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Résumeé

Une hernie abdominale survient lorsqu’un organe émerge de la cavité abdominale a travers une
faiblesse musculaire. La cure de hernie est une des procédures chirurgicales les plus fréquemment
réalisée. Une prothése synthétique est souvent utilisée lors des procédures pour diminuer le taux
de récidives. L'implantation de prothése peut entrainer certaines complications, dont les
infections chroniques. Certains facteurs dans la conception de la prothése peuvent diminuer les
taux d’infections. Plusieurs études ont montré que le Nitinol et certaines nanoparticules
possedent des propriétés antimicrobiennes. Les objectifs de cette étude sont d’examiner les
surfaces d’échantillons de prothéses en Nitinol revétis de nanoparticules d’argent et cuivre, ainsi

que d’évaluer préliminairement leurs propriétés antimicrobiennes.

Trois échantillons de prothéses ont été examinés : une en Nitinol seul et deux autres avec un
revétement de nanoparticules d’argent et cuivre, KJ103 et KJ501. L’étude de surface fut réalisée
a I’Ecole Polytechnique de Montréal. L’étude des propriétés antimicrobiennes fut réalisée dans
les laboratoires de I'Institut de Cardiologie de Montréal. Les échantillons en Nitinol et une
prothése commerciale en polypropylene ont été exposés a trois micro-organismes
habituellement retrouvés dans les infections chroniques : Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis et Candida albicans. Apres une période d’incubation, des biofilms étaient visibles sur
toutes les prothéses. Qualitativement, les protheses en Nitinol semblaient moins susceptibles

aux micro-organismes, en particulier I’échantillon KJ501.

Les hernies abdominales sont fréquemment diagnostiquées en médecine. Les protheses utilisées
lors des chirurgies servent a prévenir les récidives. Par contre, les prothéses sont a risque de
causer des infections chroniques. Cette expérience préliminaire suggere que les protheses
expérimentales en Nitinol ayant des nanoparticules d’argent et cuivres semblent moins

susceptibles aux micro-organismes comparativement a une prothése en polypropyléne.

Mots-clés : hernie, nanoparticules, Argent, Cuivre, Nitinol, infections, microbes.






Abstract

An abdominal hernia occurs when an organ protrudes through a weakness in the abdominal wall.
Hernia repair is one of the most frequently performed surgeries. During the repair, a synthetic
mesh is often used to decrease recurrence rates. Meshes can be associated with complications,
such as chronic infections. Certain properties of the mesh itself can decrease infection rates.
Several studies have shown that Nitinol, as well as silver and copper nanoparticles, have anti-
microbial properties. The objectives of this study were to examine some surface properties of
samples of Nitinol mesh with silver and copper nanoparticles and to preliminarily evaluate their

antimicrobial properties.

Three mesh samples were examined; one made uniquely with Nitinol and two others with silver
and copper nanoparticle coatings, KJ103 and KJ501. The surface study was done at the Ecole
Polytechnique of Montréal. The study of the antimicrobial properties was performed at the
laboratories of the Institut de Cardiologie de Montréal. The Nitinol samples and a commercially
sold polypropylene mesh were exposed to three micro-organisms commonly found in mesh
infection: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Candida albicans. After the
incubation period, biofilms were visible on all the meshes. Qualitatively, the Nitinol mesh showed

less biofilm growth, in particular the KJ501 sample.

Hernias are frequently diagnosed in medicine. Meshes are used during surgery to prevent
recurrences. However, meshes are at risk of chronic infections. This preliminary experiment
suggests that the Nitinol mesh with silver and copper nanoparticles are less prone to develop

microbial biofilms when compared with a polypropylene mesh.

Keywords: hernia, nanoparticles, Silver, Copper, Nitinol, infections, microbes.
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Introduction

La cure de hernie est une des chirurgies les plus fréquemment réalisée. Dans la majorité
des interventions, une prothése est installée pour renforcer la réparation. Sans cette prothése,
le taux de récidive de hernie est élevé. Il existe plusieurs types de prothéses divisés en deux
grandes catégories; synthétiques et biologiques. Les prothéses principalement utilisées sont
synthétiques et congues en polypropyléne. Cependant, ces prothéses peuvent mener a certaines

complications.

L'objectif de ce mémoire est d’explorer la problématique des infections de prothéses
herniaires.  Les propriétés antimicrobiennes de nouvelles prothéses en Nitinol revétis de

nanoparticules d’argent et cuivre seront comparées a celles des prothéses en polypropyléne.

Ce mémoire est réparti en cing chapitres. Le premier chapitre décrit la pathologie des hernies
abdominales, les traitements et les potentielles complications. Le deuxieme chapitre résume les
caractéristiques des prothéses synthétiques ainsi que certaines innovations récentes cherchant a
améliorer les résultats des chirurgies. Le troisieme chapitre introduit I'alliage Nitinol et les
nanoparticules d’argent et cuivre ainsi que leurs propriétés antimicrobiennes. Le quatrieme
chapitre détaillera les expériences réalisées pour comparer les prothéses en Nitinol avec
revétement de nanoparticules aux prothéses commerciales en polypropyléne. Finalement, le

dernier chapitre résumera I'’ensemble du mémoire et discutera des limites des expériences.
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Chapitre 1 — Les hernies abdominales.

Cette section a pour but de présenter une condition médicale fréquente qui requiert un
traitement chirurgical dans la majorité des cas. Les types, étiologies, présentations cliniques et
prises en charge des hernies abdominales sont variés. Ainsi, ce chapitre est un survol non
exhaustif d’un probleme médical commun mais complexe. L'objectif est une mise en contexte

pour apprécier I'importance de la recherche dans ce domaine.

1.1 Qu’est-ce qu’une hernie abdominale?

Une hernie abdominale survient lorsqu’un organe, souvent l'intestin gréle, émerge de la
cavité abdominale a travers un déficit de la paroi musculaire (1). Cette faiblesse est décrite
comme un « collet ». Le contenu de la hernie peut étre uniquement du tissu adipeux provenant
du grand épiploon. Parfois, dans les cas de hernies volumineuses I'estomac, le colon ou d’autres
organes peuvent s’y retrouver. Il existe des facteurs de risques au développement de hernies,
incluant : I’age avancé, étre male, souffrir de toux chronique et autres (2). Il y a plusieurs types de
hernies abdominales, selon la localisation anatomique et I'étiologie. En 2007, les membres du
« European Hernia Society » (EHS) ont développé une nomenclature standardisée des hernies de
I’aine pour faciliter les échanges médicaux dans la littérature (3). Dans cette région on retrouve :
les hernies inguinales directes, les hernies inguinales indirectes et les hernies fémorales selon leur
localisation anatomique. La prévalence a vie d’une hernie inguinale chez ’lhomme est de 27% et
3% chez la femme. Les hernies de I'aine sont en majorité inguinales (96%) et peuvent étre
bilatérales dans 20% des cas (2). En 2009, les membres du EHS ont tenté de développer une
nomenclature pour les hernies abdominales (4). lls ont statué sur les termes : « hernie primaire
de la paroi abdominale » et « hernies incisionnelles ». Une hernie primaire provient d’'un défaut
congénital de la paroi. Il en existe plusieurs catégories, entre autres : épigastrique, ombilicale,
spiegelienne ou lombaire selon la localisation sur I'abdomen. Une hernie incisionnelle survient
lorsque le patient a subi une chirurgie pour une autre cause et que I'aponévrose (partie fibreuse

de la paroi abdominale) ne parvient pas a guérir (figure 1). Certaines études rapportent un taux



de hernies incisionnelles atteignant 20% apres des procédures réalisées par laparotomie (incision

majeure abdominale) (5).

Ventral Hernia (any fascial defect of the abdominal wall)

Groin F/i\ernia . * Non-groin Hernia

",,/ \\\. / A ~,_\
Inguinal Hernia Femoral Hernia //'/ \\
‘/ g \\_] Prirn\ary Se‘;ondary

Indirect (lateral) Direct (medial) _— / } \\\ /\\\
— .// N .
Umbilical Epigastric Spigelian Lumbar Incisional Traumatic
Figure 1. — Classification des hernies abdominales (figure provenant de Tubre, DJ et al, 2018)

La cure de hernie consiste a pratiquer une incision de quelques centimétres au site de la
hernie, a enlever le sac formé par la hernie, a replacer sont contenue dans I'abdomen et a
refermer solidement la paroi abdominale. C'est une procédure chirurgicale trés fréquemment
réalisée. En 2018, le « Food and Drug Administration » (FDA) aux Etats-Unis a estimé que plus

d’un million de cures de hernies étaient faites par année (6).

1.2 Symptomes et impacts sur la qualité de vie des patients

Les signes et symptomes d’une hernie se présentent sur un continuum; certains peuvent

étre imperceptibles et d’autres nécessitent une chirurgie en urgence.

Selon certaines études, jusqu’a un tiers des patients porteurs d’'une hernie sont
asymptomatiques (2). Les patients ayant des hernies symptomatiques rapportent une sensation
de voussure ou renflement au site, d’inconfort, de douleur, une diminution de la force musculaire
de la paroi ou d’une insatisfaction au niveau cosmétique (7). Les symptoémes percus par les
patients peuvent demeurer les mémes toute leur vie et, chez d’autres, un renflement peut
s’accentuer avec le temps jusqu’a devenir douloureux. De plus, la sensation provenant de la
hernie peut fluctuer lors d’une journée selon les activités du patient. Des taches qui augmentent
la pression intra-abdominale, telles que soulever des charges lourdes ou méme tousser, peuvent

aggraver les symptomes (2).
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La voussure ressentie par le/la patient/e peut disparaitre lorsque celui/celle-ci est
allongé/e. Médicalement, une telle hernie est considérée comme « réductible »; soit le contenu
se réduit dans I'abdomen. Lorsque la hernie se coince dans la faiblesse de la paroi abdominale et
ne peut pas étre réduite, elle est considérée comme « incarcérée ». Ceci peut se produire avec
le temps ou si le collet de la hernie est d’un petit diameétre. Cliniguement, une hernie incarcérée
est percue comme un renflement présent en tout temps et peut causer des symptémes de
pincements. Elle peut aussi causer une occlusion intestinale; c’est-a-dire un blocage des aliments
digérés et sécrétions physiologiques avec dilatation proximale de lintestin. Le patient se
présente alors avec des nausées et vomissements. L'incarcération de la hernie peut mener a
la « strangulation », c’est-a-dire une diminution de I'apport sanguin vers les tissus pris dans la
hernie. Une ischémie des tissus intestinaux peut mener a une perforation. Finalement, une
perforation intestinale entraine un sepsis (infection grave) qui provoque chez le patient une

perturbation hémodynamique. (8)

Plusieurs sondages ont été développés par les experts dans le domaine pour saisir I'impact
d’une hernie et d’'une cure chirurgicale sur la qualité de vie des patients, tels que : le Carolinas
Comfort Scale (CCS), le Activities Assessment Scale (AAS) et le Hernia-Related Quality of Life Scale
(HerQles) (9). Le AAS contient 13 questions qui survolent les aspects tels que : I’humeur, le mode
de vie et le niveau d’activité physique du patient (10). Une étude a montré que les participants
n’ayant pas de hernie avaient un score moyen AAS de 81,6 qui était significativement plus élevé

comparé aux participants porteurs de hernie, avec un score moyen AAS de 31,4 (11).

Ainsi, malgré les étiologies bénignes des hernies, ce sont des pathologies qui peuvent
causer beaucoup de désagréments au quotidien chez les patients et peuvent mener a des

urgences chirurgicales.

1.3 Prise en charge et traitement

Les chirurgiens généraux, les généralistes et urgentologues sont les médecins les plus

souvent confrontés aux hernies.
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Le diagnostic est principalement clinique; il est établi lors de I’examen physique du patient
en position couché et debout. Une imagerie par échographie dynamique ou par
tomodensitométrie peut étre effectuée sil’examen physique est non concluant : chez les patients
obeéses, ou pour préciser le diagnostic lorsque plusieurs semblent possibles, si on suspecte qu’une
hernie est complexe (2, 12). La prise en charge dépendra du type de hernie et de la condition du

patient.

Un traitement conservateur ou un suivi sans chirurgie peut étre appliqué pour les hommes
ayant une hernie inguinale occulte (asymptomatique) ou peu symptomatique. En 2006, une
étude randomisée a été réalisée pour évaluer cette approche conservatrice, souvent nommeée
« Watch and Wait» (13). Les auteurs ont statué qu’il était sécuritaire de ne pas opérer les
hommes avec une hernie inguinale minimalement symptomatique. La principale raison pour les
participants de subir une chirurgie était de la douleur et non une incarcération/strangulation
subite. Avec suivi de 10 ans, 30% des patients ont eu recours a la chirurgie (14). L'approche
conservatrice peut étre choisie pour des patients avec multiples comorbidités chez qui les risques

d’une chirurgie herniaire seraient plus importants que les bénéfices.

D’autres hernies nécessitent une chirurgie élective planifiée dans les prochaines semaines
ou mois, ou une chirurgie urgente dans les prochaines heures aprés le diagnostic. Chez les
femmes, une hernie au niveau de I'aine requiert souvent une chirurgie car il est probable que
cette hernie soit fémorale et non inguinale. Le risque de strangulation de ce type de hernie est
plus accru (15). Les incarcérations aigues (subites) et les hernies strangulées requiérent des

chirurgies urgentes.

Une cure de hernie chirurgicale peut étre réalisée par « laparotomie » (technique
ouverte), par « laparoscopie » (technique fermée) et méme en robotique. Chaque technique

ayant ses propres indications, avantages et désavantages.

1.3.1 Incorporation d’une prothése herniaire

Un aspect critique de la chirurgie, qu’importe la technique, est I'implantation ou non d’une
prothése parfois nommée « meéche ». La prothese permet une cure de hernie sans tension. Des

études examinant les guérisons de plaies ont démontré qu’apres le remodelage final les tissus
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gardaient une faiblesse, n’ayant approximativement que 70 a 80% de leur force tensile originale
(16). La qualité des tissus est encore plus déficiente chez les patients plus agés, obéses, dénutris,
fumeurs, alcooliques, immuno-supprimés et porteurs de maladies systémiques telles que le

diabéte (17).

Une étude publiée par le New England Journal of Medicine en 2000 a changé la pratique
des chirurgiens (18). Cette étude était randomisée, controlée et multicentrique. Elle a comparé
la réparation d’une hernie incisionnelle avec ou sans prothése (suture seulement). Au suivi a 3
ans, il y avait 43% de récidive de hernie dans le groupe sans prothése comparativement, a 24%
dans le groupe ayant eu une prothese (valeur p = 0.02). D’autres études ont suivi et démontré
que le taux de récidive de hernies incisionnelles sans prothése peut s’élever jusqu’a 50% (19).
Donc, chez I'adulte, une prothése synthétique est maintenant utilisée lors de la majorité des cures

de hernie incisionnelle, inguinale ou fémorale, pour minimiser le taux de récidives.

1.4 Complications — infection de prothese

Malgré I'avantage de renforcer la paroi abdominale, I'implantation de prothése peut
entrainer certaines complications. Celles-ci sont multiples et leurs incidences varient selon le type
de hernie et I'approche chirurgicale utilisée. Les complications possibles incluent les infections
chroniques (figure 2), la douleur chronique, la migration (ou déplacement) de prothese, la
formation de fistules, la formation de séromes, les occlusions intestinales et, ironiquement, la

récidive d’hernie (20, 21).

Une infection au site chirurgical est définie comme une infection qui survient a 30 jours
d’une intervention. Ce délai augmente a 12 mois pour une intervention avec implantation de
corps étranger, telle une prothése. Le taux d’infection de plaie aprés une cure d’hernie
incisionelle avec prothese peut atteindre 10% si la procédure est réalisée par laparotomie et 4%
si réalisée par laparoscopie (22). En moyenne, la durée de réadmission a I’'h6pital pour gestion
d’infection est de 9 jours (23). En plus d’étre associées aux réadmissions, aux visites médicales
plus fréquentes et a une diminution dans la qualité de vie, les infections de prothéses entrainent
un co(t substantiel au systeme de santé. Aux Etats-Unis, le traitement d’une seule infection de

plaie aprés cure de hernie avec prothése peut colter plus de US$75,000 (22) souvent le double
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du colt de la chirurgie initiale (23). Le diagnostic d’infection de plaie et les procédures

subséquentes peuvent avoir lieu jusqu’a 10 ans apreés la chirurgie indexe (22).

Figure 2. — Tomodensitométrie démontrant un abcés (fleche) adjacent a une prothése (figure

provenant de Brennan K et al, 2021)

1.4.1 Prise en charge des infections de prothése

Lorsqu’un/e patient/e se présente avec une infection de plaie, le traitement dépend de
I’état hémodynamique (la stabilité) du patient, de I'étendu de l'infection, le type de prothese

utilisé et de I'expertise du chirurgien.

Une approche conservatrice comporte un traitement systémique d’antibiotiques ciblés
sur les pathogeénes identifiés (voir section 1.4.2). En se basant sur des études de gestion
conservatrices d’infections de prothéses vasculaires, vue le manque de telles études réalisées sur
les prothéses pour cure de hernies, la durée d’antibiothérapie généralement recommandée est
de 6 a 18 semaines (24). L'utilisation d’antibiotiques seuls est insuffisante pour adresser une
infection de prothése. L'ouverture de I'incision, le débridement de la plaie, le drainage de I'abces
et des pansements a pression négative peuvent aider a traiter I'infection sans nécessiter I'exérése
de la prothese (25). Un clinicien peut opter pour cette derniére approche pour éviter le retrait de

la prothése qui entrainerait presque toujours une récidive de la hernie.

Malgré des soins optimaux, le taux d’échec d’un traitement conservateur d’une infection
demeure élevé lorsqu’un corps étranger, telle une prothése, est laissé en place. Certaines études
citent que seulement 10% des protheses infectées n"auront pas besoin d’étre excisées apres 10

ans (26). 1l n’y a pas de consensus établi qui détermine aprés combien de temps cette approche
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« conservatrice » est jugée comme inefficace (24). La majorité des chirurgiens choisissent de
retirer partiellement ou entierement la prothése deés le diagnostic (27). Lors de cette deuxieme
intervention, le chirurgien peut étre confronté a une prothése partiellement intégrée dans les
tissus du patient. L’excision compléete peut s’avérer trés laborieuse, nécessitant une dissection
dans les plans anatomiques difficilement identifiable secondairement a la fibrose et
I'inflammation. Par contre, le désavantage de ne pas retirer complétement la prothése est un
risque de persistance d’infection. Parmi les chirurgiens spécialisés en réparation de hernies, 90%

préférent retirer entierement la prothése (27).

1.4.2. Facteurs de risque, mécanismes d’infections et pathogénes

responsables.

Plusieurs facteurs de risques d’infections de prothése ont été identifiés. Les facteurs de
risques associés aux patients sont: les patients agés, les fumeurs, les patients dénutris, les
patients porteurs de maladies systémiques séveres, les patients obéses et/ou ayant une maladie
pulmonaire obstructive chronique, ceux ayant des antécédents d’infections de plaies. Les
facteurs de risques associés a la procédure sont : les chirurgies initiales de longues durées, un
systéme de ventilation défectueux dans les salles d’opération et les chirurgies lors desquelles il y
a eu une entérotomie (perforation intestinale) accidentelle (23, 28). Lesrisques d’infections sont

aussi accrus dans les cas d’urgence (21).

Dans la majorité des infections de plaie, I'inoculation se fait a partir de la flore endogene
du patient, c'est-a-dire, des microbes déja présents sur la peau (28). Plus rarement, les
pathogenes peuvent provenir des intervenants médicaux ou de I’environnent opératoire. Il y a
différentes phases d’infections de prothese (21). D’abord, une interaction rapide mais réversible
entre le pathogéne et la prothése a lieu. Les bactéries semblent s’attacher préférentiellement aux
surfaces non-polaires et hydrophobiques qu’aux surfaces hydrophiliques, telles les surfaces en
métal (22). Cette interaction se stabilise ensuite par un processus d’adhésion grace des facteurs
cellulaires et moléculaires (21). Les bactéries peuvent ensuite proliférer et s"accumuler sur la
surface du matériel (22). Eventuellement, les bactéries vont interagir entres elles et former des

biofilms. Les biofilms sont des capsules amorphes constitués de polysaccharides et protéines
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extracellulaires qui ont pour fonction de protéger les bactéries ou les champignons de
I’environnent, dans ce cas-ci, le systéme immunitaire. Les microorganismes contenus dans le
biofilm n’ont pas tous la méme activité métabolique; les cellules superficielles sont souvent
métaboliquement actives et celles en profondeur sont dormantes, ce qui diminue leur
susceptibilité aux antimicrobiens. Un biofilm peut étre établi rapidement, soit 10h aprés
I'inoculation. Finalement, des fragments de biofilm peuvent se disperser dans I'organisme et

ensemencer d’autre régions (29).

En microbiologie, I'appellation « unité formatrice de colonie » (UFC) désigne la quantité
de bactéries ou de levures viable dans un échantillon. Pour former un biofilm, il faut
approximativement 10° UFC. Lorsqu’on ajoute un corps étranger, comme une prothése

synthétique, seulement 102 UFC sont nécessaires pour établir un biofilm (30).

Les bactéries les plus fréquentes dans les infections de plaies sont les bactéries
Staphylococcus aureus (S. aureus), Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) et ensuite
Escherichia coli (E. coli) (21, 31). Les infections fongiques au Candida albicans (C. albicans),

qguoique plus rares, peuvent étre également dévastatrices (32, 33).
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Chapitre 2 — Prothéses herniaires

2.1 Historique des prothéses herniaires

La problématique des hernies existe depuis des siécles. Dans I'ancien manuscrit Egyptien
du Papyrus d’Ebers, datant du 16¢ siecle B.C.E., on retrouve la premiére description d’'une hernie
épigastrique. Sa prise en charge était I'application de chaleur sur le site affecté (34). Plusieurs
textes de I'époque gréco-romaine puis ensuite au Siecle des Lumieres décrivent les différents
types de hernies (35). La premiere chirurgie herniaire documentée fut en 1836 par le chirurgien
francais Pierre Nicholas Gerdy (36). Celle-ci consistait a inverser la hernie a travers son propre
collet, en incluant la peau et en injectant un agent sclérosant (ammoniaque) pour fibroser le tout.
Les chirurgiens ont tenté de perfectionner la technique. Celle-ci a évolué de sutures simples aux
greffes (cutanées ou musculaires), puis aux prothéses. Les premieres protheses étaient en
métaux tel que l'or, I'argent et le laiton (37). En plus d’un taux élevé de récidives, de telles
prothéses étaient tres rigides et causaient des réactions inflammatoires importantes. C’est apres
la deuxieme guerre mondiale et les avancées dans l'industrie du plastique que les polymeres
présentement utilisés ont émergé : polyester et polypropyléne (35, 38). L’adoption de telles

prothéses est largement due aux efforts de Dr. Francis Usher (39).

2.2. Caractéristiques des prothéses herniaires

Il'y a plusieurs criteres a satisfaire lors de la conception d’une prothése herniaire. D’abord
la prothese doit bien s’intégrer dans les tissus du corps humain, elle ne peut pas étre toxique ou
causer des réactions inflammatoires sévéres. Elle doit étre peu susceptible aux infections et
colonisations bactériennes. La prothése doit également avoir les attributs nécessaires pour
combler le déficit du collet herniaire pour renforcer la paroi et maintenir ses propriétés a long
terme. Ainsi, il y a certaines caractéristiques a rechercher dans une prothése pour satisfaire ces

critéres.



2.2.1 Matériaux

Il existe plus de 100 différentes marques commerciales de protheses approuvées par les
organismes gouvernementaux, tel Santé Canada ou le FDA. De nos jours, les protheses les plus
fréguemment utilisées pour les hernies abdominales sont a base de polyméres, soit de polyester
ou polypropylene, mais il existe aussi des prothéses a base de «expanded
Polytetrafluoroethylene » (ePTFE) et polyfluorure de vinylidene (PVDF) (40, 41). Les protheses
sont reconnues par les chirurgiens sous les noms commerciaux comme Parietex ©, SurgiPro ©,
Marlex © et autres. Le polyester est retrouvé dans plusieurs applications — des industries de
textile au domaine de la médecine. Les prothéses en polyester sont faites en mono ou multi
filaments et hydrophiles. C’est un matériel qui s’integre bien dans le corps humain, ne se rétrécit
pas et forme peu de plaques cicatricielles. Ce sont des protheses qui sont sécuritaires et efficaces
lors de la réparation d’hernies ventrales (42). Les prothéses en polypropyléene peuvent également
étre congues en mono ou polyfilaments. Elles peuvent étre congues comme macroporeuse et de
faible densité ce qui favorise leur intégration dans le corps humain tout en préservant une

certaine souplesse de la paroi abdominale (43).

2.2.2 Porosité moyenne et réaction inflammatoire

La porosité d’une prothése représente |'espace entre les mailles de matériaux. Le terme
« porosité moyenne » est préférable car la structure microscopique des pores est variable dans
une méme prothése. Plusieurs études ont évalué la relation entre la taille des pores et la réaction

inflammatoire ainsi que les risques d’infection.

La réaction inflammatoire est la réponse du systéeme immunitaire envers un corps étranger

(40). Elle est divisée en quelques étapes majeures :

a) Immédiatement apres l'installation de la prothese, une série de réactions se produit et aboutit
en une agglomération d’albumine, fibrinogene et immunoglobulines autour des mailles. Ceci
attire les neutrophiles, la premiere ligne de défense du systéme immunitaire. Incapables de
digérer la prothése, les neutrophiles vont eux-mémes périr et c’est alors que les macrophages

débuteront la deuxieme phase de la réaction.
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b) Eventuellement, ces macrophages vont fusionner autour des mailles pour former un
granulome ou « giant body foreign cell ». Ceci marque la phase chronique de I'inflammation
et sera présent autour du corps étranger tant que celui-ci restera implanté. Cette étape se
produit approximativement aprés une semaine.

c) Les fibroblastes débutent la phase de guérison et c’est la création de cicatrice, qui integrent
la prothese dans le corps humain.

d) Dans cette matrice cicatricielle, I'angiogeneése (la formation de nouveaux vaisseaux sanguins)

aura lieu. Cette finalisation peut durer plus de 12 semaines.

Toute cette chorégraphie moléculaire se fait dans un équilibre; trop de réactions
pourraient faire basculer le processus vers la création d’'une plaque cicatricielle importante

autour de la prothese, au lieu d’une incorporation de celle-ci.

Les prothéses sont normalement constituées en treillis. Lors de la réaction inflammatoire,
les granulomes se forment sur les filaments du treillis et sur les intersections entre les filaments.
Sila dimension des pores est trop petite les granulomes vont étre contigus et, ainsi, créer un pont
cicatriciel « bridging scar » (figure 3) (44). Le résultat est une encapsulation fibreuse du corps
étranger et rend l'intégration impossible. Cette encapsulation est avasculaire. En revanche, des
pores plus larges permettent la régénération de tissus de I’h6te entre les mailles de la protheése.
Malgré la micro-encapsulation par le granulome, il existe suffisamment d’espace entre les mailles
pour l'infiltration des cellules et la néovascularisation. Des pores de plus de 200-300 um sont

nécessaires pour le développement de nouveaux vaisseaux sanguins (44).
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Figure 3.— Relation entre la taille des pores d’une prothése et la formation d’un pont cicatriciel de

granulome (figure provenant de Sanbhal N et al, 2018)
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Les petits pores de taille inférieure a 75 um augmentent aussi les risques d’infections
chroniques (41, 45). La taille d’'une bactérie dépend de son espéce et du milieu dans lequel elle
existe. La bactérie Staphylococcus aureus peut avoir un volume entre 0.4-3um?3 (46). Ainsi, ces
microorganismes peuvent s’infiltrer entre les mailles et, en I'absence de vaisseau sanguin, sont a

I’abri de I'immunité du patient (47, 48). Elles peuvent donc se diviser et former des biofilms.

La taille des pores est catégorisée et c’est un important parameétre a connaitre avant

d’implanter une prothese chez un patient (Tableau 1).

Catégorie Taille
Microporeuse (solide) <100 um
Petite pore 100-600 um
Pore moyenne 600-1000 um
Pore large 1000-2000 um
Pore tres large >2000 um

Tableau 1. Taille des pores, adapté de Baylén, 2017

2.2.3 Densité

La densité est un terme utilisé dans le domaine des prothéses mais nécessite une
clarification. La « masse surfacique » se référe au poids par unité de surface c’est-a-dire : g/m?
(49). Les cliniciens utilisent le terme « densité » qui se référe au poids par unité de volume : g/m3.
Ceci est un terme plus juste. Mais, étant donné I'épaisseur négligeable d’une prothése
comparativement a sa superficie, 'unité « g/m? » est adéquate. La densité d’une prothése

dépend du type et quantité de matériaux utilisés (45).

Des études animales ont démontré que les protheses plus légéres avaient peu de réaction
inflammatoire un an aprés I'implantation (50). Par contre, I'activité de remodelage inflammatoire
était encore marquée pour les prothéses plus lourdes aprés un an. Une quantité importante de
matériaux, qui correspond a un poids lourd de prothése, augmente la réaction inflammatoire. Le
tissu fibreux résultant peut diminuer la souplesse abdominale (51). Ceci semble bien corréler avec

la symptomatologie des patients en post-opératoire. Une étude prospective a comparé la
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sensation d’inconfort et de douleur en post-opératoire de cure de hernie inguinale chez des
patients ayant eu I'implantation d’une prothése légére ou plus lourde (52). Les patients ayant eu

une prothése plus légére avaient de meilleurs résultats en termes de confort.

Un inconvénient théorique de linstallation d’'une prothése plus légeére serait une
diminution de la force de traction (ou « stress ») nécessaire pour causer une déchirure du treillis
et augmenter le risque de récidive de hernie. Pour tester cette hypothése des chercheurs ont
d’abord évalué les pressions intra-abdominales générées par le corps humain lors de diverses
manceuvres sur des sujets en santé (53). Les pressions maximales étaient, lorsque les participants
toussaient debout, en moyenne 107.6 mmHg, et lorsqu’ils sautaient, en moyenne 171 mmHg. lls
ont ensuite calculé I'équivalence de force tangentielle appliquée sur la paroi abdominale en
considérant I'abdomen comme un cylindre et en utilisant le principe hydrostatique de Pascal (43).
En d’autres unités, 'labdomen peut résister a des forces tangentielles entre 11 et 27 N/cm. Cette
force tensile est largement inférieure a celle des prothéses couramment utilisées qui est au moins
32 N/cm (54). A moins d’un probléme de manufacture ou de manipulation per-opératoire, les
récidives de hernies ne seraient donc pas attribuables a une rupture de prothése en soi, selon les
auteurs. Des facteurs causals sont, potentiellement, la technique chirurgicale ou méme une
réaction inflammatoire importante autour des prothéses lourdes qui entrainent une mauvaise

intégration et puis une migration de prothéses (43).

Certains auteurs ont tenté de catégoriser la « densité » des prothéses (Tableau 2)(55).

Catégorie « Densité »

Ultra light <35g/m?
Light >35a <70 g/m?

Standard >70 2 < 140 g/m?
Heavy >140 g/m?

Tableau 2. Catégories de poids de protheses, adapté de Coda, 2012
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2.2.4 Filaments et structures

La taille des filaments des prothéses est généralement entre 100 et 300 um (56). La
configuration des filaments de matériel est un parameétre a connaitre. Les filaments peuvent étre

tissés ou tricotés (figure 4).

a) Les textiles tissés sont créés par I'entrecroisement de fils en chaine qui font la longueur et
d’autres en trame qui font la largeur de la prothése. Les séries de fils sont tissés
fermement ensemble ce qui génerent des petits pores (41).

b) La majorité des prothéses sont tricotées car elles sont plus flexibles et élastiques. Ainsi
elles se conforment mieux aux propriétés de la paroi abdominale (40). Le produit final
aura également des pores plus larges. Les prothéses peuvent étre mono ou multi
filaments (41).

a. Elles peuvent étre tricotées en « trame », c’est-a-dire : les filaments sont orientés
horizontalement, en rangées.

b. Elles peuvent étre tricotées en « chaine», c’est-a-dire: les filaments sont
entrelacés les uns avec les autres horizontalement, verticalement et sont donc
indémaillables. Cette derniére technique permet que la prothése soit taillée sans

gu’elle se déméle (45).
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Figure 4.— De gauche a droite : prothése tricotée en trame, en chaine, non tissée et tissée (figure

provenant de Zhu L et al, 2015)

2.3 L’ingénierie future

Les protheses « simples» de polypropylene ou polyester sont parfois nommeées

« protheses de premiere génération. » Tel que présenté dans la section précédente, certains
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facteurs dans la conception de la prothése peuvent contribuer a I'optimisation de celles-ci et a la
prévention des infections. Ainsi, I'industrie continue donc de modifier les parametres a la
recherche de la prothése idéale. Des combinaisons de matériel synthétique ont créé des
prothéses de « deuxiéme génération ». Ensuite, il y a eu le développement de prothéses
biologiques, a base de cellules de derme humain, porcin et bovin. Pour rester dans I'optique de

ce document, nous nous concentrerons sur les prothéses synthétiques.

2.3.1 Revétements (« coatings »)

L'application d’un revétement ou enrobage sur le matériel de base est une modification
d’intérét. Ceci offre la possibilité de créer deux surfaces ayant des propriétés uniques selon
I'orientation de la prothése dans le patient. Une surface s’intégrera bien dans la paroi pour la
renforcer et I'autre évitera les adhérences (cicatrices) avec les organes dans la cavité abdominale;
ceci diminuerait les risques de fistule, occlusion, etc. Par exemple, un groupe a congu une
prothése ayant un c6té en polypropyléne et I'autre c6té ayant un composé de polycaprolactone
et cellulose régénérée oxydée. lls ont ensuite comparé cette prothese a une prothése en
polypropyléne standard (57). Apreés implantation dans des animaux, la prothése a deux couches
a démontré moins d’adhérences intra-abdominale. Plus récemment, les chercheurs se sont
penchés sur l'utilisation de nanoparticules antimicrobiennes pour revétir les prothéses. Un
groupe a élaboré une prothése de polyester avec des nanoparticules chargées d’oxyde nitrique,
un substrat ayant une propriété bactéricide (58). Ils ont observé une réponse dose-dépendante
entre la quantité d’oxyde nitrique et I'effet antimicrobien. Il existe plusieurs types de

nanoparticules ayant des attributs utiles dans le domaine des prothéses.
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Chapitre 3 — Le Nitinol et les Nanoparticules

3.1 Le Nitinol en médecine

Le Nitinol (NiTi) est un alliage de Nickel (Ni) et Titane (Ti) découvert en 1959 dans le Naval
Ordnance Laboratory (NOL), lieu actuel du FDA (59). Un alliage est un mélange de deux matériaux
dont un est obligatoirement un métal. Le Nitinol est composé de nickel et titane de composition
guasi-équiatomique. Le Nitinol fut initialement utilisé dans de multiples objets du quotidien tels
qgue : les voitures, les valves de douches et les machines a café ainsi que dans des industries
militaires et aérospatiales (60). Ce fut a la fin des années 1980 que le Nitinol fut introduit dans le
domaine de la médecine sous forme de stents vasculaires par le docteur Palmaz (61, 62). Depuis,
le Nitinol est retrouvé dans plusieurs domaines médicaux, entre autres, en orthopédie sous forme
de fixateurs pour la réparation de fractures, en cardiovasculaire sous forme de filtre et valve, et

en dentisterie sous forme cables (59, 63).

Le Nitinol fut étudié au Laboratoire d’Innovation et Analyse de Bioperformance (LIAB) de
I’école Polytechnique a Montréal des les années 1990. Les premieres analyses de
biocompatibilités furent réalisées par immunohistochimie sur des vis orthopédiques en Nitinol
sur des modeles animaux (64). Puis la génotoxicité du Nitinol fut évaluée par I'essai « in situ end-
labeling » en microscopie électronique (65). Le LIAB a également poursuivi ses recherches sur les
effets de traitement de surface, stérilisation, corrosion et évaluation des caractéristiques du
Nitinol (66-68). Les prochaines sections exploreront en plus de détails les propriétés du Nitinol

ainsi que ses applications médicales, en particulier, sur les prothéses de hernies abdominales.

3.1.1. Propriétés du Nitinol
Les propriétés du Nitinol en font un alliage intéressant pour les dispositifs médicaux. C’est
d’abord un matériel biocompatible. Plusieurs études in vitro et in vivo ont démontré cet attribut
et ont été regroupées par Alipour et al (59). Notamment, le groupe du Dr. Es-Souni a évalué si
des cultures de cellules épithéliales exposées au Nitinol seront affectées morphologiquement et

si I'alliage avait un effet cytotoxique (69). Aprés avoir exposé les cellules au Nitinol, les chercheurs



ont comparé cet échantillon a un autre échantillon de cellules n’ayant pas été exposé en utilisant
les techniques de microscopie conventionnelle et de microscope électronique a balayage (SEM).
Ils ont trouvé que les deux échantillons étaient similaires en termes d’intégrité des jonctions
intercellulaires, nucléiques ainsi que des projections cytoplasmiques. Le test « MTT bio toxicité »,
déterminant I'activité de I'enzyme lactate déshydrogénase, est un substitut de I'activité de Ia
mitochondrie. Ils ont trouvé une baisse de seulement 10% en 24h (suivi d’'une autre 5% en 72h)

avec le Nitinol comparativement au control.

Une appréhension envers le Nitinol est sa composante de Nickel car celui-ci est un élément
toxique. La corrosion d’un matériel a long terme peut entrainer une libération de particules de
Nickel dans le corps humain. La FDA a statué que pour les dispositifs en Nitinol la quantité de
Nickel relaché ne doit pas dépasser 0.5 ug/kg/jour (70). Le Nitinol est utilisé car malgré sa
composante de nickel, lorsque la surface de l'alliage est exposée a I'oxygéne, un processus
d’oxydation débute et une couche de dioxyde de titane (TiO2) se forme autour du matériel. Ainsi,
tres peu de Nickel est détectable (59). Lors de I'oxydation, les atomes de nickel vont diffuser dans
les couches plus profondes de I'alliage et les atomes de titane resteront dans la matrice d’oxide.
Si une couche de TiO; se forme, des atomes de Nickel peuvent rester pris dans cette épaisseur.
Avec des méthodes d’oxydation rapides a haute température, il est possible de contréler la

réaction et de former uniguement une couche stable de TiO; (71).

De nombreuses études ont démontré I’absence de corrosion du Nitinol lorsque implanté
dans le corps humain (72). De plus, il existe plusieurs types de modification de surface lors de la
conception d’un dispositif a base de Nitinol : I'électro-polissage, le polissage mécanique, la
passivation, la gravure chimique (chemical etching), I'affitage (grinding)... Chacune des
techniques ayant différents effets sur la corrosion (73). Le groupe de Nagaraja et al (2017) a
démontré que des stents avec polissage mécanique, une technique qui purifie la couche de TiO;
en éliminant le Nickel a la surface, avaient trés peu de relachement de Nickel in vitro et une bonne
résistance a la corrosion in vivo comparativement aux stents avec simplement une couche de TiO;
(74). Le méme groupe a ensuite examiné le relachement de Nickel des stents en Nitinol avec des
modifications de surfaces différentes in vivo. Bien que les concentrations de Nickel dans le sérum

et l'urine étaient comparable entre les groupes, le stent avec un polissage mécanique avait
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significativement moins de Nickel localement (au site d’implant du stent) (75). Des collaborateurs
du LIAB ont également étudié les effets de modification de surface du Nitinol sur la cyto-
compatibilité (76). lls ont comparé les effets de différentes modifications sur des cellules
humaines avec le test « MTT bio toxicité ». Leurs résultats montrent une cyto-compatibilité avec

la gravure chimique.

Le Nitinol possede d’autres caractéristiques qui en font un matériel attrayant en
médecine. Le Nitinol est un alliage a mémoire de forme (AMF, shape memory alloy) (77). Les
AMFs sont des matériaux qui peuvent subir un changement d’état par un stimuli thermique ou
mécanique grace a leur capacité de transformation entre deux phases cristallographiques; la
phase martensitique et austénite. C’est-a-dire, 'alliage peut retrouver sa forme initiale aprés une
déformation mécanique. Ceci peut étre utile lors des chirurgies par approche laparoscopique ou
la procédure est réalisée par des petites incisions maintenues ouvertes par des gaines de trocart
a travers lesquelles les instruments sont insérés. Lors d’une cure de hernie, une prothése doit
passer par une gaine et pourrait subir une déformation mécanique. Les AMFs ont aussi une
propriété de superélasticité, c’est-a-dire, une contrainte (ou stress) mécanique peut déformer
I'alliage jusqu’a 10% mais, dés que cette contrainte est retirée, le matériel reprend sa forme
initiale. Ceci peut étre utile pour une prothése de hernie. Puisque I'abdomen subit des
changements conformationnels selon les activités de la journée, une prothése en Nitinol serait

capable de « suivre » les mouvements sans se déformer de facon permanente.

3.1.2. Evaluation d’une prothése en Nitinol, modéle animal
Les collaborateurs du LIAB, dirigés par le Professeur Timofey Chekalkin du Tomsk State
University, ont également réalisés des études sur les prothéses en Nitinol d’abord sur un modéle
animal. Le Professeur Chekalkin oriente sa carriere en recherche particulierement vers les

dispositifs médicaux a base de Nitinol (78).

Son équipe a comparé l'efficacité et la réaction inflammatoire entre une prothése en
polypropyléne et une en Nitinol (79). Aprés avoir créé un déficit pariétal (une hernie) chez des
rats, ils ont créé trois groupes : (1) ceux ayant une réparation avec prothése en Nitinol (2) ceux

avec protheése en polypropyléne et (3) ceux sans protheése.
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Apres la chirurgie, I'état général des animaux était documenté : prise de poids, guérison
de plaie, infection/nécrose, déhiscence de plaie, récidive de hernie. L’évaluation de la réponse
inflammatoire était réalisée par les résultats biochimiques tels que : le dosage de la protéine C-

réactive et globules blancs.

Tous les rats n’ayant aucune prothese ont développé une hernie abdominale. L'abdomen
des rats ayant eu I'implantation d’une prothése en polypropyléene était plus rigide et 75% des rats
dans ce groupe ont éventuellement développé une complication: déhiscence, migration de
prothése, récidive de hernie et adhérences. Dans le groupe ayant eu l'implantation d’une
prothése en Nitinol, il n’y a eu aucune récidive ni migration de prothése. L’abdomen était plus
souple. Il y a eu des complications dans 20% des cas : déhiscence de plaie et adhérences intra-
abdominale avec I'épiploon. De 7 et 14 jours, le taux de globules blancs était plus élevé dans le
groupe de polypropyléne comparativement au groupe Nitinol. Lors de I'étude par microscopie
électronique par balayage, la prothése de Nitinol était complétement recouverte (intégrée) de
tissus, comparativement a la prothése de polypropylene. Le granulome formé autour de la

prothése en polypropyléne était plus épais que celui autour de celle en Nitinol.

Les auteurs soulignent les avantages de la prothése en Nitinol comparativement a celle en
polypropyléne. La prothese en Nitinol a moins de réaction inflammatoire et une meilleure

intégration dans les tissus. Les complications étaient moindres dans le groupe de Nitinol.

3.1.3. Le Nitinol du modeéle animal a I’application médicale chez I’humain.
Suite au succes des études sur le modéle animal, I'équipe du Dr. Chekalkin a procédé a
I’évaluation du Nitinol chez ’lhumain. Avec le consentement des patients et I'accord du Comité
d’Ethique institutionnel, des médecins ont d’implanté des prothéses en Nitinol chez des patients

ayant des pertes de fonctions secondaire a une pathologie préexistante.

En 2014, I'équipe a publié une étude sur 120 patients ayant un diagnostic de néoplasie
laryngée (80). La procédure oncologique réalisé était une laryngectomie (I’ablation du larynx) et
la reconstruction fut faite avec une endoprotheése de Nitinol. La fonction du larynx fut préservée
dans 93% des cas. En 2016, ils ont publié un rapport de cas d’un patient souffrant d’'un carcinome

papillaire de la thyroide (81). L'intervention a nécessité une résection partielle de la trachée et la
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reconstruction fut réalisée avec une prothése de Nitinol. En 2019, I'équipe a publié un article
adressant la réparation des trauma faciaux (maxillaire, zygomatique, etc.) avec des protheses en

Nitinol, en utilisant un model 3D pour personnaliser la prothése (82).

Plus récemment, leurs études s’intéressaient aux pathologies thoraciques et abdominales.
En 2020, des patientes diagnostiquées avec une néoplasie invasive du cervix ont subi une
trachélectomie radicale, soit une procédure chirurgicale pour I'ablation du col de I'utérus, une
partie du vagin ainsi que des tissus voisins (83). Cette procédure permet d’adresser le cancer
mais les effets secondaires incluent un affaiblissement des tissus de cette région, des risques de
prolapsus utérin ainsi que de fausse-couche en cas de grossesse subséquente. Donc, pour
renforcer la jonction utero-vaginale, une prothése de Nitinol fut utilisée en guise de cerclage
cervico-isthmique. En 2021, I'équipe a publié deux autres articles. Le premier décrit I'expérience
d’une patiente souffrant d’'une malformation de la paroi thoracique associée a une instabilité de
la cage thoracique et une hernie ventrale (84). Cette pathologie s’est développée suite a une
chirurgie extensive pour traiter une ostéomyélite chronique post mastectomie radicale. La
reconstruction a nécessité une prothése tricotée en Nitinol ainsi que l'installation de céte
artificielles en Nitinol. Au suivi, il n’y avait ni récidive d’ostéomyélite ni de hernie. La derniere
étude décrit I'expérience de 15 patients nécessitant une résection de leur paroi thoracique pour
des raisons variées (néoplasie pulmonaire, métastases, etc.)(85). Tel que le cas précédant, aprés
leur chirurgie oncologique, les patients ont bénéficié d’une prothése en Nitinol ainsi que des cotes

artificielles en Nitinol.

3.2. Nanoparticules

Les nanoparticules (NP) sont des matériaux avec des dimensions entre 1 et 100
nanometres (nm) (86). Elles ont des propriétés qui varient selon leur taille et le type de matériel.
Depuis les années 2000, la recherche dans le domaine des nanoparticules a augmenté de facon
logarithmique. On retrouve les nanoparticules dans plusieurs applications : en cosmétique, en
électronique et également en médecine. Les utilisations les plus fréquentes en médecine sont en
imagerie et pour I'administration de médicament. Par ailleurs, le LIAB est impliqué dans multiples

projets se rapportant a I'utilisation des nanoparticules en médecine. Plusieurs études provenant
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de cette équipe ont été publiées sur la conception, la biocompatibilité, la stabilité biochimique,

et la cytotoxicité des nanoparticules (87-90).

3.2.1 Propriété antibactérienne des nanoparticules

L'administration d’antibiotique est préconisée lors d’une infection bactérienne. Il existe
deux mécanismes d’action principaux (91). D’abord, il existe des antibiotiques bactériostatiques
quiinhibent la prolifération des bactéries et des antibiotiques bactéricides qui tuent les bactéries.
Les bactéries, par contre, ont des capacités d’adaptation remarquable et peuvent développer des
mécanismes de résistance aux antibiotiques. Lorsque ces microorganismes ne sont plus

susceptibles aux antibiotiques, les soins des patients se compliquent.

La résistance aux antibiotiques se fait en trois grandes étapes (92). Premiérement, les
bactéries vont acquérir des genes de résistance au niveau de leurs chromosomes par transfert
horizontal. Ensuite, elles exprimeront ces génes dont les mécanismes de résistance seront
variables. Les génes peuvent synthétiser des protéines qui favoriseront I'efflux des antibiotiques
hors des bactéries ou qui diminueront I'entrée des médicaments en modifiant le substrat
bactérien sur lequel s’attachent les antibiotiques. Un autre mécanisme est la formation de biofilm
(cf. section 1.4.2.). Finalement, lorsque exposées aux antibiotiques, ces bactéries seront
« sélectionnées »; c’est-a-dire, qu’elles ne seront pas éliminées par les antibiotiques. Ainsi, apres
I’exposition, la population de bactéries restante sera celles ayant eu un génotype leur conférant

la mutation.

Les nanoparticules offrent une nouvelle arme thérapeutique pour contrer le
développement de résistance aux antibiotiques. Elles peuvent empécher des mécanismes de
résistance bactérienne précise. Un autre avantage des nanoparticules est lors de I'administration
de médicaments. Contrairement aux antibiotiques, les nanoparticules peuvent étre ciblés aux
sites d’infection avec moins d’effets néfastes systémiques pour le patient. Nous nous
concentrerons sur les nanoparticules contenant des métaux; plus spécifiguement, les
nanoparticules d’argent et de cuivre. Celles-ci sont étudiées au LIAB pour leur propriétés,

applications et leurs mécanismes d’action (93-96).
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3.2.2. Nanoparticules d’argent (AgNP)

L’élément chimique Argent (Ag) (numéro atomique 47) est un métal noble, c’est-a-dire
résistant a la corrosion. Les propriétés antibactériennes de I'argent sont reconnues depuis
plusieurs siecles (97, 98). Les Grecs et Romains gardaient des piéces d’argent dans les barils de
vins et d’aliments pour prévenir la moisissure. Les premiers colons en Amérique du Nord ont
également utilisé cette technique. Certains historiens présument que ceci serait a I'origine de la
coutume des ustensiles en argent. Dans les années 1800, les médecins, tel le fameux Dr. William
Halstead, se servaient de sutures faites d’argent pour prévenir les infections (99). Dés le début
du 20¢ siécle le nitrate d’argent est également utilisé pour les brilures et les saignements. Le

nitrate d’argent et la sulfadiazine d’argent sont encore utilisés en pratique de nos jours.

Les mécanismes par lesquels I'argent exerce ses effets antibactériens et antifungiques
sont multiples et ne sont pas tous élucidés (92, 97, 100, 101). Voici quelques exemples de ces
mécanismes antimicrobiens. Il est important de noter que les effets sont présents lorsque
I'argent est dissous dans un environnement aqueux (tel que les liquides biologiques) et prend la
forme ionisée de Ag* (102). Le premier mécanisme est via I'inhibition de I’échange de phosphate
et de potassium a la membrane cytoplasmique; ce qui cause une perturbation au niveau de la
force motrice des protons (proton motive force) menant ultimement la mort cellulaire. Au niveau
du noyau, I'Ag* peut se lier aux acides nucléiques de I’ADN et perturber la réplication cellulaire
(figure 5). L'Ag* se lie aussi a certains complexes sur les enzymes et protéines de facon a les
inactiver ou les dénaturer. 1l y a également un impact au niveau de l'intégrité de la membrane
cellulaire et mitochondriale abolissant la synthése d’adénosine triphosphate (énergie de la
cellule). Il existe également un effet de « contagion » par lequel les bactéries mortes servent de

réservoir d’Ag* et peuvent le retransmettre aux bactéries viables.
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Figure 5.— Mécanisme antibactérien des nanoparticules d’argent; relachement des ions d’argent

qui cause la mort cellulaire (figure provenant de Knetsch M et al, 2011)

Une étude a démontré I'efficacité de nanoparticules d’argent pour la guérison de vaginites
causées par le C. albicans et le S. aureus dans un modeéle de souris (103). Ce sont deux microbes

d’intérét dans les infections de prothéses (cf. 1.4.2).

Des dispositifs médicaux avec des revétements de nanoparticules d’argents sont utilisés
chez les humains tels que des cathéters, drains, ainsi que des pansements. Les nanoparticules
d’argent restent imprégnées dans le revétement et relache graduellement les ions Ag* qui
exercent les effets antimicrobiens (102). Beaucoup d’études ont démontré |'activité bactéricide
des nanoparticules d’argent (104, 105). Celles-ci stipulent que les nanoparticules de taille plus
petite que 10 nm étaient plus efficaces que les nanoparticules plus grandes. La forme des
nanoparticules semble aussi avoir un impact; les formes triangulaires étant plus efficaces que les

sphéres ou les batonnets.

La problématique de résistance semble moins inquiétante avec |'utilisation de I'argent
(106). Le mécanisme d’action des antibiotiques n’affecte généralement qu’un processus
antimicrobien. L’établissement de résistance est donc plus facile car I'organisme n’a qu’a
empécher ou contre-carrer une étape. A l'inverse, I’Ag* agit sur plusieurs processus a la fois, ce
qui rend les organismes plus vulnérables. De plus, si I'organisme réussi a développer une
résistance il est moins probable qu’elle soit transférée a d’autres organismes et peut méme étre

perdue.
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Malgré les multiples effets néfastes de I'argent sur les cellules microbiennes, les cellules
humaines semblent épargnées. L’'argent n’est pas considéré comme un oligo-élément; c’est-a-
dire un minéral nécessaire a la vie d’'un organisme. L’argent est tout de méme retrouvé dans les
tissus humains secondairement a I'absorption ou I'exposition environnementale. L'argent est
retrouvé dans les aliments (farine, avoine, lait, viande) et dans I’eau. Un humain peut consommer
jusqu’a 20-80 ug d’argent par jour. Mais il n’en absorbe que 10%; le reste est excrété dans les
selles ou par I'urine (107). Des études ont examiné le métabolisme de I'argent lorsqu’il est exposé
aux cellules de I'épiderme (108, 109). Les ions d’argent absorbés dans les cellules induisent la
synthese de la protéine métallothionéine qui se lie elle-méme a I'argent et forme des complexes
stables, prévenant de possibles effets toxiques. Ses complexes favorisent aussi le recrutement
d’oligo-éléments tel le cuivre et le zinc qui favorisent la guérison des tissus. Grace a ses propriétés
antibactériennes et antifongiques, I’argent est retrouvé dans plusieurs dispositifs médicaux sous
plusieurs formes incluant les nanoparticules et est considéré comme un élément sécuritaire et

non toxique (99).

3.2.3. Nanoparticules de cuivre (CuNP)

Un autre élément d’intérét pour ses propriétés antimicrobiennes est le cuivre (Cu). Celui-
ci est reconnu depuis trés longtemps (110). Dés I'ére de I’Egypte ancienne, 2000AC, le cuivre était
utilisé pour stériliser I'eau et les plaies. Depuis les années 1700, les agriculteurs utilisent le cuivre
pour inhiber les infections fongiques provenant des graines. Pour prévenir la dysenterie, les
soldats japonais placaient des pieces de cuivre dans leur bouteille d’eau lors de la deuxieme
guerre mondiale. En 2008 le « Environnemental Protection Agency » des Etats-Unis a

officiellement déclaré que le cuivre était un métal avec des propriétés antimicrobiennes (111).

Le cuivre est naturellement retrouvé dans le corps humain et sert dans plusieurs fonctions
métaboliques, entre autres, il est un cofacteur dans certaines réactions enzymatiques. Cet
élément joue un role important en immunité. Une carence en cuivre diminue la capacité des
cellules de synthétiser les anticorps et rend le systeme immunitaire vulnérable aux infections

(112).

47



Des chercheurs ont évalué les propriétés des nanoparticules de cuivre (CuNP). Ils ont
conclu que les CuNPs avaient des capacités antibactériennes contre les bactéries Gram négatives
et Gram positives dont le S. aureus (113, 114). D’autres ont démontré que similairement aux
AgNPs, la dimension avait un impact avec I'activité antibactérienne : les CuNPs de plus petites
dimensions (4,8 +/- 1,6 nm) étaient plus efficaces que les nanoparticules plus grandes (7,8 +/-

2,3nm) (115).

D’autres chercheurs ont synthétisé des CuNPs et ont testé leurs activités contre des
souches de Candida albicans (116). Leur expérience visait a calculer la concentration minimale
inhibitrice (CMI) in vitro soit la concentration nécessaire pour inhiber la croissance de la levure.
Ils ont conclu que les CuNPs avaient des propriétés antifongiques supérieures aux AgNPs. Un
autre groupe a confectionné des disques de CuNPs et les ont déposés sur des plaques de cultures
de C. albicans (117). En mesurant la densité optique, ils ont déterminé aussi que les

nanoparticules inhibaient la croissance de cette espece de levure.

Les mécanismes par lesquels le cuivre agit sur les microbes ne sont pas tous élucidés. Le
mécanisme prédominant est la méthode de tuer par contact (« contact killing ») : les ions de
cuivre, Cu?*, sont libérés de la surface de cuivre et détruisent la membrane de I'organisme par
contact direct (118). Le cuivre semble avoir moins d’effet sur le génome que sur la membrane.
Sous condition aérobique, le cuivre peut produire des radicaux libres causant des dommages aux
molécules avoisinantes mais qui ne se répandent pas a cause de leur courte durée de vie (112).
Il existe un autre mécanisme de toxicité du cuivre chez les microbes. Le cuivre compétitionne
avec les autres métaux et remplace le fer dans les groupes Fer-Soufre retrouvés dans certaines

enzymes et les désactive (119). Ceci cause un arrét dans les étapes du métabolisme du microbe.
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Chapitre 4 — Etude : évaluation des prothéses en Nitinol

avec ou sans revétement de nanoparticules d’argent et cuivre

Des collaborateurs internationaux du Tomsk State University en Russie et de Solmont
Technology Wuxi Co en Chine ont fourni au LIAB des échantillons de prothéses a base de Nitinol.
Nous avons considéré trois types de protheses (figure 1). La prothese controle (MC) est
uniguement constituée de Nitinol. Les deux autres prothéses sont également a base de Nitinol
mais avec deux types de revétements différents. La premiére a le revétement KJ501; un mélange
d’une résine rigide a base d’oxide de silicone avec des AgCuNP. La deuxieme a le revétement

KJ103; un mélange d’une résine douce de polymeére avec des AgCuNP.

Figure 6. — Les trois échantillons de prothéses a base de Nitinol. A. Prothese en Nitinol, sans
revétement, la meche controle (MC). B. Prothése en Nitinol avec revétement KJ501. C.

Prothese en Nitinol avec revétement KJ103.

4.1 Objectifs

Les hernies abdominales sont fréquemment diagnostiquées et le traitement est chirurgical
dans la majorité des cas. Lors de I'intervention, une prothese est mise en place pour solidifier la
réparation et diminuer le taux de récidive. L'utilisation de prothése, par contre, peut mener a des

complications telles les infections. Celles-ci sont souvent causées par le S. aureus, S. epidermidis
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et C. albicans. Le Nitinol est un alliage utilisé dans divers domaines médicaux. Les nanoparticules

d’argent et cuivre possédent, entre autres, des propriétés antimicrobiennes.
Hypothése :

Nous postulons que les prothéses de Nitinol seront plus résistantes au développement de

biofilms bactériens et fongiques qu’une prothése commercialisée.
Objectifs :

1) Débuter I'analyse de la surface pour identifier les caractéristiques principales des
prothéses expérimentales.

2) Evaluer la formation de biofilms de S. aureus et S. epidermidis et C. albicans sur une
prothése commercialisée.

3) Evaluer la formation de biofilms de S. aureus et S. epidermidis sur les 3 types de prothéses
en Nitinol.

4) Evaluer la formation de biofilms de C. albicans sur les 3 types de prothéses en Nitinol.

4.2 Surface des prothéses

4.2.1. Analyse de surface des protheses

L’analyse de surface des 3 échantillons de prothéses fut réalisée a I'Ecole Polytechnique
de I'Université de Montréal. La microscopie électronique a balayage (MEB) est utilisée pour
capturer la structure globale des prothéses. L’appellation anglaise de cette technique est
scanning electron microscopy (SEM), un terme fréquemment retrouvé dans la littérature. La MEB
permet de capturer des images de haute résolution de la structure des échantillons : un faisceau
d’électrons émis interagit sur la matiere et génére un rayonnement d’électrons secondaires qui
est interprété par le lecteur (120). L'opérateur/trice peut ensuite modifier I'amplification et
changer le champ de vision pour évaluer I'’ensemble de I’échantillon d’intérét. La MEB est utilisée
pour de nombreuses applications. Les échantillons évalués peuvent étre biologiques ou
synthétiques. Des analyses de surface par MEB de prothéses disponibles sur le marché ont déja

été réalisées (121, 122). La microscopie électronique en transmission (MET, ou TEM pour
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I’'anglais, transmission electron microscopy) est utilisée pour observer des nanoparticules de taille

inférieures a 100 nm.

4.2.1.1. Matériaux et méthodes

L’'instrument utilisé pour I’analyse est le Quattro S Environmental
Scanning Electron Microscope (Thermo Fischer Scientific, Saint Laurent,
Québec) (Figure 2). Les échantillons sont coupés en carré de 1cm par
1cm et déposés sur des supports recouverts d’un ruban adhésif noir. Les

images ont été capturées avec différents degrés d’amplifications.

Figure 7.— Environnemental Scanning Electron Microscope a I'Ecole

Polytechnique de I’'Université de Montréal, photo G. Chartrand.

4.2.1.2. Résultats
Les figures suivantes montrent les images capturées avec la MEB pour la prothéese controle

(figure 3), la prothése KJ 103 (figure 4), et la prothése KJ 501 (figure 5).

Figure 8.— Micrographie électronique a balayage de la meche contréle (MC). A. Amplification a 50x.

B. Amplification a 100x. C. Amplification a 500x.
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Figure 9. — Micrographie électronique a balayage de la méche KJ 103. A. Amplification a 50x. B.

Amplification a 500x. C. Amplification a 1 000x.

Figure 10. — Micrographie électronique a balayage de la meche KJ 501. A. Amplification a 50x. B.
Amplification a 100x. C. Amplification a 500x.

Les images de la MEB montrent des prothéses a mono-filaments, tricotées en « trame ».
Les filaments sont de tailles approximatives de 50 a 75 um. Ce sont des protheses avec des pores
de tailles moyennes; les distances entre les mailles sont approximativement 1 um. Comme toutes
protheéses, les distances sont plus petites aux intersections des filaments. La prothése en Nitinol
seule a une surface qui parait rugueuse. Celles avec revétement, KJ103 et KJ501, sont

d’apparences plus lisses.

En utilisant la technique de MET, nous constatons les tailles et formes des nanoparticules
(Figure 6). Elles sont en moyenne 16,4 £ 9,3 nm avec une distribution de taille entre 5 nm et 50
nm (Figure 6, A). Elles sont de forme ovale, parfois allongées (Figure 6, B). Nous constatons

également des matériaux résiduels de la synthése des nanoparticules.
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Figure 11. — (A) Distribution des AgCuNP, (B) Formes des NPs
4.3. Expériences avec biofilms microbiens

4.3.1. Evaluation des biofilms microbiens sur une prothése commercialisée.

4.3.1.1 Culture de S. aureus, S. epidermidis et C. albicans.

Pour cette expérience, la souche de S. aureus est la « American Type Culture Collection »
(ATCC) 25923 et celle de S. epidermidis est la ATCC12228. Chaque culture bactérienne est
individuellement incubée dans 7ml de bouillon de trypticase soja (TSB) a 37°C pour une nuit, avec

une agitation de 225 révolutions par minutes (RPM).

La souche de C. albicans utilisée est la Sc5314 du ATCC. Cette souche est incubée dans 10
ml de milieu de culture liquide « yeast extract peptone dextrose » (YPD) a 30°C pour une nuit,

avec une agitation de 220 RPM.

4.3.1.2. Dépot d’'inoculum et initiation du biofilm sur protheses
Aprés la période d’incubation, nous mesurons la densité optique (ODsoonm) pour chaque
culture. Pour le C. albicans, le flacon est centrifugé pour séparer le milieu YPD des cellules

fongiques. Suite au retrait du YPD, les cellules sont lavées avec du tampon phosphate saline (PBS).

Nous diluons par un facteur de 50 les culots de cellules microbiennes dans leur milieu

respectif : le TSB pour les bactéries et le RPMI pour la levure. Le YPD est souvent remplacé par le
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RPMI pour mieux représenter la physiologie humaine. Pour ce, 20ul de culture combinée avec
980ul de TSB ou RPMI est mis dans le spectrophotométre (Thermo Scientific™ GENESYS™20) et

1 ml de TSB ou RMPI seul est utilisé comme référence, respectivement.

Etant donné le facteur de dilution de 50, nous multiplions la OD par 50. Puis nous calculons
le volume nécessaire pour une concentration de 0.1 cellules/ml, en utilisant la formule: C;Vi= C¢Vs.
Cette formule nous permet de de déterminer le volume final nécessaire pour une concentration

désirée a départ du volume et de la concentration initiale.

La prothese « Prolene » en polypropyléne de la compagnie Ethicon Inc. (Raritan, New
Jersey, USA) est coupée de facon stérile en plusieurs morceaux de 1,5 x 1 cm et placée dans les
puits d’'une plaque stérile. Une photo par microscopie est réalisée afin d’avoir une image de

prothese stérile comme contréle (figure 7). Puis, nous rajoutons 400ul d’inoculum (figure 8).
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Figure 12.— (A) Prothése en polypropyléne dans I’emballage commercial. (B) Image sous microscopie

de la prothese en polypropyléne stérile, mag 20x.
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Figure 13. — Répartition des protheses en polypropyléne, des bactéries et de la levure par puits sur

les plaques. (A) Prothese et S. aureus, (B) Prothése et S. epidermidis, (C) Prothese et C.

albicans.

Apres une période d’incubation d’'une heure a 37°C sans agitation, les prothéses sont
retournées sur elles-mémes dans les puits puis incubées pour une autre heure, et ce, pour

s’assurer que chaque coté de la prothése soit exposé également aux bactéries ou a la levure.

Les puits des trois plaques, A, B et C, sont ensuite lavés avec 400 pl de PBS. Cette étape
permet d’éliminer toute bactérie et levure n’ayant pas adhérée aux prothéses. Par la suite, les
protheses sont transposées sur de nouvelles plaques, A’, B’ et C’ avec un ajout de 400 pl de TSB
(bactéries) ou RMPI (levure). Du milieu est aussi ajouté dans les puits des plaques initiales, A, B

et C, maintenant sans prothese.

Les 6 plaques (A, B, C et A’ B’ C') sont incubées a 37°C pour 24 heures sur une plaque

oscillante (« slow shaker »).

4.3.1.3. Constat de biofilm au fond des puits et sur les prothéses
Apres la période de 24 heures, les plaques A, B et C, celles ayant eu l'initiation des biofilms
puis retrait de prothéses, furent lavées avec 400 ul de PBS et séchées. La figure 9 montre des

photos par microscopie des biofilms au fond des puits sélectionnés.
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Figure 14.— (A) Fond d’un puit de la plaque A avec biofilm de S. aureus, mag 20x. (B) Fond d’un puit
de la plaque B avec biofilm S. epidermidis, mag 20x. (C) Fond d’un puit de la plaque C avec

biofilm C. albicans, mag 20x.

Les morceaux de prothéses en polypropyléne dans les puits des plaques A’, B’ et C’ furent
également lavés. Les figures 10, 11 et 12 sont des photos par microscopie des protheses au fond

des puits sélectionnés.
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Figure 15.— (A) et (B) Prothése de polypropyléne sur plaque A’ — S. aureus. Mag 20x.
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Figure 17.— (A) et (B) Prothése de polypropyléne sur plaque C'— C. albicans. Mag 20x.

Les images de prothéses ayant été en contact avec les bactéries et levure semblent étre
recouvertes de particules, comparativement a I'image de la protheése stérile (figure 7, (B)). Pour
confirmer que ce sont véritablement les micro-organismes inoculés, nous procédons a

I’expérience suivante.

4.3.1.4. Confirmation de présence de bactéries et levures sur protheses.
Pour évaluer si les particules visibles sur les prothéses sont effectivement des bactéries

et levures, nous réalisons une expérience d’ensemencement sur gélose a départ des prothéses.
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Les étapes sont les suivantes. D’abord, nous retirons deux échantillons de prothéses par
plagues : plague A’ ayant été exposée au S. aureus, plague B’ ayant été exposée au S. epidermidis
et plague C' ayant été exposée au C. albicans. Ces échantillons sont séchés a I'air dans de
nouveaux puits stériles, et nous ajoutons 400 ul d’eau stérile. Avec un grattoir stérile, nous
mettons les particules en suspension dans I'eau. Avec une pipette nous transférons le liquide du
puits sur une gélose. Pour les bactéries, nous utilisons une gélose de trypticase de soja (TSA).
Pour la levure, nous utilisons une gélose de YPD. Nous dispersons uniformément le liquide sur
les géloses. Puis nous les plagons dans un incubateur stable a 37°C pour les bactéries et 30°C

pour la levure pendant 12 heures.

Nous constatons que les géloses ayant été incubés avec le liquide contenant les particules

sur les protheéses sont recouvertes de bactéries et levures, respectivement (figure 13).

f

Figure 18.— (A) Colonies de S. aureus sur TSA. (B) Colonie de S. epidermidis sur TSA. (C) Colonies de
C. albicans sur YPD. (D) TSA contréle. (E) YPD controéle.

59



4.3.2. Evaluation des biofilms bactériens (S. Aureus et S. Epidermidis) sur les

prothéses en Nitinol

4.3.2.1 Culture de S. aureus et S. epidermidis

La souche de S. aureus est la ATCC 25923 et celle de S. epidermidis est la ATCC12228. Les

cultures sont individuellement incubées dans 7ml de bouillon TSB a 37°pour une nuit, avec une

agitation de 225 RPM.

4.3.2.2. Dépot d’'inoculum et initiation du biofilm sur protheses

Apres la période d’incubation, nous mesurons la densité optique pour chaque culture.

Pour ce, 20ul de culture combinée avec 980ul de TSB sont mis dans le spectrophotomeétre

(Thermo Scientific™ GENESYS™20) et 1 ml de TSB seul est utilisé comme référence.

Etant donné le facteur de dilution de 50, nous multiplions la OD par 50. Puis nous calculons

le volume nécessaire pour une concentration de 0.1 cellules/ml, en utilisant la formule : CiVi= C¢Vs.

Les échantillons des trois prothéses a base de Nitinol (contréle, KJ 103, KJ 501) sont coupés

en rectangles d’approximativement 1,5 x 1 cm et déposés dans des puits sur des plaques stériles,

répartis sur trois plaques : A, B, C. Nous ajoutons 400 pl d’inoculum (Figure 14) par puits.
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1O

(A) Plague A : les trois prothéses et S. aureus. (B) Plague B : les trois protheses et S.

epidermidis. (C) Plaque C : plaque contréle — inoculum de bactéries ou milieu seul, sans

protheses.
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Apres une incubation d’une heure a 37°C sans agitation, les prothéses sont retournées sur
elles-mémes dans les puits et remisent pour incubation pour une autre heure, et ce, pour

s’assurer que chaque coté de prothése sera exposé également aux bactéries.

Les puits des trois plaques, A, B et C, sont ensuite lavés avec 400 pl de PBS. Cette étape
élimine toute bactérie n’ayant pas adhérée aux prothéses. Les prothéeses sont transposées sur de
nouvelles plaques, A’ et B’, avec un ajout de 400 ul de TSB. Du bouillon est aussi ajouté dans les

puits des plaques initiales, A, B et C, maintenant sans protheése.

Nous constatons a la microscopie l'initiation des biofilms dans le fond des puits (figure

15).

Figure 20. — Exemple représentatif des puits — coccus visible. Absence
de croissance dans le puits avec TSB seul. (Photo par BioTek

Cytation 5 high content microscope, mag 20x)

Les 5 plaques (A, B, Cet A’ B’) sont incubées a 37°C pour 24 heures sur une plaque oscillante

(« slow shaker »).

4.3.2.3. Constat de biofilm au fond des puits et sur les prothéses
Apreés la période de 24 heures, les plagues A et B, celles ayant eu l'initiation des biofilms
puis retrait de protheses, furent lavées avec 400 pl de PBS et séchées. Les figures 16 et 17 sont

des photos par microscopie des biofilms au fond des puits sélectionnés.
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Figure 21. — Fond de puits de la plaque A —S. aureus. (A) Prothése KJ301. (B) Prothese KJ501. (C)

Prothése Contrdle.

Figure 22. — Fond de puits de la plaque B — S. epidermidis. (A) Prothése KJ301. (B) Prothese KJ501. (C)

[

Prothése Contrdle.

Les échantillons de prothéses dans les puits des plaques A’ et B’ furent également lavés
et transposés sur des plaques séches. Les figures 18 et 19 sont des photos par microscopie des

prothéses au fond des puits sélectionnés.
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Figure 23.— Protheses de la plaque A’ —S. aureus. (A) Prothése KJ301. (B) Prothese KJ501. (C)

Prothése Controle.

A

-

Figure 24. — Prothéses de la plaque B’ — S. epidermidis. (A) Prothése KJ301. (B) Prothése KJ501. (C)

Prothése Controle.

4.3.2.4 Vérification de la présence de bactéries sur prothéses

A premiere vue les protheéses a base de Nitinol exposées aux bactéries semblent lisses.
Par contre, I'opacité du Nitinol comparativement au polypropyléne peut masquer la présence de
bactéries sur les mailles. Ainsi nous réalisons également une expérience d’ensemencement sur

gélose a départ des protheses.

Pour chaque bactérie, S. aureus et S. epidermidis, nous retirons deux échantillons de
prothéses sans revétement, la KJ103, et la KJ501 des puits. Ces échantillons sont séchés a I'air
dans de nouveaux puits stériles, et nous ajoutons 400 pl d’eau stérile. Avec un grattoir stérile,
nous mettons les particules en suspension dans |'’eau. Avec une pipette nous transférons le
liguide du puits sur une gélose TSA. Nous dispersons uniformément le liquide sur les géloses.

Puis nous les plagons dans un incubateur stable a 37°C.

63



Nous constatons que les géloses ayant été incubés avec le liquide provenant des

prothéses en Nitinol sont recouvertes de bactéries (Figure 20).

Prothése Contréle

Figure 25. — Géloses avec présences de colonies bactériennes.

4.3.3. Evaluation des biofilms fongiques (Candida albicans) sur

protheése en Nitinol

4.3.3.1. Culture de C. albicans
La souche de C. albicans utilisée est la SC5314 du ATCC. Cette souche est incubée dans 10

ml de liquide YPD a 30°C pour une nuit, avec une agitation de 220 RPM.

4.3.3.2. Dépot d’inoculum sur protheses
Apreés la période d’incubation, les flacons sont centrifugés pour séparer le liquide YPD des
cellules de C. albicans. Suite au retrait du YPD, les cellules sont lavées avec du PBS. Nous diluons
par un facteur de 50 le culot de cellules dans le milieu RPMI. C’est a dire que 20ul de culture est
combiné avec 980ul de RPMI et mis dans le spectrophotométre (Thermo Scientific™

GENESYS™20) et 1 ml de TSB ou RMPI seul est utilisé comme référence.

Etant donné le facteur de dilution de 50, nous multiplions la OD par 50. Puis nous calculons

le volume nécessaire pour une concentration de 0.1 cellules/ml, en utilisant la formule : CiVi= C¢Vs.
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Puis les échantillons de prothéses a base de Nitinol (contréle, KJ 103, KJ 501) sont coupés
en piéces de 1.5 x 1 cm et mis dans le fond des puits répartis sur 2 plagues stériles A, et B. Nous

rajoutons 400l d’inoculum (figure 21).
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Figure 26. — Répartitions des prothéses a base de Nitinol et levure sur deux plaques, A et B, pour
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Nous incubons les plagues pour une heure a 37 °C sans agitation. Les prothéses sont
ensuite retournées sur elles-mémes et incubées pour une autre heure, et ce, pour s’assurer que

chaque coté de prothése sera exposé également au C. albicans.

Les puits des deux plaques, A et B, sont ensuite lavés avec 400 ul de PBS. Cette étape
permet d’éliminer toute levure n’ayant pas adhéré aux prothéses ou au fond des puits. Puis, les
prothéses sont transposées dans de nouvelles plaques, A’ et B’, avec un ajout de 400 ul de RMPI.
Du milieu est aussi ajouté dans les puits des plaques initiales, A et B, maintenant sans protheése.

Les 4 plaques (A, B et A’ B’) sont incubées a 37°C pour 24 heures.
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4.3.3.3. Constat de biofilm au fond des puits et sur les prothéses
Aprés une période de 24 heures, les plaques A et B, celles ayant eu l'initiation des biofilms
puis retrait de protheses, furent lavées avec 400 pl de PBS et séchées. Les images dans la figure

22 sont des photos par microscopie des biofilms au fond des puits sélectionnés.

2 s

Figure 27. — Biofilms au fond de puits de la plaque A — C. albicans. (A) Prothése KJ301. (B) Prothese
KJ501. (C) Prothese Controle.

Les échantillons dans les puits des plaques A’ et B’ furent également lavés et transposés
sur des plaques séches. Les images dans la figure 23 sont des photos par microscopie des

prothéses au fond des puits sélectionnés.

Figure 28. — Protheéses de la plaque A’ — C. albicans. (A) Prothése KJ301. (B) Prothése KI501. (C)

Prothése Controle.
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4.3.3.4. Vérification de la présence de levures sur prothéses
Tel que dans I'expérience avec les bactéries, les prothéses a base de Nitinol exposées aux
levures semblent lisses, comparativement aux prothéses en polypropyléne. Nous réalisons

également une expérience d’ensemencement sur gélose a départ des protheses.

Nous retirons deux échantillons de prothéses sans revétement, la KJ103, et la KJ501 des
puits, ayant été exposés au C. albicans. Ces échantillons sont séchés a I’air dans de nouveaux
puits stériles. Apres I'ajout de 400 ul d’eau stérile, nous mettons les particules en suspension
dans I'eau avec un grattoir stérile. Avec une pipette nous transférons le liquide du puits sur une
gélose YPD. Nous dispersons uniformément le liquide sur les géloses. Puis nous les plagons dans

un incubateur stable a 30°C.

Nous constatons la présence de levure sur les géloses ayant été incubés avec le liquide

provenant des prothéses en Nitinol (Figure 24).

N

Controle Prothése Contréle

Figure 29. — Géloses avec présences de colonies C. albicans.
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Chapitre 5 — Discussions et conclusions

5.1 Récapitulatif : Hernies abdominales et protheses

Le diagnostic de hernie abdominale est fréquemment rencontré en chirurgie. Les hernies
peuvent étre congénitales ou iatrogéniques et elles peuvent se situer sur plusieurs régions de
I'abdomen. En raison des changements anatomiques et de la douleur, les hernies abdominales
entrainent parfois des perturbations motrices et posturales chez les patients (123). Elles ont
également un impact au niveau psychologique, tel que la détresse émotionnelle ou une image

négative de soi-méme (124).

Outre certaines situations particuliéres, la prise en charge des hernies abdominales est
principalement chirurgicale. Dans la majorité des interventions, une prothése permanente est
installée pour éviter les récidives. Il existe quelques matériaux approuvés par Santé Canada,
notamment, le polypropyléne. Sans l'installation de prothéses lors d’une cure de hernie, le taux
de récidive serait tres élevé (ce nombre varie selon le type de hernie, et des facteurs relatifs au

chirurgien et au patient).

Toute chirurgie comporte un risque de complication. Dans le cas d’une cure de hernie, un
des incidents le plus redouté est I'infection de la prothése. Les micro-organismes habituellement
retrouvés sont bactériens le S. aureus et le S. epidermidis. La levure, C. albicans, est plus rarement
la cause de l'infection mais est tres difficile a traiter. Plusieurs stratégies peuvent étre utilisées
pour minimiser les contaminations (22). D’abord, une attention particuliére est mise sur les
fomites potentiels présents en salle d’opération. Des facteurs modifiables des patients peuvent
étre également optimisés en préopératoire, tel que la perte de poids, la consommation de tabac
et le controle du diabéte. Le corps humain est muni d’un systéme immunitaire qui a pour role de
rechercher, identifier et neutraliser rapidement les micro-organismes nocifs qui circulent.
Malheureusement, lorsque les microbes sont en contact avec un corps étranger, tel une prothése,

ils peuvent échapper au systeme immunitaire en formant un biofilm.



Il existe dans la littérature plus de 2,000 publications sur le sujet d’infection de prothéses
herniaires. Ces publications visent multiples aspects de cette problématique, c’est a dire;
I'incidence, la pathophysiologie, les organismes responsables et les approches thérapeutiques. Il
y a également plusieurs articles ayant un optique plus expérimental pour prévenir les infections.
Nombreux groupes ont tenté de modifier les parametres des protheses a la recherche d’une
solution aux infections, incluant le rajout de revétement sur les mailles. Un adage commun en
chirurgie est que lorsqu’on retrouve autant de recherche sur un sujet, c’est qu’il est considéré
comme important mais qu’il n’existe pas encore de solution optimale. Considérant le volume
considérable de cure de hernie réalisées, méme un faible pourcentage d’infection de prothése
affecte non seulement la santé de plusieurs patients mais ajoute un co(t important sur le systeme

de santé.

Il est donc pertinent de rechercher un matériel pour créer des prothéses herniaires
sécuritaires et efficaces et ayant des propriétés antimicrobiennes. Le Nitinol (NiTi) est un alliage
de Nickel (Ni) et Titane (Ti). Il fut introduit dans le domaine de la médecine depuis les années
1980 et est maintenant retrouvé sous plusieurs formes. Ce matériel unique est biocompatible,
montre une absence de corrosion et a des propriétés de superplasticité. Les nanoparticules (NP)
sont des matériaux avec des dimensions entre 1 et 100 nanométres. Egalement utilisées en

médecine, les nanoparticules d’argent et cuivre possédent des attributs antimicrobiens.

5.2 Sommaire des résultats

5.2.1. Protheses évaluées
L’objectif principal de notre étude préliminaire était d’évaluer les propriétés antimicrobiennes
de trois prothéses a base de Nitinol. Ces échantillons provenaient de collaborateurs du Tomsk
State University en Russie et de Solmont Technology Wuxi Co en Chine. La prothése contréle
(MC) est constituée de Nitinol seul. Les deux autres prothéses sont également a base de Nitinol
mais avec deux types de revétements. La premiere a le revétement KJ501, un mélange d’une
résine rigide a base d’oxide de silicone avec des AgCuNP. La deuxiéme avec un revétement est

KJ103, un mélange d’une résine douce de polymére avec des AgCuNP. L’expérience a également

70



été réalisée sur la prothése PROLENE de la compagnie Ethicon, a base de polypropyléne, une

prothése approuvée par Santé Canada et disponible sur le marché.

5.2.2. PROLENE

Des images sont capturées par microscopie d’'une prothése en polypropyléne stérile.
L'apparence des mailles est lisse et translucide. La prothese de polypropyléne fut coupée en
plusieurs échantillons et exposée au S. aureus, S. epidermidis, et C. albicans. Apreés une période
permettant l'initiation d’'un biofilm, les morceaux de prothéses ont été transposés dans de
nouveaux puits avec les microorganismes ayant potentiellement adhérés a la prothése. Aprés 24
heures d’incubation, les prothéses sont séchées et examinées par microscopie. Les mailles
exposées aux bactéries ont maintenant une apparence granulaire. D’innombrables particules
sphériques semblent étre accolées aux prothéses. Les mailles exposées au C. albicans semblent

également avoir des impuretés, certaines d’allures pédonculées.

Avec une technique stérile, les prothéses sont grattées dans de |'eau stérile pour mettre
en suspension les probables micro-organismes. Des plaques de géloses sont inoculées avec ce
liguide et incubées. Les géloses démontrent alors un tapissage de colonies de bactéries et

levure.

5.2.3. Nitinol

L’expérience est reprise pour les protheses expérimentales. Chaque prothése a base de
Nitinol, c’est a dire, la MC, la KJ103 et la KJ501, furent coupées en échantillons et ceux-ci furent
individuellement exposés au S. aureus, S. epidermidis, et C. albicans. Pareillement aux
échantillons de polypropyléne, les échantillons de cette expérience sont transposés apreés la
période d’initiation dans de nouveaux puits stériles. Apres un 24 heures d’incubation, les
prothéses sont examinées sous microscopie. Etant un alliage de deux métaux, le Nitinol est
opaque et malgré la magnification par microscopie, il est difficile de visualiser la surface des

mailles. Toutefois, il ne semble pas y avoir d’amas visibles sur les rebords.

Les échantillons sont alors grattés dans de I'eau stérile et ce liquide est déposé sur des

plagues de géloses de TSA pour les bactéries et de YPD pour le C. albicans. Aprés 24 heures, des
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colonies sont visibles sur les géloses. Ce résultat indique que les prothéses a base de Nitinol sont
susceptibles aux bactéries et levures, comme les protheses en polypropyléne. Par contre, lorsque
I'on compare les plaques de gélose, nous constatons qu’il semble avoir moins de colonies sur les
géloses des prothéses a base de Nitinol, comparativement aux prothéses en polypropylene. De
plus, il semble y avoir une différence parmi les prothéses expérimentale : la KJ501 est recouverte

de moins de colonies, comparativement a la KJ103 et la MC.

5.2.4. Conclusions et trouvailles additionnelles

L'objectif de notre étude préliminaire était I'évaluation des propriétés antimicrobiennes
de prothese a base de Nitinol. |l y avait trois prothéses expérimentales: une a base de Nitinol
seul, une a base de Nitinol avec un revétement souple de nanoparticules d’AgCu et une a base de
Nitinol avec un revétement rigide de nanoparticules d’AgCu. Une prothése en polypropylene déja
commercialisée a également été testé. Les trois micro-organismes étudiés étaient le S. aureus, S.
epidermidis et le C. albicans. La concentration de cellules microbiennes fut standardisée ainsi que
la taille des protheses par échantillon. Suite a une période d’incubation, les micro-organismes
étaient visibles a la microscopie sur les mailles des prothéses en polypropyléne mais pas sur celles
en Nitinol. Pour approfondir cette observation, nous avons vérifié s’il était possible de refaire des
colonies a partir des échantillons de prothéses des plaques de gélose. Cette derniére étape a
démontré que des biofilms s’étaient formés sur toutes les prothéses. Néanmoins, il semble avoir
moins de colonies sur les géloses provenant des prothéses a base de Nitinol, comparativement a
celle en polypropylene. Parmi les prothéses en Nitinol, il y a un gradient avec la KJ501 ayant
moins de colonies, comparativement a la KJ103 et la MC. Donc les prothéses en Nitinol, en
particulier avec revétement de nanoparticules d’AgCu, semblent étre plus résistantes aux biofilms

microbiens.

Lors d’une procédure chirurgicale, les protheses doivent étre manipulées par le chirurgien
pour s’assurer du bon positionnement. Ainsi, une prothése doit avoir une certaine rigidité. Lors
des expériences, nous avons remarqué que certaines protheses expérimentales étaient plutot

souples, pliantes et parfois difficile a manipuler. Le revétement rigide de la prothése KJ501 a
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facilité les expériences. Ceci doit étre pris en compte lors d’'une conception de protheses

herniaires.

5.3 Limites et prochaines étapes

L’examen d’un nouveau produit de santé est complexe et doit étre fait rigoureusement.
Notre prothése expérimentale a base de Nitinol posséde des caractéristiques théoriques
intéressantes et il faut maintenant vérifier si elles sont valides en clinique. Ce document présente
une premiere étape dans le volet d’évaluation biologique de la prothése. Les manipulations
décrites dans ce mémoire possédent certaines limites. Chaque plaque contient plusieurs puits et
les mémes combinaisons d’éléments (prothese, microbe) furent ajouté par rangée pour
augmenter le nombre de réplicas. Par contre, le nombre de réplicas par expérience demeure
restreint. Pour augmenter la validité interne, il serait idéal d’avoir plus de quatre réplicas pour
chaque prothése exposée aux microbes. En augmentant le nombre de réplicas, il y aurait
également plus de géloses finales a comparer pour confirmer que les résultats observés sont bien
réels. De plus, les trouvailles des expériences sont principalement qualitatives. Ceci est
encouragement pour I'existence propriétés antimicrobiennes des prothéses en Nitinol revétis de
nanoparticules mais il est nécessaire de comparer de fagon quantitative pour déterminer s'il

existe vraiment une différence significative entre ces prothéses et celle en polypropyléene.

La prochaine étape serait de faire un décompte des cellules des staphylocoques et de C.
albicans sur les mailles pour comparer quantitativement les différentes prothéses, et vérifier que
la prothese KJ501 est statistiquement moins propices aux biofilms microbiens que la prothése de
polypropyléne. |l existe quelques méthodes pour faire cela incluant des tests colorimétriques, tel
qgue le XTT ou le « Crystal Violet » (125, 126). Une autre méthode reconnue dans les études
d’adhésion bactérienne sur des surfaces est le décompte par microscopie électronique a balayage
(MEB)(127, 128). Cette technique permet de capturer des images magnifiées plus de mille fois
pour examiner a haute résolution la surface d’échantillons. Un groupe de chercheurs a utilisé
cette méthode pour comparer I'adhésion bactérienne du S. aureus et S. epidermidis sur huit

prothéses présentement disponibles sur le marché (129).
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Suite a cette étape, il faudra évaluer les autres aspects des prothéses, par exemple, en
réalisant des études de toxicité cellulaire et d’inertie chimique. Dans le cas de prothése pour
hernie, il faut non seulement que le produit soit biocompatible mais il doit également posséder
des attributs biomécaniques pour renforcer la paroi. Entre autres, il faudra évaluer la force
tensile, I'élasticité et la résistance a la déchirure (130). Ultimement, tout nouveau produit
médical doit étre approuvé par Santé Canada avant d’étre offert aux patients. Ce processus

d’évaluation minutieuse est nécessaire afin de traiter les patients de facon optimale.
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