe
peuvent éviter un second site opératoire, ces tggba présentent elles aussi des complications
douloureuses et infectieusesticle 1). De plus, certains comblements proposés actuetiem
ne permettent pas une néoformation vasculaire anskgn, garante de la viabilité des tissus

régénérés pour des lésions de taille importante.

Le défi a relever est alors double. D’une parffiauit pouvoir développer des implants capables
de fournir les caractéristiques recherchées. Dégpdrt, il faut pouvoir trouver les moyens de

lutter efficacement contre le risque infectieuxs@eux actions combinées aménent & améliorer
la qualité et la sécurité des soins dans le cadrdésments des lésions osseuses maxillo-

faciales.

Durant mon travail de thése, on a montré qu’il psssible de fabriquer des implants
nanofibreux mimant la MEC du tissu osseux. Ces amigl, dotés d’'une porosité favorable a
une formation vasculaire, peuvent étre fonctiorséalipar des facteurs de croissance comme le
VEGF, et étre porteurs de cellules. A ce titre fats de la validation de leur activité
angiogénique et ostéogenique vitro et in vivo, ils constituent un réel espoir dans

'amélioration des traitements des Iésions ossefastsle 2).

Pendant mon travail de thése, nous nous sommeesaés aux implants de troisieme
génération fonctionnalisés non seulement par dééamles thérapeutiques mais aussi par des
cellules souches. C’est dans ce cadre la que ansux se sont intéressés au comportement de
cellules mésenchymateuses et endothéliales enséesesar une membrane de collagéne
retrouvée dans le commerce. La biocompatibilitéagetié observée, ainsi que la réorganisation
des cellules endothéliales en réseaux sont favesadl développement d’'implants pouvant
soutenir une revascularisation. Ces travaux ouveevitie a des applications cliniqgues dans un

futur proche &rticle 3).

Pour que ces avancées constituent toutefois de péafires dans l'intérét des patients, il est

capital de mener une réflexion éthique sur leuettibpement d’'une part, mais aussi sur leurs
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applications. En effet, il n’est pas demandé aueraineurs d’aujourd’hui d’étre uniquement
des techniciens, mais des professionnels consdientsurs responsabilités sur le monde de
demain. Une réflexion des scientifiques devrai éenée pour cerner les enjeux et guider les

pratiques de l'ingénierie tissulaire et de la naédetine régénérative.

Mon travail de these a montré qu’il est possiblantéliorer la sécurité des soins dans le
traitement des lésions osseuses maxillo-faciale$o® ne peut pas exclure d’éventuelles

contaminations endogenes aux tissus utilisés kesgdeffes par exemple, on ne peut pas non
plus exclure que les complications infectieusesveeu provenir de défauts d’asepsie. Le

développement d’équipements et la mise en plapeab@dures visant a évaluer leur efficacité

dans le champ de I'hygiéne paraissent alors inconébles.

L’unit dentaire peut étre contaminé par différenteies : la voie externe par aérosolisation des
particules ; et la voie interne - celle qui peutgrgprobléme - au niveau du systeme d’aspiration,
d’'une rétro-contamination des tubulures interned'ut@t par I'utilisation de PID, et de la
gualité microbiologique de I'eau circulant dansnitu D’'un point de vue « technique », les
fautes d’asepsie peuvent alors étre limitées, peisgous avons mis en évidence que le
protocole d’entretien que nous avons élaboré engpdeb contaminations du systeme
d’aspiration érticle 4). Nous avons aussi proposé une méthode de validaii traitement des
PID avant réutilisation qui devrait éviter le rigqale contamination croisée lors de leur
utilisation farticle 5). La qualité microbiologique de I'eau peut ellessiuétre tracée par des
prelévements réguliers et controlée a I'aide déesyss de traitement de I'eau en continu qui
s’averent efficaces rapidement et dans la duaéeles 6 et 3. L'ensemble de ces résultats
nous a permis de créer un guide d’entretien dds ahfauteuils dentaires pertinent, diffusé au

sein des Hopitaux Universitaires de Strasbourg 6XerB).

Enfin, au-dela du point de vue « technique », éeges d’asepsie liees a « ’humain » peuvent
elle aussi étre partiellement évitées. Des moydiisaees existent, mais c’est souvent la
compliance aux procédures d’hygiéne et d’aspesidaifudéfaut. Nous avons élaboré une
méthode de motivation éthiguariicle 8), et 'avons évaluée. Les résultats ont montré&liégr’
est efficace et simple a mettre en ceuaréqle 9). Toutefois, cette méthode n’est pas absolue,
et elle devrait étre combinée a d’autres méthodegptEmentaires pour mener a bien le travail

de fond qu’est I'amélioration de la compliance awsures d’hygiene.

Ce travail de thése amene ainsi des €léments intésants a I'amélioration de la qualité et

de la sécurité des traitements des lésions osseusexillo-faciales.
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Les perspectives de recherches suite a ces traoamtixastes. Celles concernant I'optimisation
des nano-implants (une nouvelle génération de isutssbsseux nano-actifs) vont se poursuivre
pour pouvoir répondre encore plus précisément aematides cliniques, et plus
particulierement limiter I'utilisation des allogfes. Il s’agira de développer des nano-implants
toujours plus performants et, peut-étre, vectelanstes types de molécules en plus de facteurs
de croissance, telles que des antalgiques, desnflathmatoires ou des anti-cancéreux. De
plus, a I'heure actuelle, 'implantatiomvivodes implants qui ont été développés a été effectué
en sous-cutané. Une implantation en site ossetexrgndibulaire chez la souris) permettrait
de valider ces résultats. Des tests pré-clinigeastie nouvelle génération de substituts osseux

vascularisés pourront ensuite étre effectué damsadele canin.

D’autre part, des voies de recherche nouvelles rpoturs’ouvrir avec le développement
d'implants pouvant mimer non seulement la phaseérale de la MEC mais aussi
'organisation tridimensionnelle des cellules elfle@mes au sein de cette matrice,
'amélioration de la réponse cellulaire avec I'ansacement de micro-tissus (cellules de forme
sphéroide) sur les scaffolds plutoét que des callisielées (Annexe C), ou I'application de ces
stratégies a d’autres domaines, notamment la plitgsidiune régénération dentaire pulpaire

(Annexe D), ou d’'une régénration parodontale.

Parallelement a la recherche concernant la nanaimedeégénérative, d’autres recherches
épidémiologiques seront a mener dans le but deesaivd’évaluer les apports de ces nouvelles

technologies, notamment par la mise en place dssaieontrolé randomisé.

Les questionnements éthiques soulevés par cesolegies devront eux aussi étre sources de
réflexion et de recherches, afin de garantir umeeathique et un réel progrés dans I'intérét du

patient concernant ces nouvelles avancées.

Enfin, des progres restent a faire pour encadrgotios mieux les soins en matiere d’hygiene,
et donc de sécurité des soins. Ceci pourra segaireles travaux d’évaluation des méthodes
proposées visant a une amélioration continue dasqpes, notamment dans le cadre du
traitement des dispositifs médicaux critiques omisgitiques et de la maitrise du risque
infectieux lié aux units et a 'environnement dess. La méthode d’évaluation du traitement
des PID étant proposée, on pourra envisager dessiir pour développer un automate qui

donnera entiére satisfaction.
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Annexe A :

(article rédigé a la demande de I'Information Deinga pour publication prochaine)

La stérilisation des dispositifs médicaux réutilisables :
nettoyage, performances et tragabilité

Apres la parution de plusieurs articles dans I'Information Dentaire concernant la stérilisation des
dispositifs médicaux réutilisables, leur nettoyage et la tracabilité de leur traitement, le but de celui-ci
est d’établir une synthese pratique des travaux précédents. D’aprés le guide de la DGS établi en
2006, en pratique de médecine bucco-dentaire, tout dispositif médical réutilisable semi-critique ou
critique doit étre stérilisé entre chaque patient. C'est I'assurance pour le patient et pour le praticien
de la sécurité des soins et de la bonne gestion du risque infectieux. Outre cet aspect sécuritaire
microbiologique, il y a indéniablement un aspect sécuritaire au regard des bonnes pratiques, de la loi,
et la satisfaction de rencontrer les engagements moraux et professionnels que nous nous sommes
promis de rechercher en embrassant une activité de chirurgien-dentiste, de soignant. Le « au moins
ne pas nuire » hippocratique (primum non nocere).

Pour ce faire, nous avons a disposition une arme redoutable : la stérilisation. Un cycle de 18 minutes
a 134°C qui détruit les micro-organismes. Mais cette arme repose sur deux piliers qui, s’ils sont
délaissés, font s’effondrer toute la puissance du dispositif : le nettoyage, ainsi que les performances
et leur tracabilité.

Le nettoyage :

C’est le garant d’une stérilisation efficace. En laissant des souillures sur les instruments, I'agent actif
gu’est la vapeur d’eau ne pourra pas entrer en contact avec I'intégralité des surfaces a stériliser.

Le nettoyage intervient dans la chaine de stérilisation juste aprées la pré-désinfection , et doit étre
suivi d’un rincage et d’un séchage.

On distingue deux types d’instruments a nettoyer. Premiérement, concernant les instruments non
dynamiques, le nettoyage peut étre manuel, mais demande alors plus de temps et la présence
d’un(e) assistant(e) qui ne pourra pas étre au fauteuil durant ce temps. Idéalement, le nettoyage sera
effectué dans un laveur-désinfecteur conforme a la norme NF EN ISO 15883. Ceci permettra
généralement une plus grande efficacité du nettoyage, sa reproductibilité, ainsi qu’un ringage et un
séchage automatisés en plus d’un gain de temps.

Deuxiemement, concernant les porte-instruments dynamiques (PID), la complexité de leur
architecture interne empéche un nettoyage manuel complet. On sait pourtant que ce nettoyage est
indispensable a garantir leur bon traitement, car la contamination de ces dispositifs médicaux n’est
pas seulement externe, mais aussi interne. Leur immersion dans une solution
détergente/désinfectante est déconseillée par les fabricants des PID et n’assure pas un traitement
optimal. Il est donc indispensable de traiter les PID dans un laveur-désinfecteur-lubrificateur-sécheur
dédié. Ce traitement peut étre effectué directement aprés leur utilisation, ou, si le traitement est
différé, apres les avoir conservés dans une boite hermétique contenant des lingettes humides
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imbibées d’une solution détergente/désinfectante afin d’éviter que les souillures ne séchent sur et
dans les instruments. L’utilisation de tels automates permet un meilleur nettoyage externe et
interne, et permet d’automatiser I'étape de lubrification, garante de la longévité des instruments. Le
choix de cet automate doit étre réfléchi en fonction des performances garanties par celui-ci, en
conformité avec la norme NF EN ISO 15883 : compatibilité multi-marques, nombre de PID traitables
par cycle, étapes du traitement réalisées...

Pour tout laveur-désinfecteur, dédié aux PID ou non, il est préférable de s’orienter vers ceux qui
offrent une désinfection thermique (en général avec un palier a 90°C pendant 5 minutes) plutot que
chimique, pour des questions d’ergonomie, de sécurité, et de protection de I'environnement.

Les performances et leur tracabilité :

La tracabilité des performances de I'autoclave s’effectue a plusieurs niveaux : la qualification et
requalification de I'autoclave, les tests de routine, et la tragabilité des instruments stérilisés.

Concernant les autoclaves utilisés en cabinet dentaire, ils doivent étre de classe B et répondre a la
norme NF EN |0 13060. Dés réception par le chirurgien-dentiste, responsable de la stérilisation, ils
doivent subir une qualification opérationnelle sur site avant leur utilisation. Celle-ci, suite de tests
techniques, est effectuée par un technicien spécialisé. Ce dernier peut étre employé par le fabricant
de l'autoclave ou dépendre d’un organisme agréé. Le rapport de qualification est a conserver dans un
dossier de stérilisation. Une requalification est nécessaire des lors qu’une modification de I'autoclave
ou de ses réglages peut compromettre I'efficacité du traitement. En dehors de ce cas, il parait
raisonnable d’effectuer une requalification tous les 1000 cycles ou tous les 2 ans, au premier des
deux échu.

Concernant les tests de routine, ils se composent de tests Hélix de pénétration de la vapeur d’eau, de
tests de vide, et de tests prion (de classe 6).

e Le test Hélix est a réaliser au minimum tous les 6 cycles ou 1 fois par semaine. Sa
conception le rend plus pertinent a utiliser en pratique de chirurgie dentaire que le
test Bowie-Dick. Il doit étre utilisé dans un autoclave non chargé, avec un cycle
comportant un plateau a 134°C pendant 3.5 minutes.

e Letest de vide est réalisé chaque semaine a 'aide des instruments de mesure
présents dans I'autoclave, et permet de s’assurer que la cuve de I'autoclave ne
présente pas de fuite d’air.

Les résultats de ces deux tests sont a conserver dans le cahier de stérilisation pendant 20 ans.

e Le test prion permet de justifier la montée en température et le temps suffisants

pour une élimination du risque prion. Il est admis que le ticket du cycle produit par

I'autoclave est suffisant mais, conformément a la grille de I’ADF, il est conseillé de

I'utiliser a chaque cycle.
Enfin, |la tracabilité des instruments stérilisés prend la forme d’une fiche de tracabilité. Celle-ci
contient le ticket produit par I'autoclave et s’"accompagne d’un code-barres ou d’étiquettes
permettant de relier le cycle de stérilisation aux instruments utilisés pour les soins du patient, lien a
consigner dans le dossier du patient. Les systéemes automatisés facilitent grandement la gestion de la
tracabilité et de ses éléments qu’il faut conserver 20 ans. De méme, I'organisation du travail en
cassettes d’instruments selon I'acte a effectuer, en plus d’organiser la pris en charge du patient selon
le plan de traitement établi en amont, permet de simplifier la tracabilité et de gagner en ergonomie.
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La stérilisation donc, cette arme puissante a condition de respecter ses prérequis, attend du
chirurgien-dentiste qu’il prenne les dispositions propres a lui donner tout son sens et toute sa force.
Le praticien est fortement invité a donner a la stérilisation les moyens d’exprimer son efficacité car
« sans maitrise, la puissance n’est rien ».

Dr Damien OFFNER

AHU — Hobpitaux Universitaires de Strasbourg, Faculté de Chirurgie Dentaire de Strasbourg

Références :

= ADF. Grille technique d’évaluation pour la prévention des infections associées aux soins.
2015

= DGS, Guide de prévention des infections liées aux soins en chirurgie dentaire et
stomatologie. Ministere de la santé, juillet 2006

= Comident. Guide de traitement des Porte-Instruments Dynamiques avant stérilisation. 2013
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Les units et fauteuils dentaires constituent des sources et des vecteurs de contamination, tant pour I’équipe

soignante que pour le patient. A ce titre, leur entretien est capital. Il doit rigoureusement suivre des étapes

précises pour leur utilisation quotidienne et lors de I'arrét prolongé de leur utilisation. Ces étapes sont

décrites dans ce guide, et en accord avec les recommandations professionnelles.

Leur réalisation doit étre reportée a chaque fois sur la feuille de tragabilité.

Etapes du protocole d’entretien quotidien :

v' Chaque matin :

[ )

[ )

Purge du robinet d’eau chaude du box pendant 2 min minimum

Mise en place du réservoir d’eau indépendant le cas échéant. Le remplir en diluant le
produit adéquat avec I'eau du réseau

Mise en place du filtre du systeme d’aspiration nettoyé et désinfecté ou a usage
unique. Mise en place des embouts d’aspiration nettoyés et désinfectés

Ringcage de 'aspiration avec 1L d’eau, a I'aide de 'OroCup©

Purge du crachoir, des fouets et des sprays de I'unit pendant 5min

Nettoyage / désinfection des surfaces en 1 temps

v" Entre chaque patient :

Rincage de I'aspiration a I'eau (1L avec I'OroCup®©), ou désinfection a I'Orotol© (2
bouchons pour 2L d’eau) en cas d’acte sanglant

Purge du crachoir, des sprays et des fouets de I'unit 20 a 30s. avant de déconnecter
et traiter les porte-instrument dynamiques (pieces a mains, turbines, ...)

Nettoyage / désinfection des surfaces en 1 temps

v' Chaque soir :

°

[ )

Nettoyage et désinfection de I’aspiration a I'Orotol©, avec 'OroCup©

Purge du crachoir, des sprays et des fouets de I'unit aprés le dernier patient 20 a 30s.
avant de déconnecter et traiter les porte-instruments dynamiques

Prédésinfection et nettoyage du filtre et des embouts du systeme d’aspiration, ou
changement du filtre a usage unique

Nettoyage et désinfection des surfaces en 3 temps

Ringcage et désinfection du réservoir d’eau indépendant et des embouts du systéme

d’aspiration en laveur-désinfecteur a 55°C. Placer un réservoir propre et vide sur I'unit

v"  Chaque semaine :

Nettoyage des tubulures d’aspiration au MD555© (50mL de MD555© dans 950mL

d’eau, aspirer et laisser agir 30nmin minimum sans dépasser 2 heures)
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I. MAINTENANCE PREVENTIVE EN PERIODE D’UTILISATION DES UNITS

A. CHAQUE MATIN

1) Robinet du box : purge a I'eau chaude pendant 2 min minimum

2) Réservoir d’eau indépendant (pour les units qui en possédent un) : remplissage en
diluant le produit adéquat avec I'eau du réseau, et mise en place

206



3) Aspiration : mise en place du filtre nettoyé et désinfecté (ou filtre a usage unique). Mise
en place des embouts d’aspiration nettoyés et désinfectés

4) Aspiration : rincage avec 1L d’eau, a I'aide de I'OroCup®©
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5) Crachoir, fouets et seringues air/eau : purge de 5 min

6)

Surfaces : nettoyage / désinfection (fauteuil, unit, tablette, scialytique, sieége, plan de
travail) en 1 temps a I'aide d’un produit détergent / désinfectant

Les étapes du nettoyage se font du haut vers le bas, sans oublier les dessous des
accoudoirs, et la zone de I'unit recevant le filtre d’aspiration
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B. ENTRE CHAQUE PATIENT

1) Aspiration : aprés un acte non sanglant, ringage a I'eau (1L avec I'OroCup®©)

Apreés un acte sanglant, désinfection a I'Orotol© (selon les recommandations du
fabricant, 2 bouchons pour 2L d’eau)

Y

2) Crachoir, fouets et seringues air/eau : purge pendant 30 s. avant de déconnecter et
traiter les porte-instruments dynamiques (piéces a mains, turbines, ...)

4

3) Surfaces : nettoyage / désinfection en 1 temps
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C. CHAQUE SOIR

1) Aspiration : Nettoyage et désinfection a I'Orotol©, avec I'OroCup®© (selon les
recommandations du fabricant, 2 bouchons pour 2L d’eau)

2) Crachoir, fouets et seringues air/eau : purge pendant 30 s. avant de déconnecter et

traiter les porte-instruments dynamiques (pieces a mains, turbines, ...)

'4
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3) Filtre et embouts du systéme d’aspiration : prédésinfection et nettoyage (ou

changement du filtre s’il est a usage unique)

4) Surfaces : nettoyage et désinfection des surfaces (fauteuil, unit, tablette, scialytique,
siege, plan de travail) = bionettoyage en 3 temps : nettoyage a I'aide d’un détergent,
rincage, puis désinfection a I'aide d’un désinfectant.

Eteindre le fauteuil

5) Réservoir d’eau indépendant et embouts du systéme d’aspiration : ringage puis

désinfection en laveur-désinfecteur a 55°C. Placer un réservoir propre et vide sur 'unit.
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D. CHAQUE SEMAINE

Aspiration :

nettoyage des tubulures d’aspiration au MD5550©

selon les recommandations du fabricant : dans I'OroCup©, diluer 50mL de
MD555© dans 950mL d’eau, aspirer et laisser agir 30 min minimum, sans
dépasser 2 heures. Rincer en aspirant de I’eau avant de réutiliser I'unit

peut idéalement étre effectué pendant la pause de la mi-journée

pasmaeniy
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Il. DESINFECTION DE L'EAU DES UNITS EN CONTINU

Afin de garantir une meilleure qualité microbiologique de I'eau circulant dans les units
dentaires, il est préférable d’avoir recours a un systeme de désinfection de I'eau en
continu. Ce systeme ne dispense pas d’effectuer les purges décrites précédemment et
ne substitue pas a la stérilisation des instruments dynamiques.

Différents systemes existent et correspondent généralement en l'injection dans les
conduites de I'unit d’un produit désinfectant prét a I’emploi (bouteille d’IGN Calbénium©),
ou apreés dilution manuelle dans de I'eau du réseau (Sterispray©).

Le produit doit présenter un marquage CE et répondre aux normes NF EN 1040 (ou NF T
72-152) obligatoires sauf en cas de norme de bactéricidie de phase 2 étape 1 et NF EN
13727 (ou NF 726176).

Pour les units équipés de ces systemes :
e vérifier régulierement que les produits sont en quantité suffisante

e recharger le produit en cas de manque (alarme sonore pour I'lGN Calbénium®© /
manque d’eau a la sortie des fouets pour le Sterispray©)

Systeme IGN Calbénium®© attenant a I'unit

Systéme Sterispray© attenant a I'unit
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lll. PROCEDURE APRES UNE PERIODE PROLONGEE

DE NON UTILISATION DES UNITS

> Lavabos

O 3 jours consécutifs avant la réouverture de I'unit et le matin de la réouverture,
purger tous les points d’usage (eau chaude et eau froide) en laissant couler I'eau
pendant 2 min minimum

> Units reliés a I'eau du réseau

O Fermeture de I'unit comme chaque soir
O 3 jours consécutifs avant la réouverture de I'unit et le matin de la réouverture
=  Purge du crachoir : 6 cycles

=  Purge des fouets : 6 cycles de 90 secondes

> Units reliés a un réservoir d’eau indépendant

O Lors de la derniéere fermeture avant la période de non-utilisation, placer une
bouteille propre et vide sur I'unit comme a chaque fermeture. Vidanger les circuits a
I'air, jusqu’a ce qu’il n’y ait plus d’eau qui ressorte des fouets et des sprays

0 3 jours consécutifs avant la réouverture de |'unit et le matin de la réouverture,
effectuer 2 cycles de purge habituelle avec le contenu du réservoir (eau du réseau +
produit de désinfection en continu adéquat)
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IV. CONTROLE MICROBIOLOGIQUE DE L’EAU DES UNITS DENTAIRES

Pour la réalisation d’actes chirurgicaux, I'utilisation d’eau stérile est recommandée.
Dans le cadre de I'amélioration de la sécurité des soins, il est justifié d’utiliser pour des soins dentaires
une eau dont les caractéristiques correspondent au moins aux criteres de potabilité.

* Points controlés

- L’eau ala sortie du fouet
- L’eau au niveau du crachoir s’il existe
- Selon les cas, I’eau du robinet adjacent a 'unit reflétant I'eau d’entrée et I'eau du réseau

Afin d’identifier sile probleme est lié a une non conformité de I’eau d’entrée (contamination du réseau
d’eau qui alimente le fauteuil) ou une contamination des circuits internes de I'unit.

* Fréquence des prélevements

- Enroutine, chaque unit est contrélé 1 fois/an dans la mesure du possible
- Apres non-conformité ou réparation
- Apres installation et avant toute premiére utilisation

¢ Seuils microbiologiques retenus pour les units dentaires

La qualité microbiologique retenue pour I'eau a I'entrée et a la sortie des units dentaires est celle de
I’eau pour soins standards.

Type de .recherche Niveau cible! Niveau d’action?
(eau pour soins standards)

Flore aérobie revivifiable a 37°C <10 UFC/mL 2200 UFC/mL

Flore aérobie revivifiable a 22°C <100 UFC/mL 2200 UFC/mL
Coliformes totaux a 36°C

< 2

(si positif recherche de E. coli) 1 UFC/100mL 1 UFC/100mL
Pseudomonas aeruginosa <1 UFC/100mL >1 UFC/100mL

! niveau cible : niveau vers lequel I’établissement doit tendre dans les conditions normales de fonctionnement
2 niveau d’action : niveau qui doit immédiatement déclencher, la mise en place de mesures correctives

Les niveaux cible et d’action ont été retenus d’apreés la circulaire frangaise de 2005, qui propose un

niveau cible en flore aérobie <10 UFC/mL et <100 UFC/mL et d’aprés I’ADA qui le propose <200
UFC/ml.
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* Interprétation des résultats

RESULTATS

INTERPRETATION

e Flore aérobie revivifiable a 37°C <=10 UFC/ml
Flore aérobie a 22°C <=100 UFC/ml
e Et absence de germes pathogénes

Résultats CONFORMES aux valeurs
attendues

Flore aérobie revivifiable a 37°C entre 10 et 200 UFC/ml
e Flore aérobie a 22°C entre 100 et 200 UFC/ml
Et absence de germes pathogénes

Résultats ACCEPTABLES

e Flore aérobie a 22°C et a 37°C >=200 UFC/ml
Ou présence de germes pathogenes :

= Pseudomonas aeruginosa

= Escherichia coli

Résultats NON CONFORMES

= INTERDIRE L’USAGE de I'unit dentaire
= Maintenance curative
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V. MAINTENANCE CURATIVE DES UNITS DENTAIRES

¢ Résultats non conformes au niveau du fouet (et du crachoir) sans anomalie sur
I'eau d’entrée

Interdire I'utilisation de I'unit dentaire jusqu’a normalisation des résultats

= Réaliser une désinfection des conduites d’eau de I'unit

0 Différentes méthodes de désinfection existent selon le type de fauteuil et son
alimentation en eau (tableau 1)
0 Plusieurs cycles peuvent parfois étre nécessaires

= Relancer les prélevements de controle au niveau du fouet et du crachoir, 72 heures apres la

mise en place de ces mesures correctives

Si les résultats restent non conformes malgré plusieurs traitements :

Installer un systeme de désinfection continue des circuits des instruments si celui n’est pas
encore en place et interdire I'utilisation du crachoir pour remplir le gobelet du patient (utiliser
de I'eau embouteillée si nécessaire)

Si un systeme de désinfection continue est déja en place, contacter le fournisseur

Remarque : si non-conformité au niveau du crachoir seulement, ne pas interdire I'utilisation de I'unit

dentaire mais interdire I'utilisation du crachoir pour remplir le gobelet du patient (utiliser de I'eau

embouteillée si nécessaire).

¢ Résultats non conformes au niveau de I’eau d’entrée et de 'unit dentaire

Si I'eau d’entrée est d’emblée non conforme, il convient de trouver I'origine de cette contamination

=
=

Interdire I'utilisation de I'unit jusqu’a normalisation des résultats

Travailler avec la Direction des Infrastructures et des Travaux pour trouver l'origine de la
contamination

S'il s’agit d’eau adoucie, un entretien de I'adoucisseur peut étre nécessaire

Le dosage du chlore avant et apres I'adoucisseur doit étre réalisé
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Tableau 1. Désinfection de I'unit dentaire selon les différentes configurations

Unit dentaire avec crachoir
sans systeme de
désinfection continue

Unit dentaire avec crachoir
munis d’un systeme de
désinfection continue

Unit dentaire sans crachoir
munis d’un systeme de
désinfection continue

(car unit relié a I'eau du
réseau)

(cas 1) ou personnel du
service concerné (cas 2)

Comment Au Dialox 1) Si crachoir contaminé Choc a I'aide du produit de
ou produit équivalent Au Dialox désinfection

2) Si crachoir non contaminé (voir recommandations du
Choc a I'aide du produit de fournisseur)
désinfection
(voir recommandations du
fournisseur)

Par qui Direction des Equipements Direction des Equipements Personnel du service concerné
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Abstract: A new generation of biomaterials focus on smart materials incorporating cells. Here, we
describe a novel generation of synthetic nanofibrous implant functionalized with living microtissues
for regenerative nanomedicine. The strategy designed here enhances the effectiveness of therapeutic
implants compared to current approaches used in the clinic today based on single cells added to
the implant.

Keywords: nanofibrous implant; microtissues; regenerative nanomedicine; bone regeneration

1. Introduction

Bone regeneration is a complex, well-orchestrated physiological process, which occurs during
normal healing of fractures, and is involved in continuous remodeling throughout adult life. In the
clinic, bone regeneration can be required in large quantities [1], such as for skeletal reconstruction
of large bone defects resulting from trauma, tumor resection or cases in which the regenerative
process is compromised (non-unions, osteoporosis). Current processes promoting bone-regeneration,
including the free fibula vascularized graft, autologous bone graft, allograft implantation, and use of
growth factors are unsatisfactory as they induce insufficient quantities of bone [2]. Current cell-based
tissue engineering techniques often involve the use of 3D scaffold materials with appropriate
mechanical and structural properties, to trigger the regenerative response of cells. Such scaffolds
have been developed through various fabrication techniques [3] (electrospinning, microfabrication,
lithography, etc.).

The key for a clinically transferable tissue engineering approach is the fast maturation of the
tissue throughout the whole scaffold to support healing processes as shown for the bone, or to replace
dysfunctional tissue. Most 3D models combine a small number of cells with a large amount of scaffold
(natural or synthetic), maximizing cell-to-scaffold interactions, but in most in vivo tissues, cell-to-cell
interactions are the most important [4]. The use of cell microtissues without external extracellular
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matrix is largely used for drug screening however, for regenerative medicine, single cells combined
with scaffolds are still the predominant dogma.

Here we report a novel approach in bone tissue engineering leading to bone induction,
combining nanofibrous poly(e-caprolactone) (PCL) scaffolds [5,6] together with preformed
tridimensional bone microtissues from osteoblasts.

2. Results and Discussion

A 700 um thick electrospun PCL nanofibrous scaffold was manufactured to generate the tissue
engineered bone graft (Figure 1). Electrospun nanofibers have an extremely high specific surface area,
due to small fiber diameters, mimicking the collagen extracellular matrix [7].

Figure 1. Light micrograph of 700 pum thick PCL (poly(e-caprolactone)) electrospun-nanofiber scaffold.

Our aim was to investigate the capacity of osteoblasts cultivated as 3D microtissues to colonize
the thick matrix and to lead to mineralization (bone formation). Thus, we followed in vitro the cell
infiltration potency of osteoblasts (OB) microtissues seeded on the scaffold, by fluorescence confocal
microscopy, and traced mineralization through Alizarin Red staining histology.

After microtissue adherence onto the scaffold, cells began to spread after 3 days of culture,
exhibiting osteoblast migration along the nanofibers (Figure 2).

Figure 2, Fluorescence confocal microscopy visualization of human primary osteoblasts microtissues
seeded onto the scaffold, and stained with DAPI (showing DNA) and PLL-FITC (showing the
nanofibers). (A) Microtissue nesting in the scaffold at day 0; (B) Microtissue at day 3 of in vitro culture
in the scaffold. Scale bar = 100 pm. 1 = 3.
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Staining by Alizarin Red to check the formation of neo-calcified tissue revealed high bone
formation within the core of the thick PCL scaffold seeded with OB microtissues after 28 days
(Figure 3).

S —
Figure 3. Alizarin Red staining of PCL scaffold seeded with Osteoblasts microtissues: In vitro bone

induction and mineralization on the PCL electrospun nanofibers seeded with microtissues after
28 days of in vitro culture. Scale bar = 1 mm. n = 3.

In viva, subcutaneous implantation of the hybrid 3D implant was performed on nude mice.
Implants were recovered after four weeks, cut in sections and stained with Mallory coloration.
The histological sections clearly demonstrate that cells originating from the microtissues migrated
and colonized the whole scaffold (Figure 4).

Figure 4. Subcutaneous implantation of hybrid 3D electrospun-nanofibrous implant in mice leads
to bone formation: In vivo bone induction in PCL 3D scaffold with human primary osteoblasts
microtissues 4 weeks after subcutaneous implantations in nude mice. Scale bar = 100 pm. » = 5 mice.

Here we demonstrate that combining two conceptual different tissue-engineering strategies, PCL
nanofibers scaffolds (3D biomaterial) seeded with bone microtissues (3D cell aggregate), leads to bone
tissue formation observed in vifro and in vivo, after subcutaneous implantation, without even any
need of growth factors.

Some recent study has shown that the release of BMP-2 growth factor from capsules together
with injection of embryonic stem cells without the presence of a hydrogel matrix did not induce
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bone regeneration, but it did when a scaffold was additionally implanted [8]. Recently, in our group,
we have shown that by using the present thick 3D PCL nanofibrous scaffold, combined with single
cells, the cell colonization and mineralization of the implant occur but without any bone induction in
the core of the implant (submitted manuscript). Thus the implantation of this kind of scaffold is not
enough in the case of large lesions, even with injection of single cells: To favor maturation of the tissue
throughout the entire scaffold, the optimization of cell-cell-interactions (and not solely cell-scaffold
interactions) as they prevail in natural tissues, is an important factor [3,9]. In consequence, the second
strategy consisting in seeding cell microtissues in the scaffold appears most relevant.

3. Experimental Section

Chemicals. Poly(e-caprolactone) (PCL), analytical grade (MW 80000), was obtained from
Perstorp (Sweden). PCL was dissolved in a mixture of dichloromethane/dimethylformamide
(DCM/DMF 40/60 v/v) at 27% w /v and was stirred overnight before use.

Electrospinning. A standard electrospinning set-up apparatus EC-DIG purchased from IME
Technologies (Eindhoven, Netherlands) was used to fabricate the PCL 3D nanofibrous scaffolds. The
PCL solution was poured into a 5 mL syringe and ejected through a 21G needle of 0.8 mm outer
diameter at a flow rate of 1.2 mL/h via a programmable pump (ProSense). The electrospun jet was
focused by the use of a poly(methyl methacrylate) (PMMA) 2.5 mm thick mask drilled with a hole
(diameter of 25 mm) placed over the conductive collector. The collector was placed at a 16 cm distance
from the needle. A voltage of +15 kV was applied on the needle, whereas —5 kV was applied on the
collector during the electrospinning process.

Cell culture. Human primary osteoblasts were obtained from PromoCell (Heidelberg,
Germany). Osteoblasts were cultured in a specific osteoblast growth medium together with
complement and 50 U-mL~! penicillin, 50 pug- mL~! streptomycin, 2.5 ug-mL~! amphotericin B.
The cells were incubated at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO;. When cells reached
sub-confluence, they were harvested with trypsin and sub-cultured.

Microtissue culture. Osteoblasts were seeded in GravityPLUS™ plate (InSphero AG, Ziirich,
Switzerland) to produce microtissues. 1 x 10* cells per microtissue were seeded in these plates and
cultivated during 5 days. For bone formation, osteoblast microtissues were then seeded onto the PCL
3D scaffolds for in vitro studies and in vivo implantations.

In vitro analysis of mineralization using Alizarin Red S staining. Alizarin Red S powder was
dissolved in distilled water at a concentration of 2 g for 100 mL. The samples were incubated in the
Alizarin Red solution for 20 min and then rinsed with distilled water several times. The samples
were embedded in Tissue-Tek OCT™ Compound to be cut in sections (35 um) with a cryostat (LEICA
JUNG CM 3000). The sections were then observed under the optical microscope (LEICA DM 4000 B).
Number of experiments 1 = 3.

Confocal microscopy. Human osteoblast single cells or microtissues were seeded onto PCL 3D
electrospun scaffolds and cultivated for 1 and 21 days before fixation with PFA 4%. Then, cell nuclei
were stained with DAPI and nanofibers were stained with PLL-FITC. Fluorescence microscopy was
performed with a confocal microscope Zeiss LSM 700.

In vivo subcutaneous implantation in nude mice. All procedures were designed in compliance
with the recommendations of the European Union (2010/63/EU) for the care and use of laboratory
animals. Ethics statement: Experiments followed current European Union regulations (Directive
2010/63/EU), and were performed according to authorized investigator N. Jessel (Director of the
“Osteoarticular and Dental Regenerative Nanomedicine” Team), holder of a personal license from
“Préfecture du Bas-Rhin” (No. 67-315), who oversaw experiments done on mice. All experiments
were done in the “Animalerie Centrale de la Faculté de Médecine de Strasbourg” with the approval
number: A 67-482-35 from the Veterinary Public Health Service of the “Préfecture du Bas-Rhin”,
representing the French Ministry of Agriculture, Department of Veterinary Science. All surgery was
performed under Ketamine and Xylazine anesthesia, and all efforts were made to minimize suffering.
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The study was run with Nude male mice (Crl: NIH-Foxn1™ Charles River, France) 6 weeks of age.
The mice were anesthetized with an intra-peritoneal injection of 100 mg/kg of ketamin (VIRBAC
Santé Animale, Centravet, Italy) and 10 mg/kg of Xylazin (Rompun® 2%, Centravet, Italy). Mice
were anesthetized and implanted with a PCL 3D implant seeded with osteoblast microtissues. The
samples were implanted between skin and muscles behind the mice ears. n = 5 mice were used. After
4 weeks of implantation, mice were sacrificed and the samples extracted for analysis.

Histological analysis. The implants were fixed with Bouin Hollande solution during 2 days.
Then, they were dehydrated through a series of increasing ethanol concentrations, cleared with
toluene and embedded in paraffin wax. Sections were cut at 7 um using a sledge microtome and
mounted on glass slides. After the removal of paraffin wax, sections of subcutaneous implants were
stained using Mallory coloration during 2 days. Number of experiments n = 3.

4. Conclusions

Here we report the development and therapeutic impact of advanced bone implants
combining nanostructured biomaterials with cell microtissues. We suggest reconsidering the current
tissue-engineering approach, by seeding cell microtissues instead of single cells onto scaffolds.
By using nanofibrous scaffolds, we believe that this strategy could lead to a new generation of
higher-quality engineered tissues, with accelerated production times and potentially lower costs. This
concept is not limited to bone tissue engineering and might operate also for other tissues such as skin
tissue engineering.
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3

Abstract: The vitality of the pulp is fundamental to the functional life of the tooth. For this
aim, active and living biomaterials are required to avoid the current drastic treatment, which
is the removal of all the cellular and molecular content regardless of its regenerative potential.
The regeneration of the pulp tissue is the dream of many generations of dental surgeons and
will revolutionize clinical practices. Recently, the potential of the regenerative medicine field
suggests that it would be possible to achieve such complex regeneration. Indeed, three crucial steps
are needed: the control of infection and inflammation and the regeneration of lost pulp tissues.
For regenerative medicine, in particular for dental pulp regeneration, the use of nano-structured
biomaterials becomes decisive. Nano-designed materials allow the concentration of many different
functions in a small volume, the increase in the quality of targeting, as well as the control of cost
and delivery of active molecules. Nanomaterials based on extracellular mimetic nanostructure and
functionalized with multi-active therapeutics appear essential to reverse infection and inflammation
and concomitantly to orchestrate pulp cell colonization and differentiation. This novel generation of
nanomaterials seems very promising to meet the challenge of the complex dental pulp regeneration.

Keywords: regenerative nanomedicine; dental pulp; endodontic regeneration; electrospun
nanofibrous membrane

1. Dental Pulp Vitality

The dental pulp located in the heart of the tooth (endodontic area) allows its vitality. The main
endodontic tissue is a soft connective tissue that is well innervated and vascularized, and composed
of collagen fibers, fibroblasts and dental stem cells. In its periphery, layers of odontoblasts are
differentiated cells producing dentin. The whole pulp can sense the slightest mechanical, chemical
and thermal stimuli and pulp cells can defend against various oral aggressions and microorganisms.

After a significant aggression, as any other connective tissue, the pulp responds with an
inflammation process in order to eliminate pathogens and to allow repair. Due to its confinement in a
hard chamber and its unique blood irrigation and lymphatic circulation, pulp inflammation (pulpitis)
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is a complex and painful process that is difficult to control and dissipate. Generally, it results in pulp
necrosis (Figure 1).

Application of biomaterials

Apical part

Innervation

Figure 1. Section of an extracted tooth. The pulp is in the endodontic space delimitated by the
odontoblast layer (dotted line). Its inflammation is a complex process difficult to dissipate due to
its confinement in a hard chamber and its unique blood irrigation and lymphatic circulation from
the apical part. Biomaterials can be applied by the coronal side to regenerate the injured tissue of
the lesion.

Pulpitis is often so painful and clinically irreversible that the surgical removal of the whole
pulp from the tooth is required. All the cellular and molecular content is removed, whatever its
regenerative potential, to be replaced by an inert polymer material (a natural latex named gutta
percha), leaving the tooth without defenses.

This inflammation is considered to be clinically irreversible because to date there are not enough
suitable biomaterials to properly control its different features.

The vitality of the pulp is so fundamental to the functional life of the tooth that new and
smart biomaterials are required to avoid this current drastic treatment and to regenerate the
lost endodontic tissues. Biomaterials functionalized through different nanotechnologies could be
absolutely strategic [1].

2. Dental Pulp Regeneration

Regeneration of the pulp tissue is the dream of many generations of dental surgeons and will
revolutionize clinical practice. The potential of regenerative medicine suggests that it would be
possible to meet the challenge of this complex regeneration.

There are three crucial steps for this regeneration: (i) damaged tissues must be safely disinfected
and all microorganisms must be eliminated by well-targeted antimicrobials [2]; (ii) the control
of inflammation must occur at different levels of the tissue, meaning that the inflammatory
phenotype of cells, the destructive exudation and damaged extracellular matrix must disappear;
(iii) the regeneration of lost pulp tissue must take place, developing the type I collagen matrix
with fibroblasts, innervation, vascularization and the odontoblast layer. For this final step, the
endodontic regenerative active biomaterials must promote colonization and proliferation of the
different competent cells at the tissue injury [1,3] (Figure 2).

The strategies of regeneration depend on the state of the dental pulp: the stage of inflammation
and volume of damaged and infected tissues. For less important lesions, it is possible to perform an
indirect or direct capping on the pulp with the biomaterials [4]. For more significant lesions, drilling
to access the endodontic space is needed to apply the biomaterials in the coronal part or deeper in
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the root pulp. When the tooth is immature, the induction of a calcified barrier becomes required to
close the incompletely formed injured root (apexification). The most applied regenerative strategy
is to encourage continucous physiological development and formation of the root, which means to
promote apexogenesis [5].

ﬂ 3. rege| neration’

L \ 1
2, inflammation control

Figure 2. The three crucial steps of endodontic regeneration: (1) control of infection; (2) control of
inflammation; and finally (3) regeneration of the injured pulp tissues: the type I collagen matrix with
fibroblasts, innervation, vascularization and the odontoblast layer.

3. Regenerative Medicine for Dental Pulp

For dental pulp regeneration, a very promising procedure is root revascularization. After
disinfection by local triple antibiotics, a broach is inserted into the root canal beyond its length in
order to make the blood arise from the vessels of the surrounding bone to the root. Thus, by this
procedure, teeth can recover vitality and apexification or apexogenesis can be obtained [6,7]. This
procedure, providing clot fibrin and cells in the necrotic pulp tissue, needs to be supplemented by
smart biomaterials in order to increase reproducibility and to promote a whole, well-orchestrated
regeneration [8,9].

In order to carry the dental pulp regeneration, different kinds of postnatal stem cells have
been isolated and studied from different tissues, including brain, skin, hair follicles, skeletal muscle,
bone marrow and dental tissue [10,11]. Three types of dental mesenchymal stem cells were isolated
and characterized: (i) from the pulp of permanent teeth, dental pulp stem cells (DPSC) [12];
(ii) from primary teeth, immature dental stem cells (IDPS) and stem cells of human exfoliated teeth
(SHED) [13,14]; and (iii) from surrounding pulp tissues, periodontal ligament stem cells (PDLSC),
stem cells from apical papilla (SCAP) and dental follicle progenitor cells (DFPC) [15-18].

The DPSC and the SHED are able to regenerate dental pulp [19,20]. The ability of SHED to
differentiate in vivo into endothelial cells may contribute to pulp vascularization [21]. The SCAP
showing capacity for dentin regeneration and for the expression of neurogenic markers can produce
vascularized pulp-like tissue in vivo in root canals [16,22,23].

Procurement and multiplication of these dental stem cells is more complicated than for BMSC
(bone marrow stem cells). When there is whole pulp necrosis, a lot of exogenous competent cells
are needed [6,7,24]. Thus, adding proper nanomaterials supporting the exogenous cells can be very
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interesting. Whatever the number of cells in the endodontic pulp, it is possible to get some autologous
cells from the apical part of the tooth by the technique of root revascularization.

After a root revascularization of immature teeth, the SCAP may be responsible for the
root edification and the more fragile DPSC remaining may contribute to pulp regeneration and
differentiation into odontoblasts-like cells [25]. These capabilities of competent cells by the “cell
homing” technique can be optimized by functionalized biomaterials. Nanomaterials specifically able
to attract DPSC to the injured site from the healthy part of the pulp can also be very interesting to
develop [6,7,19,20].

Some authors showed than SFD-1 (stromal cell-derived factor-1) and bFGF (basic fibroblast
growth factor) are good molecules to induce this "cell homing" of DPSC [26]. PDGF (platelet-derived
growth factor) and bFGF also promote the recruitment of local host competent cells for dental pulp
regeneration [27].

The bone morphogenetic proteins also play an important role in the biology of pulp cells.
Studies have shown that the expression of Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP-2) is increased
during terminal differentiation of odontoblasts and that BMP-7 promotes the formation of reparative
dentin mineralization in vivo [28-30]. BMP-2 derived from dentin is required for the differentiation
of SHED into odontoblasts [31]. The growth factors BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7 and Gdf11 are
important molecules for stem cell differentiation and their ability to induce dentinogenesis [28,32-34].
Expression of BMP receptors BMPR-IA, BMPR-IB and BMP-II was demonstrated on dental pulp
cells as SHED, DPSC, and pulp fibroblasts [31]. Bone sialoprotein (BSP) is also important for
stimulating the differentiation of pulp cells that are able to secrete mineralizable matrices after pulp
exposure [30,35].

Enough nutriments and oxygen is critical for sustaining the activity of regenerative cells.
To enhance neovascularization is a challenge for pulp regeneration considering the anatomical
characteristics of endodontic confinement. Adding to the revascularization technique [6,7], different
growth factors are able to promote vascular network formation. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) is a pro-angiogenic factor inducing stem cell differentiation into endothelial cells [21,36].
VEGF induces dental pulp stromal stem cells (DP-SC) to acquire endothelial cell-like features
when they are cultured in a fibrin scaffold [37]. VEGF enhances the differentiation of SHED
cultured in collagen lattices into vascular endothelial cells [21]. A case report shows that the root
revascularization can be optimized by the endodontic use of PRP (platelet rich plasma) [38].

Whatever the competent cells selected, a biodegradable colorless scaffold is necessary to control
their colonization and their regenerative activity. Some aberrant pulp mineralization was observed
after endodontic injection of stem cells without scaffold. The probability of producing a new
functional tissue pulp by exclusively injecting stem cells without matrix or signaling molecules is
very low [1,39,40].

The most suitable for dental pulp regeneration are three-dimensional (3D) implantable or
injectable scaffolds [1,19]. Pulp is a soft tissue protected mechanically by hard tissue, so a rigid
scaffold is not necessary. The difficulty is the access to the narrow canals of the root. Thus, 3D
implantable scaffolds must be flexible enough.

Several scaffolds have been studied [23,41]. Hydrogels of natural or synthetic polymers
are suitable biomaterials for dental pulp regeneration because they can be injected and their
water content offers a suitable viscosity and flexibility [3,27,41]. Self-assembled peptide hydrogels
have been proposed [42]. A peptide matrix composed of multiple sequences of RADA
(arginine-alanine-aspartat-alanine) has been shown to promote cell growth and differentiation of
DPSC [11,43-45]. An injectable and light-curing drug delivery vehicle of Poly (Ethylene Glycol)
Maleate Citrate (PEGMC) hydrogel was proposed for direct pulp capping and showed promising
results with a proper cell viability and control of the calcium hydroxide incorporated [46]. Hyaluronic
acid hydrogels show good results to carry endodontic regeneration but inhibit the innervation [47].
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The quantity and the size of pores inside the hydrogels, crucial for diffusion of nutriments, active
biomolecules, and cellular waste transport, are determined by the quantity and the size of the particles
than can be incorporated [48]. The minimal size of pores for tissue regeneration must be 100 pm [49].
The influence of the size of the pores on proliferation and differentiation on dental pulp stem cells
has been studied on poly(l-lactic acid) scaffolds [50]. Different technologies were proposed in order to
create this favorable porosity in hydrogels [51]. The disadvantages in the use of hydrogels are the long
fabrication process (particularly self-assembled peptide hydrogels) and the limited incorporation of
nanofibers [52-55].

4. Nanomaterials for Dental Pulp Regeneration

Nanomaterials for dental pulp regeneration can be used alone, or with growth factors, drugs or
stem cells. To build biomaterials at the nanoscale level is very crucial for dental pulp regeneration. It
allows the concentration of many different functions in a small volume and presents the advantage
of increasing the quality of targeting while controlling the cost and delivery of the active molecules.

These endodontic nanomaterials can be reservoirs of antibacterial and anti-inflammatory
molecules and they deliver growth factors guiding the migration, proliferation, and differentiation
of the different pulp cells: fibroblasts, vascular and nervous cells, and odontoblasts.

Nano-assemblies targeting the first step of dental pulp regeneration have been built with two
polymers carrying an anti-inflammatory hormone: Poly-L-Lysine Dendrigraft (DGL), Poly-Glutamic
Acid (PGA) and a-Melanocyte Stimulating Hormone (alpha MSH). PGA-alpha-MSH induces
the reduction of inflammation of pulp connective tissue, acting on fibroblasts, monocytes and
macrophages. DGLG4-PGA-a-MSH nano-assemblies promote the initiation of the regeneration of
pulp connective tissue, providing adhesion and multiplication of pulp fibroblasts [56]. In endodontic
infections, some bacteria always remain and can grow again. The long-term action of these reservoirs
built by layer-by-layer nanotechnology could be needed to prevent inflammation aggravation and to
let tissue regeneration occur [24].

Nanotechnologies also allow the construction of biomimetic scaffolds. Scaffolds of natural
nanofibers are known to support endodontic regeneration. The root revascularization can be
optimized by the use of type I collagen scaffolds [57]. Collagen scaffolds are appropriate for cell
homing induced by FGF-b [26].

Nanofibrous and microporous membranes are very promising to promote dental pulp
regeneration as a mimetic extracellular matrix [58]. By electrospinning, matrices of different synthetic
and natural polymers are built, with nanofibers of diameters closest to the size of collagen nanofibers
(50 to 500 nm). The electrospun randomized nanofiber network and the created micropores
(diameter inferior to 100 um) mimic the pattern of the connective tissue matrix [55,59] (Figure 3A).
Electrospun matrices of PCL (poly(e-caprolactone)) show favorable results for connective tissue
regeneration [60,61]. The capacity of these matrices to be functionalized may also allow success in
the different steps of the complex endodontic regeneration (Figure 3B).
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Figure 3. Scanning Electron Microscopy (SEM) observations. (A) Nanofibrous polycaprolactone
membrane with an electrospun nanofiber network that mimics the pattern of the connective
tissue matrix (B) Nanofibrous polycaprolactone membrane functionalized with nanoreservoirs of
growth factors.

The functionalization by active molecules incorporated in scaffolds is the best drug delivery
system. Different strategies of functionalization of electrospun nanofibers are possible: by plasma
or wet chemical treatment, by surface graft polymerization, and by incorporation into the polymer
solution to electrospin [62]. This last technique, named co-axial electrospinning, leads to an
encapsulation of the bioactive molecule inside the nanofibers for a delayed action. Antioxidants
and antibiotics were incorporated inside PCL nanofibers [63]. The association of electrospinning and
electrospraying is used to functionalize nanofibers during their production. Nanofibers of PMMA
(poly(methyl methacrylate)) were well functionalized by alpha acid lipoic or by sodium fluorides [64].

The strategy of functionalization of nanofibers by nanoreservoirs of BMP-2 or BMP-7 shows a
great efficiency for bone regeneration and increases the differentiation of MSC (mesenchymal stem
cell), accelerating the tissue regeneration in vivo [65-67].

Different nanofibrous microporous scaffolds provide an excellent environment for dentin
regeneration. Electrospun PCL/gelatin scaffolds with nano-hydroxyapatite enhance the
differentiation of DPSC towards an odontoblast-like phenoctype [68]. Nanofibrous poly(l-lactic acid)
scaffolds functionalized by BMP-7 and dexamethasone promote dentin regeneration [69,70].

The mineralization of electrospun PCL scaffolds is particularly attractive for dentin tissue
engineering by promoting the growth and odontogenic differentiation of HDPC (human dental
pulp cells) [71]. The incorporation of mesoporous bioactive glass nanoparticles inside nanofibrous
PCL-gelatin matrices also enhances this odontogenic differentiation of HDPC [72]. Nanofibrous
gelatin/magnesium phosphate scaffolds provide a controlled release of metallic ions, which enhances
dentin regeneration by DPSCs [73].

Nanofibrous PCL. membranes are also suitable scaffolds for the regeneration of the bone-tooth
unit. These nanomaterials functionalized with BMP-4 and Noggin increase bone tissue regeneration
and favorably control the root development after an immature tooth implantation in a mice
model [74]. Thus, they can be considered as the first promising nanomaterials for apexogenesis [75].

The functionalization of nanofibrous PCL membranes by NGF (neural growth factor) promotes
innervation ascending from the root to the coronal part of the pulp in vivo, which is a particularly
strategic point for dental pulp regeneration [76].

These electrospun nanofibrous scaffolds can also optimize the disinfection by local
antibiotics. Electrospun nanofibrous scaffolds of polydioxanone containing two antibiotics of the
revascularization technique (metronidazole and ciprofloxacin) [6,7] show their antimicrobial capacity
and their cytocompatibility and constitute a biclogically safe antimicrobial drug delivery system for
endodontic regeneration [77,78].
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5. Conclusion

Nanotechnologies optimize the distribution of active molecules and the extracellular mimetic
structure of scaffolds. Thus, they appear essential to control/inhibit infection and inflammation and
to orchestrate pulp cell colonization and differentiation. In the future, nanotechnologies would be
able to build temporally and spatially controlled drug delivery systems of several crucial bioactive
molecules. These multi-functionalized nanomaterials would help to meet the challenge of complex
dental pulp regeneration.
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Résumé

Les traitements actuels des lésions osseuses, particulierement dans le secteur maxillo-facial, ont aujourd’hui été
éprouves. A ce jour, seule la greffe autogéne présente les propriétés biologiques et biomécaniques idéales, mais montre
des inconvénients liés notamment a la présence d’'un second site opératoire : douleurs chroniques post-opératoires,
dysesthésies, infection... Certains comblements proposés actuellement ne permettent pas une néoformation vasculaire
en leur sein, garante de la viabilité des tissus régénérés pour des lésions de taille importante. Il faut alors pouvoir
développer des implants capables de fournir les caractéristiques recherchées, et trouver les moyens de lutter
efficacement contre le risque infectieux.

Ce travail de thése présente les résultats de recherches menées sur la fabrication d’'implants nanofibreux mimant la
MEC du tissu osseux, dotés d’'une porosité favorable a une formation vasculaire, et pouvant étre fonctionnalisés par des
facteurs de croissance comme le VEGF, et par des cellules.

Ce travail propose également une réflexion éthique sur le développement de ces avancées dans le domaine de
l'ingénierie tissulaire osseuse d’une part, mais aussi sur leurs applications, afin de garantir que ces avancées constituent
un réel progrés dans l'intérét des patients.

De plus, ce travail de thése montre qu'il est possible d’améliorer la sécurité des soins dans le traitement des lésions
osseuses maxillo-faciales, par le développement d’équipements dans le champ de I'hygiéne et par la mise en place de
procédures visant a évaluer leur efficacité. Ces actions paraissent incontournables dans la mise en ceuvre clinique des
stratégies innovantes issues de l'ingénierie tissulaire.

Mots-clés : ingénierie tissulaire osseuse, régénération osseuse, hygiene, éthique, épidémiologie

Abstract

Current treatments of bone defects, especially in the maxillofacial sector, have now been proven. To date, only the
autogenous graft presents the ideal biological and biomechanical properties but shows particular complications
associated with the presence of a second surgical site: post-operative chronic pain, dysesthesia, infection... Some bone
filling techniques that are currently available do not allow the formation of blood vessels, guaranteeing the sustainability
of the regenerated tissue for large lesions. It is then necessary to develop implants in that way, and to find ways to fight
effectively the risk of infection.

This work presents the results of research conducted on the fabrication of nanofibrous implants mimicking the ECM of
bone tissue, with a porosity that is favorable to a vascular formation. These implants can be functionalized with growth
factors such as VEGF, and cells.

This thesis also provides an ethical reflection on the development of these advances in the field of bone tissue
engineering, but also on their applications, to ensure that these developments constitute a real progress in the interest of
patients.

Moreover, this work shows that it is possible to improve the safety of care in the treatment of maxillofacial bone defects,
with the development of equipment in the field of hygiene and the establishment of procedures to assess their
effectiveness. These measures appear essential in the clinical implementation of innovative strategies developed by
mean of tissue engineering.

Key words: bone tissue engineering, bone regeneration, hygiene, ethics, epidemiology




