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RESUME

INTRODUCTION. La guérison rapide des sites donneurs des greffes cutanées
favorise la survie des victimes de brullires graves (>50 % de superficie brilée). La
mortalité élevée de ces patients est attribuable au fait que la superficie des brilures
excede celle de la peau saine. Des cultures épithéliales autologues (CEA) sont des
feuillets de kératinocytes produits en culture a partir de la peau du patient. Cette étude a

évalué ’effet des CEA sur I'épithélialisation des sites donneurs chez les grands brilés.

METHODES. Tous les patients recevant des CEA ont été prospectivement
inclus. Les plaies des sites donneurs ont été recouvertes de CEA, sauf pour une région
contrdle randomisée de 7 x 7 cm. Des biopsies faites sur la greffe de peau ont permis de
contrdler la profondeur des plaies sur les sites donneurs. Il y avait deux types de
contrdles, avec gaze non adhérente trempée dans le milieu de culture ou dans le salin.
L’épithélialisation était quantifiée globalement (% d’épithélialisation par photographie)
et histologiquement (par biopsie au poingon) a simple insu. La guérison des zones de

controle et CEA était comparée par analyse de variance et par le test de Student.

RESULTATS. Entre 2008 et 2009, 6 patients furent recrutés avec un total de 11
sites donneurs. Ces patients avaient en moyenne 43.5 ans, 56 % de superficie brilée,
45% de brllure pleine épaisseur, 66% avaient une brllure d’inhalation, 75 jours de
s¢jour. Il n’y a aucune corrélation entre le pourcentage d’épithélialisation et 1’épaisseur
du prélevement des greffes (Pearson 0.19). Le score photographique est
significativement influencé par le traitement (CEA vs Controle; p = 0,039) et par le jour

postopératoire (p < 0,001). Le temps moyen pour atteindre un score photographique de
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guérison pour les zones contrdles fut de 10.2 jours contre 8.6 jours pour le CEA
(p=0,021). A I’évaluation histologique, les sites donneurs traités par le milieu de

culture ont évolué aussi favorablement que ceux traités par des feuillets de CEA.

CONCLUSION. L’utilisation de CEA sur les sites donneurs semble accélérer
leur épithélialisation chez les victimes de briilures graves. Cet effet est probablement le
résultat d’une stimulation de la réépithélialisation innée de la plaie, plutét que par une

adhérence des feuillets de kératinocytes cultivés a la surface de la plaie.

MOTS CLES :
Brilures
Chirurgie
Greffes cutanées
Sites donneurs

Cultures Epitheliales Autologues



ABSTRACT

RATIONALE: Prompt healing of split thickness skin graft donor sites is
primordial to the survival of severely burned patients. Increased mortality of patients
with >50 % TBSA is attributable to the limited availability of donor sites. This study
evaluated the effect of Cultured Epithelial Autograft (CEA) application on skin graft

donor site healing.

METHODS: All burn patients receiving CEA were prospectively included.
Donor site wounds were covered with CEA except a randomly designated 7x7 cm
control region. Autograft biopsies were taken to document graft harvest thickness. One
half of the controls were covered with non-adherent gauze soaked in the culture media
and the other controls only received a non-adherent gauze dressing. Epithelialization
was objectively evaluated by scoring blinded photographs with an analogue scale. Punch
biopsies of the donor sites were evaluated histologically. Repeated measures ANOVA

and T-test were used.

RESULTS: Between 2008 and 2009, 6 patients were enrolled for a total of 11
donor sites. The patients averaged 43.5 years, 56 % TBSA, 45 % FT-TBSA, 66 % had
inhalation injury and mean length of stay was 75 days. As expected, dermatome settings
and autograft thickness measured by microscope did not correlate (Pearson 0.19). There
was no correlation between the percentage of epithelialization of the punch biopsies of
the donor sites and the thickness of the harvest. Photographic score was significantly
influenced by its treatment CEA vs Control (p=0.039) and by postoperative day

(p<0.001). Mean time to healing was 8.6 days for CEA compared to 10.2 days for
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controls (p=0.021). Infection was noted on only one donor site. On histologic analysis,
the control sites dressed with gauze soaked in the culture media healed as nicely and

promptly as the CEA sheet treated region.

CONCLUSION: Use of CEA on donor sites appears to stimulate
epithelialization. This effect is probably mediated by stimulation of local wound healing

processes rather than by engraftment of keratinocytes from the CEA sheets.

KEY WORDS :

Burns

Surgery

Skin Grafts

Donor Sites

Cultured Epithelial Autografts
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Introduction

1. Contexte épidémiologique des brilures graves

Selon le National Burn Repository [1], une base de données regroupant les
centres de grands briillés des Etats-Unis et du Canada, il y a eu 126 000 admissions pour
brilures entre 1995 et 2005. 62 % de ces visites étaient pour des brilures de moins de
10 % de surface corporelle (% TBSA). Au Canada seulement, 235 personnes sont
mortes par le feu en 2004 par rapport a 644 en 1979 [2]. Les blessures par inhalation
sont la plus grande cause de mortalit¢ chez les victimes de brilures. Il faut ensuite
ajouter la défaillance d’organes multiple et le sepsis [1]. Les raisons pour ce déclin en
mortalité sont une meilleure prévention et une meilleure prise en charge des victimes.
Notons les changements suivants : excision précoce des escarres [3-5], le traitement par
greffes de peau, la supplémentation nutritionnelle agressive et 1’introduction de

nouvelles technologies.

Plusieurs facteurs augmentant le risque de blessure par brillure ont été identifiés
dans des études épidémiologiques dont [6]: I’ethnicité (non caucasien), revenue socio-
¢conomique faible, famille de grande taille, famille monoparentale, I’analphabétisme,
niveau de scolarité maternel, le chdmage, conditions de vie inférieures aux normes, étre
locataire, ne pas posséder de téléphone et la promiscuité. Le niveau d’acces a la sécurité,
la capacité d’éviter les risques et finalement un accés aux soins variable peuvent rendre
les blessures par brilures plus ou moins fréquentes dans des sous groupes de la
population [7]. La mortalité dépend de trois facteurs de risque principaux soit 1’age, le %

TBSA et la présence d’une blessure d’inhalation[8].



Au-dela de la mortalité, les brillures sont une source de morbidité importante.
Avec la diminution de la mortalit¢ méme pour les brilures séveres, est apparu un besoin
de trouver d’autres marqueurs de succes plus nuancés [9]. Différentes échelles de qualité
de vie ont été adaptées pour les victimes de brilures. Le Burn Specific Health Scale [10]
développé en 1982 a permis une évaluation a plus long terme des résultats des patients.
Ce questionnaire a été¢ amélioré depuis avec I’introduction d’une version abrégée de 40
questions dans neuf échelles : habiletés simples, fonction des mains, travail, sensibilité a
la chaleur, traitements, affect, image corporelle, relations interpersonnelles et sexualité
[11]. Une association de plus en plus forte entre la qualité des traitements pendant
I’hospitalisation et les résultats pour les patients a long terme est acceptée et influence
les traitements aigus. Par exemple, la douleur ressentie pendant I’hospitalisation prédit
les répercussions psychologiques [12]. Ainsi, le programme de réhabilitation est débuté
trés tot apres 1’admission des patients. Malgré la sévérité de leur blessure, la majorité des
individus réussissent & mener une vie heureuse et productive lors d’étude de suivi au

long a long terme [13].

2.  Guérison des plaies chez les grands briilés

2.1 Physiologie de guérison des briilures, des sites donneurs et des greffes de
peau

Afin de placer le contexte du projet, un bref rappel des phases de guérison de
plaies, la classification des brllures, le mécanisme de guérison des brilures, et la

physiologie des brlilures seront présentées.



Etapes de guérison

Phase inflammatoire. La premiére étape de la guérison d’une plaie est la mise en

marche d’une cassade inflammatoire ayant pour but d’amorcer la guérison. Les
plaquettes, qui sont les premicres a faire leur apparition, relachent des cytokines et des
facteurs de croissance. Les enzymes COXI1 et COX2 sont activées a I’intérieur des
plaquettes et de I’endothélium produisant des prostaglandines médiateurs de
chemotaxisme. Les neutrophiles jouent par la suite un rdle antibactérien par le biais de
leurs enzymes protéolytiques. Apres environ 48 h, les macrophages sont la lignée
dominante dans la plaie. Le role des macrophages est double : nettoyage de la plaie via
la phagocytose des bactéries et débris cellulaires et stimulation des fibroblastes (via
PDGF et TGF-Beta) et des cellules épithéliales (via EGF) [14]. Si la phase
d’inflammation est prolongée au-dela d’un certain seuil, la guérison est retardée. La
migration et la prolifération cellulaire sont amoindries; un arrét de la guérison en résulte
¢ventuellement. Avec un prolongement marqué de I’inflammation, la composition de la
matrice extracellulaire change et on peut déceler des zones de nécrose [15]. Les patients
brilés présentent un tableau inflammatoire systémique médié par des cytokines, incluant
le TNF-alpha, provoquant une consommation des plaquettes, une vasoconstriction
périphérique et une immunosuppression qui affecte le potentiel de guérison des

plaies[14].

Phase proliférative. Les fibroblastes maintenant activés produisent les

fibronectines et protéoglycans qui forment la matrice extracellulaire. Les kératinocytes

sont stimulés a se multiplier surtout par KGF-2 a partir de la périphérie afin de recouvrir



la plaie. Les fibroblastes présents dans la plaie et stimulés par TGF-Beta se différencient
en myofibroblastes permettant ainsi la contraction de la plaie. D’autres fibroblastes
migrent de la région périphérique et produisent du collagéne [14]. Lorsque préservés par
le traumatisme, les follicules pileux sont un réservoir important de cellules souches
contribuant a prolifération de kératinocytes et accélérant le processus de

réépithelalisation.

Phase maturation. Une fois la réépithalialisation complétée en une couche

continue, normalement vers le 8° jour, la phase de maturation et remodelage débute.
Cette phase peut se poursuivre pendant prés d’un an et consiste en la réorganisation des
fibres de collagene et d’¢lastine. Lors de la phase proliférative, le collagéne et la matrice
sont orientés aléatoirement. La maturation de la cicatrice passe par la réorganisation du
collagéne. Par le biais de métalloprotéinases, 1’ancien collagéne est remplacé par des
fibrilles plus épaisses et mieux orientées. Le collagene de la cicatrice ne retrouvera
jamais la méme structure et la méme force tensile que la peau normale [14, 16]. Plus la
phase proliférative est longue plus il y a recrutement de fibroblastes activés par les
facteurs de croissance. Ces fibroblastes activés sont incapables de dégrader le collagene,
¢tape nécessaire a la maturation, ouvrant la voie aux cicatrices hypertrophiques et aux

chéloides [17].

Classification des briilures
La classification des briilures est basée sur la profondeur et 1’étendue de ’atteinte
cutanée. Cette classification est utile car elle aide a conceptualiser la physiologie de la

guérison de I’'insulte et a déterminer le traitement approprié pour la brilure [18].



Plusieurs méthodes d’évaluation des brilures sont décrites, la plus répandue étant
I’évaluation clinique [18]. Il faut noter que la technologie pour I’imageur laser Doppler
s’améliore constamment depuis 1975. Son usage comme adjoint a 1’évaluation clinique

ne saurait tarder puisque sa validité ne cesser de s’améliorer [19].

Tableau I
Classification des brilures

Mécanisme de

Degré Signes Structures atteintes .
guérison
17 degré Erythéme Epiderme sans Epidermolyse et
atteinte de la régénération de
couche basale kératinocytes
2° degré Phlycténes, Epiderme jusqu’au  Migration de
superficiel peau rouge derme papillaire kératinocytes a partir
humide, des appendices
bon pouls cutanées.
capillaire Durée 2-3 semaines
2° degré Phlycténes, Epiderme jusqu’au  Migration de
profond peau rosée et derme réticulaire kératinocytes a partir
blanche, des appendices
pouls capillaire cutanées et
lent ou absent contraction.
Durée >3 semaines
3¢ degré Anesthésie, aspect  Toutes les couches ~ Guérit par

de cuir, vaisseaux  de la peau contraction sur
thrombosés, plusieurs semaines
aucune

vascularisation

Mécanisme de guérison des brilures
Selon la surface et la profondeur de I’atteinte, le mécanisme de réparation de la
brilure variera entre une réépithélialisation et une guérison par cicatrisation. Pour les

brilures superficielles, ¢’est-a-dire du 1% degré, la guérison s’effectue simplement par la



différentiation de kératinocytes a partir de la couche basale. Cette différentiation est un
processus normal du cycle de vie des kératinocytes. En quatre jours, ce processus est
complété et ne nécessite aucun traitement sauf des crémes hydratantes. Pour les brilures
du 2° degré et pour les sites donneurs de greffes de peau, il existe un important réservoir
sous-cutané de cellules souches dans les follicules pileux ayant un grand potentiel de
multiplication [20]. La vitesse de réépithélialisation sera plus rapide si le nombre de
sources de kératinocytes est élevé et si la distance entre elles est courte, comme par
exemple les zones hirsutes. Les brilures du 3° degré s’étendent au-dela de la membrane
basale et du derme; ainsi il n’y a aucune cellule épithéliale localement disponible pour la
guérison. Ces blessures guérissent par migration et prolifération des cellules a partir de
la périphérie selon le modele classique de guérison des plaies, ainsi que par contraction
de la plaie [21]. Ces plaies peuvent prendre des mois pour guérir spontanément. Les
patients ayant de grandes surfaces atteintes sont ainsi a haut risque de mortalité par
infection. Plus les surfaces briilées sont importantes, plus la phase inflammatoire sera

longue et plus la cicatrice sera mauvaise [22, 23].

Physiologie des greffes de peau

Les greffes de peau sont essentiellement une transplantation, car la peau est
séparée de son apport vasculaire et doit le recréer dans son nouveau site. Ce phénomene
est appelé graft take en anglais. Les greffes de peau d’épaisseurs partielles varient de
0,20 a 0,45 mm. Ces greffes comprennent tout I’épiderme et une épaisseur variable de
derme. En contrepartie, les greffes de pleine épaisseur comprennent tout 1’épiderme et le
derme. Les greffes cutanées furent popularisées par des chirurgiens au début du siccle

dernier [24-27]. La peau est prélevée a I’aide d’un dermatome mécanique, puis apposée



et fixée sur une plaie propre et fraichement débridée. Un pansement compressif est
ensuite laissé en place. Les phases classiques a la revascularisation d’une greffe sont :
I’imbibition, I’inosculation, la néovascularisation et la maturation. Lorsqu’un greffon est
déposé sur le site hote, les capillaires dermiques s’imbibent passivement du sérum
présent localement pour les 24 premiéres heures. A 48 heures, les capillaires du greffon
sont vascularisés par I’inosculation entre les capillaires du greffon et du lit receveur qui
s’alignent [28]. Dés 48 heures, il y a création d’un nouveau réseau capillaire provenant
de la plaie vers I'intérieur de la greffe [29]. Cette néovascularisation permet la prise de
la greffe et la microcirculation est rétablie vers le Se jour [30]. La derniére étape est la
maturation par contraction, effectuée par les myofibroblastes déja présents dans la plaie
[31]. Les sites donneurs guérissent par réépithélialisation tel que précédemment décrit

puisqu’une épaisseur de derme et ses follicules pileux sont laissés en place [31].



2.2 Bréve revue des effets systémiques d’une briilure grave

Au-dela de la blessure cutanée, les brilures graves entrainent des changements
physiologiques importants. Tous les systémes et organes sont atteints. La figure ci-
dessous I’illustre bien. Plusieurs études démontrent que le meilleur traitement pour la
réaction systémique post-brilure est le débridement et la couverture précoce des plaies
[3, 23]. Les principaux changements physiologiques seront résumés et présentés.

Figure 1. Effets systémiques des brllures

Cardiovasculaire
Respiratoire Contracti‘lité ‘
Bronchoconstriction myocardique réduite
—
Syndrome de détresse = v e
respiratoire de I’adulte —__ 1e el:m’eablllte Sy plleve
~ ¢ altérée
"\\ .
T~
Métabolique = !
’ . T \
Me¢étabolisme basal accru L
¥ 7 Vasoconstriction
i périphérique et
Immunologique ] y /,/ splanchnique
Réponse immunitaire /
affaiblie

Altération de la perméabilité membranaire
Les changements de perméabilité des membranes capillaires seraient la cause du
choc initial post brilure, tel qu’étudié et décrit depuis plusieurs années [32]. Le flux de

fluide vers I’interstice est engendré par trois phénomenes principaux : une diminution de



la pression interstitielle, une diminution soudaine de la perméabilité membranaire aux
protéines et un débalancement des forces oncotique et hydrostatique secondaires [33]. 1l
en résulte un cedéme interstitiel important et diffus, causant une diminution du volume
sanguin circulant et une hypoperfusion systémique, ce qui mandate une réanimation
liquidienne agressive chez les grievement brilés. L’administration thérapeutique de
grand volume liquidien n’est pas sans risque. En effet, jusqu'a 50 % de 1’cedéme se
retrouve dans I’interstice de surfaces non briilées, ce qui peut entrainer un syndrome du
compartiment, par exemple des membres et de ’abdomen. Celui-ci causé par un cedeme
marqué de I’intestin qui est comprimé par la surface abdominale non extensible [34].
Dés I’admission, des escarrotomies sont faites pour décomprimer les escarres
circonférentiels des membres et du tronc avant leur évolution vers un syndrome de

compartiment.

Effets cardiodepresseurs

Des effets cardiodépresseurs directs lors de la blessure sont une cause
supplémentaire du choc chez les grands briilés [35]. Plusieurs médiateurs précoces sont
impliqués dont « p38 mitogen-activated protein kinase » et « nuclear factor kappa B ».
Ces médiateurs induisent la sécrétion de TNF-alpha et cause une dysfonction
myocardique post-brilure. [36] Par contre la découverte de médiateurs tardifs de
I’insulte cardiaque tels high mobility group box 1 (HMGB1) and macrophage migration
inhibitory factor (MIF)[37] ouvre la porte vers de nouvelles avenues thérapeutiques du
choc [38]. Par contre, dans la pratique courante, seule la réanimation liquidienne est

utilisée pour contrer la dépression myocardique [39].
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Hypermétabolisme

Une brilure est un traumatisme intense pour la physiologie humaine qui
enclenche une série de mécanismes compensateurs. Un état dit hyperdynamique
augmente le métabolisme de base proportionnellement a la sévérité de la brilure. [40-
43] L’hypothalamus augmente le point de normothermie [44]. Cet état de stress induit
un état de catabolisme, avec un perte nette de protéines [42]. Cette perte de protéines est
exacerbée par une résistance périphérique a I’insuline, effet diminué par I’administration
exogene d’insuline et de metformin [45-49]. Des études sur 1’oxandrolone, un analogue
synthétique de la testostérone, démontre une réduction du catabolisme et une

réhabilitation plus rapide [15, 50-52].

Réponse immunologique

Les briillures graves sont souvent compliquées d’infections et de sepsis. L’insulte
physiologique est telle que de multiples cytokines et médiateurs pro-inflammatoires sont
relachés dans la circulation. Une fois la phase aigué passée, ce sont les médiateurs anti-
inflammatoires qui sont dominants, entrainant alors un état d’immunosuppression. Il est
clair que la barriere physique est atteinte par la blessure cutanée. La fonction des
phagocytes, des neutrophiles et des lymphocytes est également altérée. Le patient est
alors plus vulnérable aux infections opportunistes. Comme traitement, le retrait du
stimulus inflammatoire par D’excision des escarres permet une récupération de
I’immunocompétence et la prévention du sepsis [53]. La nutrition entérale précoce a été
démontrée efficace pour lutter contre le sepsis causé par des entérobactéries [54].
L’immunomodulation par supplémentation entérale de glutamate est une autre

intervention facile et souhaitable [55].
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2.3 Traitement chirurgical des briilures

Le changement important depuis I’introduction de la réanimation chez la prise en
charge des grands briilés est 1’excision rapide des brilures [4]. Le débridement des tissus
dévitalisés et la couverture hative des brilures améliore la survie, diminue les infections
et raccourci le temps d’hospitalisation [3-5]. Autrefois, les briillures étaient laissées en
place jusqu’a ce que les bactéries provoquent une séparation de ’escarre et les surfaces
greffées une fois recouvertes de tissus de granulation. Ce processus prenait des mois et
les patients soufraient de complications systémiques et d’un taux d’échec élevé de prise

de greffe.

De nos jours, il est accepté que le facteur primordial pour le développement de
cicatrices hypertrophiques est le délai de traitement, surtout aprés 21 jours [22]. Le défi
pour le chirurgien est de déterminer quelles brhlures vont se réépithélialiser
spontanément et lesquelles vont nécessiter une intervention chirurgicale pour favoriser la
guérison. Cette tache est compliquée par le processus dynamique des brilures, divisé
conceptuellement en 3 zones d’hyperémie, de stase et de coagulation. Il est cliniquement
plus facile d’identifier les brulures superficielles du 1% degré et les trés profondes du 3°.
La difficulté réside dans la prise en charges de brilures dites intermédiaires. L’étalon
standard actuel est 1I’évaluation par un chirurgien expérimenté dans la prise en charge
des briilures mais le taux de validité rapporté dans la littérature n’est qu’entre 50-70%
[56]. Les outils complémentaires a [’évaluation clinique des brilures sont en

développement mais pas encore au point [18]. Il est donc courant de nos jours
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d’observer de facon serrée les briillures intermédiaires jusqu’au jour 7 & 10 post brilure

avant de se prononcer sur un traitement chirurgical.

Une fois déterminées les brilures a opérer, 1’¢élaboration d’une stratégie
personnalisée débute. La planification inclut le nombre de chirurgies, leur séquence,
I’utilisation de tissus de culture, le recours a la banque de tissus pour des homogreftes et
I’analyse des sites donneurs des greffes de peau utilisables. Le traitement chirurgical
débute avec le débridement des brilures par une excision tangentielle en salle

d’opération [57].

L’excision tangentielle s’effectue dans le tissus sous-cutanée ou dans le fascia
musculaire. Peu importe le niveau d’excision, il est primordial de débrider tous les tissus
dévitalisés. L’excision jusqu’au fascia suit un plan anatomique et est plus rapide mais
laisse d’importantes déformations a la silhouette. Si possible le débridement est fait sous
garrot afin de diminuer les pertes sanguines. D’autres manceuvres importantes sont la
normothermie du malade, I’infiltration des tissus avec une solution d’adrénaline diluée
et une bonne communication avec 1’équipe anesthésique pour gérer les produits

sanguins.

Une fois le débridement et I’hémostase terminée la plaie est fermée soit par un
pansement temporaire si la surface est grande ou par des greffes de peau [57]. Ces
patients sont immunosupprimés de sorte que des greffes de peau cadavérique peuvent
étre placées temporairement. Elles sont remplacées a mesure que les sites donneurs des
greffes de peau guérissent et puissent étre ainsi réutilisés pour réprélever des greffes de

peau (autogreffes). Les greffes de peau introduites dans un « mesh graft » a un ratio de
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1.5:1 permettent d’augmenter la surface couverte et de réduire 1’accumulation de
liquides sous les greffes. Le désavantage principal est la persistance d’un treillis visible
une fois la cicatrisation complétée. Cette technique n’est pas utilisée sur les zones
sensibles tel que visage, cou, mains et pieds. Pour ces endroits, des greffes en feuillets

sont appliquées selon le concept de zones esthétiques [58].
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2.4 Complications des briilures

La contracture cicatricielle est un dérivé du processus de cicatrisation et de
contraction des plaies. Les myofibroblastes, des fibroblastes spécialisés dans la
contraction, continuent de produire du collagéne selon les lignes de stress. Ce
phénoméne induit des difformités chroniques telles la perte de 1’extension du cou,
I’éversion des lévres ou des paupicres. Au niveau du membre, la contracture cicatricielle
atteint grandement leur fonction et la qualité de vie des patients. Un programme de
réhabilitation incluant 1’utilisation d’orthéses de positionnement et de vétements
compressifs vise a prévenir ce type de complications. Les physiothérapeutes et

ergothérapeutes interviennent tot et contribuent au succes des traitements [9].

Figure 2. Contracture du membre supérieur
Thomson A, Miles A, Manual of Surgery, 1921, Fig 63 (public domain)
Une cicatrice hypertrophique se définie comme une cicatrice plus surélevée,

¢épaisse, dure, érythémateuse et/ou prurigineuse que la normale. Il faut la distinguer des
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chéloides qui se caractérisent par une cicatrisation débordant de la bordure de la plaie,
qui peuvent débuter sans chirurgie ou trauma local et qui prédominent chez les
personnes d’origine africaine. Malgré certaines similitudes, les cicatrices
hypertrophiques et les chéloides se distinguent par leurs caractéristiques cliniques et
histopathologiques [59]. La physiopathologie de ce phénoméene complexe et unique a
I’humain est indéterminée en partie a cause de I’absence d’un modele expérimental
fiable [60]. Les facteurs de risque pour le développement de cicatrices hypertrophiques
sont de mieux en mieux définis [60]. Le facteur le plus important est le temps requis
pour la guérison. Au-dela de 21 jours, le taux de cicatrices hypertrophiques passe a 78 %

[22].

L’infection bactérienne est, malgré 1’avenue des antibiotiques et ’excision
précoce des escarres, une problématique pour les plaies de brilure. Les zones
nécrotiques hypoperfusées sont un milieu de culture idéal pour les bactéries. On estime
que 75 % de la mortalité chez les brilés est reliée aux infections [61]. Une certaine
controverse existe sur la méthodologie pour différencier la colonisation et la surinfection
des plaies [62]. Des études classiques ont démontré qu’une charge bactérienne de
>10° /g produit des effets délétéres surtout au niveau de la survie des greffes cutanées.
Pour les brilés graves de plus de 50%, I’infection et la colonisation bactérienne des
plaies deviennent problématiques. Plus les surfaces a traiter sont grandes, plus le risque
d’échec et de surinfection est grand, entrainant un délai additionnel pour la fermeture.

Les principes de prise en charge des infections sont 1’utilisation d’antiseptiques topiques
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et systémiques, des soins de plaies incluant un débridement des tissus non viables, une

supplémentation nutritionnelle adéquate et une immunomodulation [55, 63].

3.  Culture cellulaire chez les grands briilés

3.1 Utilisation de CEA

L’avenue des CEA chez les grands brlilés a ouvert la porte a une couverture plus
étendue de brilures [64-68]. Par contre, avec 1’expérience, on remarque que la prise des
CEA sur les plaies de pleine épaisseur est inconstante [69, 70]. Leur succés est
grandement dépendant de la qualité de la préparation de la plaie : elle doit étre bien
débridée et libre de colonisation bactérienne [68]. Méme une fois prise, les greffes
demeurent fragiles et forment des phlycténes, car elles ne permettent pas la guérison
avec une membrane basale adhérente [71-73]. C’est ce qui a motivé le développement
de produits bilaminaires comprenant un équivalent dermique [74-76]. Un centre
australien promeut I’utilisation d’une suspension de CEA pré-confluents appliquée avec
un vaporisateur, par opposition aux feuillets de CEA qui sont livrés sur des gazes. Une
stratégie alternative est d’utiliser les CEA sur les plaies d’épaisseur partielle et les sites
donneurs [77]. Puisque ce sont des blessures partielles de la peau, les kératinocytes

peuvent s’ancrer et rétablissent rapidement la barriére cutanée.

3.2 Bréve revue historique
La culture cellulaire est une technique qui progresse depuis plusieurs décennies.
En 1975, Rheinwald et Green sont les premiers a décrire les conditions optimales pour la

culture sériée de kératinocytes [78, 79]. La présence de fibroblastes murins irradiés
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comme couche nourrice et 1’ajout de facteurs de croissance augmentent le rendement
[80, 81]. En sélectionnant les kératinocytes capables de mieux se différencier, le
rendement des cultures s’est amélioré tout en diminuant la contamination par les
fibroblastes [74, 82-85]. Ultimement, pour éviter la transmission de maladies, on aboutit
a des techniques de cultures sans utilisation de cellules nourrices animales ou humaines

[86, 87].

3.3 Différents produits de culture disponibles commercialement
Depuis 1981, alors que la cultured epithelial autograft (CEA) chez les grands
bralés a été utilisée pour la premicre fois [70], une plus grande variété de produits de

culture cellulaire est disponible [57, 88-92].

Vous retrouverez au tableau II une liste non exhaustive de solutions de

remplacement tissulaire pour la couverture de plaies.
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Tableau II
Produits disponible sur le marché

Produits de remplacement de I’épiderme

Des keratinocytes autologues livrés sur la plaie selon un des moyens suivants :

Une feuille de keratinocytes confluents Epicel (Genzyme Biosurgery) ou CEA (Laboratoire
d'Organogénése Expérimentale)

Ce produit origine de la méthodologie de culture cellulaire, une biopsie du patient est cultivée
en feuillet et détaché avec une enzyme avant d’étre appliquée au patient [84, 93].

Mpyskin (CellTran) est un produit de cellules pré confluente livré sur un pansement de
polyméres [94, 95].

CellSpray (Clinical Cell Culture) est un pulvérisateur de cellules préconfluentes dans une
suspension pour le transport. Les cellules sont pulvérisée directement sur la plaie [96].

Produits de remplacement du derme

Peau cadavérique : la peau provenant de banque de tissus est appliqué sur la plaie pour un
recouvrement temporaire

Integra (Integra LifeSciences) est une matrice collagéne bovine et de chondroitine de requin
recouvert d’une mince couche de silastic [97, 98]. Une fois la matrice incorporée par les
cellules du patient, le silicone est retiré et une greffe de peau mince est appliquée.

Alloderm (Lifecell) est du derme humain allogénique cryopréservé qui sera recouvert par une
greffe de peau mince [99, 100].

Dermagraft (Advanced Biohealing) est un équivalent dermique allogénique cryopréservé
produit a partir de fibroblastes humain [101].

Transcyte (Advanced Biohealing) est un produit de remplacement temporaire contenant du
derme humain allogénique cyropréservé sur du nylon [102] .

Permacol (Conviden) est un équivalent dermique d’origine porcine [103].

Produits de remplacement complet de la peau

Apligraf (Organogenesis) est un produit qui combine des keratinocytes allogénique cultivés
sur une couche de collagéne bovin [104].

Orcel (Ortec International) est un produit cryopréservé de co-culture de keratinocytes et
fibrinoblastes allogéniques et sur une matrice de collagene bovin. Son utilisation est limité
comme a un recouvrement temporaire des plaies [105].

Cininnati Skin Substitute ou Permaderm (Cambrex) est un produit bilaminaire de
keratinocytes et de fibroblastes autologues organisé sur une matrice de collagen bovin. Ce
produit ce veut un remplacement permanent de la peau [75].

3.4 Facteurs impactant la guérison des sites donneurs

La guérison rapide des sites donneurs des greffes de peau est nécessaire pour

permettre un recouvrement des plaies chez les grands briilés. Les facteurs influengant la

guérison par réépithélialisation des sites donneurs sont surtout intrinséques au patient, de

méme, a un degré moindre, qu’a la technique de prélévement et au pansement appliqué.
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Le premier facteur intrins€que aux patients est 1’dge. La peau amincie par la
vieillesse est a risque d’un prélévement trop profond non intentionnel du dermatome. La
pilosité et les annexes et, par conséquent, les réservoirs de kératinocytes sont moindres,
surtout chez les patients atteints d’insuffisance vasculaire périphérique. De plus, avec le

vieillissement, le potentiel de multiplication cellulaire est diminué [82, 106].

L’état nutritionnel des patients est un autre facteur primordial. Il est maintenant
pratique courante de supporter de routine les besoins en calories et protéines. Certains
centres préconisent ’utilisation d’hormones anabolisantes pour renverser le catabolisme

intense des grands brilés [107].

Certaines maladies pré-existantes vont nuire a la guérison des sites donneurs. Le
diabéte induit plusieurs changements néfastes dont une atteinte macro et microvasculaire
diminuant I’apport des nutriments et de I’oxygene des plaies [108]. Les diabétiques sont
¢galement plus a risque d’infections. Les patients atteints de cancer métastatique sont
accablés par la demande métabolique néoplasique et ne peuvent guérir leur plaies
adéquatement. Il faut également compter les agents antinéoplasiques qui ont des effets
toxiques directs sur la réparation tissulaire. Au niveau des médicaments, retenons surtout

les stéroides qui produisent une baisse de synthése de collageéne dans les tissus.

Les infections locales et systémiques entrainent un retard dans la guérison des
sites donneurs. Une charge bactérienne trop forte inhibe la guérison [109]. De plus, un
¢tat inflammatoire systémique change la biologie locale au niveau de la plaie et entrave

¢galement la guérison [110].
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Les pansements les plus utilisés sur les sites donneurs sont la sulfadiazine
d'argent a 1 %, la gaze imprégnée de gelée de paraffine, les alginates, les pansements
hydrocolloides, les pansements en film et les pansements antibiotiques notamment
I’argent [111, 112]. Cette liste n’est pas exhaustive mais tous ont comme buts le confort
du patient et la protection de la plaie contre les pertes de chaleur et d’humidité et contre

la croissance de bactéries a la surface.



Hypotheése et objectifs de I’étude

L’excés de mortalité chez les patients atteints a plus de 50 % de surface corporelle est
relié au manque de peau saine pour recouvrir de facon définitive les plaies. Ainsi, les patients
doivent subir des préleévements sériés des mémes sites donneurs. Au Centre des grands brilés
de I’Hotel-Dieu du CHUM, on utilise des feuillets de CEA sur les sites donneurs des patients
grievement atteints depuis plus de 10 ans. Ces feuillets de CEA sont préparés et achetés du

Laboratoire d'Organogénése Expérimentale situé a Québec.

Le but de cette approche est de diminuer au minimum [’intervalle entre les sessions de
débridement des brilures et des greffes de peau, ainsi que la durée nécessaire a la couverture
totale des plaies. Par extension les complications, infectieuses et autres, seront réduites

entrainant une diminution de la durée de s¢jour et de la mortalité de nos patients.

Cette recherche revoit d’abord 1’expérience de notre centre. Ensuite, un projet
randomisé prospectif fut élaboré afin de valider I’effet des CEA sur les sites donneurs de

patients grievement brilés.

Plus spécifiquement, nous avons cherché a démontrer objectivement que la guérison
des sites donneurs était plus rapide et que le temps nécessaire entre les nouveaux prélévements

moindre.

A notre connaissance, aucune étude prospective répartie au hasard n’a démontrée

Pefficacité des CEA sur les sites donneurs de grands brilés.
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ABSTRACT

Prompt healing of donor sites is critical for the survival of severely burned
patients. Increased mortality of patients with > 50 % TBSA is attributable to the small
surface of donor sites. This study evaluated the effect of Cultured Epithelial Autograft
(CEA) sheet application to skin graft donor sites. All patients receiving CEA were
prospectively included. Each donor site wound was covered with CEA, except for a
randomly designated 7 x 7 cm control region, and autograft biopsies were taken to
document graft harvest thickness. One half of the controls were covered with paraffin
gauze soaked in the culture media, while the remaining controls received a paraffin
gauze dressing. Epithelialization was objectively evaluated by scoring blinded
photographs using an analogue scale. Punch biopsies of the donor sites were evaluated
histologically. Between 2008 and 2009, 6 patients were enrolled, resulting in a total of
11 donor sites. The patients averaged 43.5 years of age, had 56 % TBSA, 45 % FT-
TBSA; 66 % had inhalation injury and mean length of stay was 75 days. As expected,
dermatome settings and autograft thickness, measured microscopically, were not
correlated (Pearson 0.19). There was no correlation between the percentage of
epithelialization of the punch biopsies of the donor sites and the thickness of the harvest.
Photographic score was significantly impacted by treatment (CEA vs control; P=0.039)
and by postoperative day (P<0.001). Mean time to healing was 8.6 days for CEA
compared to 10.2 days for controls (P<0.05). Infection was noted at only one donor site.
On histological analysis, the control sites — dressed with gauze soaked in the culture
media — healed as well and as quickly as the CEA sheet-treated region. Use of CEA on

donor sites appears to stimulate epithelialization. This effect is likely mediated by



24

stimulation of local wound healing processes rather than by engraftment of keratinocytes

from the CEA sheets.

INTRODUCTION

Once burn coverage is over 50 % of total skin surface area, mortality of burn
victims increases dramatically [1]. This is, in part, attributable to the reduction in skin
graft donor site surface area as total burn surface area (TBSA) increases. Rapid wound
closure is necessary to reduce excess burn injury-related mortality and morbidity [2-4].
In this context, prompt reepithelialization of donor sites is crucial to permit reharvesting
from donor sites and expedite burn wound closure. Wound dressing is an important
aspect of donor site healing, and an ideal donor site dressing prevents infection,
promotes reepithelialization and is painless [5]. Donor site dressings can be generally
classified as non-occlusive, occlusive (moist) or biologic. Popular dressings currently in
use are impregnated gauze, alginates and hydrocolloids [6], although biologic dressings,
i.e. dressings comprised of tissue of human or animal origin, are gaining popularity as

commercial products become more readily available.

Since the first use of cultured epithelial autografts (CEA) by O’Connor in 1981
[7], skin replacement technology has improved significantly [8], particularly in the
development of bilayered skin substitutes with properties more closely resembling those
of normal skin. However, poor take and persistent fragility of CEA used to cover burn
wounds, in addition to high cost, has deterred its use [9-11]. Nevertheless, our unit has

successfully used CEA as a biologic dressing for donor sites of extensively burned
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patients for over 10 years. Our hypothesis is that CEA promotes reepithelialization of
donor sites and permits earlier reharvesting. This study was designed to test this

hypothesis.

MATERIALS AND METHODS

Retrospective Audit

Medical records for 242 acute burn patients admitted between January 2002 and
October 2004 were reviewed. Selected patients underwent a skin biopsy soon after
admission for preparation of CEA. Demographic and outcome data were obtained
retrospectively from patient charts and from Université Laval's Laboratoire
d'Organogénese Expérimentale (LOEX, Quebec City, Quebec, Canada), the laboratory
where CEA is produced for patients treated at our institution. Age, TBSA and
inhalational injury status were noted for CEA-treated patients and compared with that of
non-CEA-treated patients, using ANOVA. Surgical practice involving CEA in our burn
center was analyzed with respect to date of biopsy, date of first CEA application and
time to donor site reharvest. Matched comparisons were not possible due to a lack of

donor site reharvesting in non-CEA-treated patients.
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Prospective Trial

Subjects

Prospective recruitment began in April 2008, at the Centre des grands brulés du
CHUM (Montreal, Quebec, Canada). Inclusion criteria for patients in the study consisted
of 1) consent, 2) patient age over 18 years, 3) deep burns requiring surgery and 4) a
treatment plan that included use of CEA. Patients were all admitted to the same burn
unit at the Centre des grands briilés du CHUM. Initial resuscitation and stabilization was
performed by a multidisciplinary team comprised of medical critical care specialists and
plastic surgeons, according to established institutional protocols. Once patients were
resuscitated and stabilized, patients were brought to the operating room for early wound
excision, and wound coverage with autografts or cadaveric allografts, depending on
donor site availability. Experienced burn care nurses changed dressings and carried out
routine weekly wound infection monitoring via sample culture. Institutional ethics

committee approval was obtained for all aspects of this study.

CEA Production
Biopsies taken for CEA preparation were sent to an external laboratory, LOEX
(Quebec City, Quebec, Canada), where CEA production commenced. The methods used

for CEA production have been described previously [12].

Harvest and Donor Site Dressing
Split thickness skin graft (STSG) donor sites were preoperatively randomized to

include a 7 x 7 cm control region at either the proximal or distal end. The thickness
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setting of the dermatome was recorded. After infiltration with an adrenaline solution, the
donor sites were harvested using constant pressure. The harvested tissue was then punch
biopsied 5 cm from from each of the proximal and distal ends to control for graft
thickness. CEAs on Adaptic (Systagenix Wound Management, North Yorkshire, United
Kingdom) backing were applied to all donor sites, leaving open the control region at
either the proximal or distal end of each site (Figure 2). For 3 patients, the control region
was dressed with Adaptic backing that was soaked in the culture media from the
delivery petri dish. For the other 3 patients, the Adaptic was placed directly on the
control region without soaking. All Adaptic was then glued and the wound was further

dressed with moist, followed by dry, dressings as per unit protocol.

Evaluation of Donor Site Epithelialization

At the time of the first dressing change, at approximately day 6, the Adaptic
backing was gently peeled from the donor site. Photographs were taken at the time of the
first dressing change and repeated every 2 days until epithelialization. On one occasion
per patient, the CEA and control regions of the donor site were punch biopsied under
local analgesia (1 % xylocaine). The effect of one injection of less than 1 cc of 1%

xylocaine was considered to be minimal.

Histological Evaluation
Hematoxylin and eosin stained slides of the autografts and punch biopsies were

evaluated via light microscopy. The thickness of the autograft was measured using
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AxioVision software (Carl Zeiss Canada, Ltd., Toronto, Canada). The donor site

biopsies were evaluated for percentage of epithelium present at the surface of the biopsy.

Photographic Scoring

Photographs at the time of the first dressing change were displayed on a black
background and randomized by postoperative day and treatment. The photographs were
scored by experienced burn surgeons, who were blinded to post-operative day and
treatment, on an analogue scale of 0-100 mm. Zero represents no epithelialization and

one hundred represents a completely healed site.

Statistics
Statistical analysis was completed using SPSS software. The data were analyzed
by multiple-factor repeated-measures ANOVA. Treatment, rater, time of measurement

were factors. Means, standard error and correlations were calculated and reported.

RESULTS

Retrospective Audit

The medical records for 242 acute burn patients admitted between January 2002
and October 2004 were reviewed. Skin biopsies for CEA were collected from 36 acute
burn patients. Eight of these patients died before receiving CEA, leaving 28 patients, or
12 % of all admissions having received CEA. Means (:SEM) for age and %TBSA, as
well as inhalational injury status and burn mechanism for both CEA-treated and non-

CEA-treated patients are shown in Table 1. Patients who received CEA were
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significantly older, were more severely burned (had greater TBSA) and were more
frequently injured from smoke inhalation. Despite this, CEA-grafted donor sites healed
quickly, enabling early and multiple reharvesting of the same sites (Table II). Matched
comparisons were not possible due to a lack of donor site reharvesting in non-CEA-

treated patients.

Prospective Trial
Patient Characteristics

From January 2008 to December 2008, 14 patients had greater than 50 % TBSA,
out of a total of 147 burn patients admitted. Six patients were recruited in the
prospective trial, for a total of 11 donor sites. The mean age of patients was 43.5 years
(range 26-81 years), and patients had an average of 56 % TBSA, 45 % full thickness
burns (FT-TBSA) and a 75-day hospital stay. Sixty-six percent of patients also suffered
inhalation injury. There was no mortality among CEA-treated patients. Indications for
use of CEA on autograft donor sites included extensive burns requiring multiple
reharvests from donor sites, advanced age, comorbidities that affect wound healing, or
planned harvest of thick autografts. Biopsies for skin culture were taken promptly,
within the first 24 hours after admission. The CEA sheets were ready for use in an

average of 16.8 days (Table III).

Donor Site Harvest and Epithelialization
As expected, dermatome settings and autograft thickness, measured
microscopically, did not correlate (Pearson 0.19). Autografts were harvested at the same

depth for both CEA and control sites; 356 um and 339 pm, respectively (P=0.84) and
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proximal and distal region had similar depth (Table V). Randomization was considered
adequate. There was no correlation between the percentage of epithelialization at the
donor sites, calculated from punch biopsies, and the thickness of the harvested layer.
Repeated measures ANOVA analysis of photograph evaluation scores, relative to
treatment (CEA vs control) and postoperative day was performed. No interaction
between the variables was noted and scoring was consistent between evaluators.
Photographic score improved with CEA treatment compared to control (£<0.05, Figure
1) and with increased time after autograft placement (P<0.001, data not shown),
highlighting the benefit of CEA-based treatment in the promotion of rapid wound

healing.

The average time to autograft harvest site healing, defined as a photographic score
of >90, was calculated. There was a statistically significant difference in healing time
between CEA and control regions (8.6 vs 10.2 days, respectively, P<0.05; Figure 1).
Figures 2 and 3 show autograft harvest sites upon change of wound dressing on
postoperative day 6. In each photograph, the control region on the left appears
erythematous and at an earlier stage of healing, whereas the CEA region on the right

appears well healed.

For 6 donor sites, the harvest site control region was dressed with Adaptic backing
soaked in the culture media used for CEA delivery. For the remaining 5 donor sites,
paraffin gauze was dipped in normal saline prior to dressing the control region.
Comparing donor sites with these two types of controls, significant differences in

healing time were noted (Figure 4). By separating the 2 groups of controls, the effect of



31

culture media on the dressing becomes apparent. On histological analysis, the control
sites dressed with Adaptic backing that was soaked in culture media healed as well and
as quickly as the CEA-treated region (Figure 5). A trend toward better epithelialization
is perceptible with CEA when comparing to the saline only control (not soaked in
media), as 70 % of the CEA-treated surface was covered by epithelium, compared with

only 28 % (P=0.080, Table V).

Histological staining of postoperative donor site punch biopsies is shown in Figure
3 (lower panels). Patients 2 and 3 had their donor sites biopsied through the Adaptic
backing of the CEA. On microscopic evaluation, it was evident that the biopsy
procedure sheared the epithelium from the surface of the biopsy. For the remaining
biopsies, the backing was peeled off carefully, using normal saline irrigation, thereby

leaving the epithelial layer intact.

Infection occurred at only one donor site; a Pseudomonas aeruginosa infection
was confirmed by culture. This donor site demonstrated poor healing upon histological
analysis, as there were no signs of reepithelialization on either CEA or control biopsies

(Figure 6). This deficit in healing was also observed on photograph evaluation.

DISCUSSION

The retrospective audit returned 28 acute burn patients with donor sites that were
grafted with CEA. Their sizeable burns were completely covered with sheet autografts
as per institutional protocols. Use of sheet autografts provides superior aesthetic results

and reduces long term burn wound complications due to contraction of scars [13, 14].
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Following this retrospective audit, the unit’s burn surgeons reviewed clinical indications
for CEA use. Retained indications included a predicted need to re-harvest donor sites in
view of large burn size, doubt regarding timely donor site healing and the need to
harvest thick autograft.

However by it’s retrospective nature, the audit could not argue convincingly that
healing of donor sites covered with CEA was accelerated nor could it quantify the effect
of this treatment. This led to the design of the prospective study to test our hypothesis
that CEA coverage of donor sites accelerates reepithelialization and permits faster donor
site reharvesting.

This prospective study used randomly assigned experimental and control
treatments, as well as evaluators who were blinded to the treatments used on each
sample. Although methods to minimize bias are not always employed in studies focused
on wound healing and epithelialization [15, 16], our study was designed to minimize
bias wherever possible. Photographic evaluation combined with histology allowed us to
evaluate both global and microscopic reepithelialization, and randomization effectively
distributed samples from donor sites of different depths between the two treatment

groups.

Other studies have used subjective, direct evaluation of wounds, and in some
reports, epithelialization is considered complete when the dressing can be peeled off
without causing bleeding [17-19]. We feel that this is an important source of bias, as
personnel are not blinded to dressing type. In still other studies, surface electrical
capacitance (SEC) is used [20]. To conduct a study using SEC in a clinical setting is

challenging, as temperature and humidity must be held constant. Furthermore, SEC is
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affected by wet dressings and an SEC threshold permissive to donor site reharvest has
not been established. Given that SEC can only be used as a point assessment,
measurements obtained will not necessarily be an accurate indication of reharvestable
donor sites. Use of photography in association with superimposed grids, predefined
scores, or planimetry has been described [21-23]. We believe that photographic
evaluation in our study permitted blinded, reproducible evaluation of donor site

epithelialization.

The use of CEA had a significant benefit, compared to control, on wound healing
at donor sites, as indicated by photographic evaluation. We used 90mm on the analogue
scale as a threshold because it is the stage at which the donor site can be reharvested.
The average of 10.2 days to healing (Figure 1) is in accord with values in the literature
for time to healing with impregnated gauze [19, 24]. CEA use increased
reepithelialization by an average of 1.6 days. This small difference is statistically and
clinically significant, as it allows a faster recropping of donor sites for burn wound
covering. Our retrospective series of 28 patients shows that patients received an average
of 3 (and up to 7) sessions of donor site coverage with CEA. This permitted an average
rate of donor site reharvests of 3 (and up to 5). The average interval to reharvest
autografts from a donor site was 12.7 days. These numbers are relevant for the surgical

planning required when dealing with large burns.

Microscopic evaluation contributed to reveal the role of culture media in
promotion of wound healing. When comparing regions of Figure 5, the control region is

more erythematous than the corresponding CEA-treated site. However on histological
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analysis, both regions present a uniform epidermis of equal thickness and keratin layer.
It is possible that the presence of keratinocytes and growth-promoting media modulates
the effect on wound reepithelialization, rather than “graft take” of the CEA sheets. This
hypothesis is supported by studies that document an absence of culture keratinocytes by
day 7, despite complete epithelialization [25]. Others have studied the direct impact of
CEA on growth factors and extracellular matrix proteins in the wound [26]. Accelerated

donor site healing using allogeneic cultured epithelium has also been published [17, 18].

In our small series, Pseudomonas infection of one donor site occurred, leading to
very poor healing, as determined by photographic evaluation and histology (figure 6).
Unfortunately, topical antibiotics impair keratinocyte growth and are not used
prophylactically for clinical CEA application [27]. Finally, to minimize trauma to the
neoepidermis, the punch biopsies for two of the patients were done through the Adaptic
backing. The result was shearing and loss of all epidermis on histology. Others have
experienced this problem [28], and we modified our technique accordingly. Regrettably
these events considerably reduced the number of donor site post operative biopsies
available for analysis. Therefore, statistical observations could only be made on the

photographic measure of donor site healing.

The reported delay to donor site reharvest and to first CEA use were overestimated
by limitations in operating room access (once weekly). Fully epithelialized donor sites
were not regularly reharvested as soon as possible, and therefore the impact on length of
stay would be greater in centers with better operating room availability. Nevertheless,

our patients received important benefits such as less donor site pain, lower infection risk
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and lower overall open wound surfaces from this CEA treatment. Our unit received only
15 patients with >50 % TBSA. No adequate controls were available to compare global
outcome measures, such as days to total wound cover, length of stay and mortality.

Increased recruitment would be possible through a multicenter, fully randomized trial.

In conclusion, CEA application on donor sites appears to hasten reepithelialization

and permit faster recropping.
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Table I
Patient characteristics for retrospective audit (demographic)

Mean SEM

No CEA 43,1 1,09

AGE*  CEA 53,6 347

Total 44,6 1,08

No CEA 15,6 % L1

TBSA*  CEA 45,9 % 3,45

Total 19.8 % 1,25

~ NoCEA 14,2 % 0,02

Inhalation = p 27.8% 0,08
injury

Total 16,0 % 0,02

No CEA 80,7 % 0,03

Male*  CEA 58,3 % 0,08

Total 77,7 % 0,03

No CEA 16,1 0,96

LOS*  CEA 543 4,74

Total 212 131

No CEA 6,0 % 0,02

Mortality* CEA 27.8% 0,08

Total 8,9 % 0,02

* P<0.05, No CEA vs CEA

No CEA =233 patients treated without CEA

CEA = 36 patients treated with CEA

TBSA, Total Burn Surface Area; LOS, Length of Stay in days

Patients that received CEA treatment on donor sites were older, had bigger burns, more
inhalation injury and had longer hospital stays and more mortalities were noted in this

group.
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Table 11
Patient characteristics for retrospective audit (surgical)

Number of Surgeries for CEA patients

(1=28) Mean Range
Debridement 6 1-15
Allograft 2 0-8
Autograft 4 1-7
CEA on Donor Site 3 1-7

Donor Site Reharvests 3 1-5

Days from admission to biopsy 5.8 1-27
Days from biopsy to first CEA grafting 16.5 12 -27
Days to reharvest a donor site 12.7 7—-18

Patients had an average of 3 operative sessions during which donor sites were
covered with CEA. Donor sites were reharvested for autografts an average of 3
times after and average of 12.7 days. This permitted prompt burn wound
coverage with sheet autografts in all CEA treated patients.
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Table 111
Patient characteristics for prospective trial (demographics, injury and treatment)
Patient # 1 2 3 4 5 6 Average
Age 81 53 26 28 35 38 43,5
Sex (Male = +) - - + + + - 50 %
%TBSA 37.5 60 55 52 50 81 55,9
%FT-TBSA 22 60 50 47 35 56 45
Inhalation - - + + + + 66 %
LOS (days) 40 57 59 43 81 171 75,1
Mortality - - - - - -
AD,
e HTN, . Drug
Comorbidities AAA. Obesity - abuse - Trauma
DM

Days to Biopsy 2 1 1 1 0 0 0,8
Days to First CEA
on Donor Site 17 16 16 24 14 14 16,8
Session
Debridement 3 8 6 7 8 14 7,6
Homograft 1 3 3 3 5 10 4,1
Autograft 3 6 4 4 5 11 5,5
CEA on Donor 1 4 3 1 5 4 3,0
Site Session

. 4 vertex
Frequency of 3 2L 2 back / 3(:2;%? scalp /3
Donor Site 0 abdomen/  thigh 2 2 arms lg L /% abdomen
Reharvest 2 scalp R thigh R+L ant thich /5 ant

&% thighD

Average Days to X 14 14 21 19 17 17,0

Reharvest site

AAA, Aortic abdominal aneurysm; AD, Alzheimer's disease; BX, Biopsy; DM,

Diabetes mellitus; HTN, Hypertension.
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Table IV
Autograft harvest thickness

Donor Site Randomized to ’?Illlltcolfrf:i Dermatome
Region CEA or Control (um) Setting (um)
Distal CEA 215 254
Distal CEA 163 254
Distal CEA 666 254
Distal CEA 587 254
Proximal CEA 416 254
Proximal CEA 208 254
Proximal CEA 231 254
Proximal CEA 279 254
Proximal CEA 316 254
Proximal CEA 407 304.8
Proximal CEA 347 304.8
Proximal CEA 443 304.8
Proximal CEA 301 203.2
Distal CEA 401 304.8
Distal Control 76 254
Distal Control 74 254
Distal Control 115 254
Distal Control 242 254
Distal Control 284 304.8
Distal Control 251 304.8
Distal Control 320 304.8
Distal Control 472 254
Distal Control 480 203.2
Proximal Control 259 254
Proximal Control 277 254
Proximal Control 560 254
Proximal Control 375 254
Proximal Control 966 304.8
Average CEA Region Thickness 356
Average Control Region Thickness 339 P=0.84
Average Proximal Region Thickness 340
Average Distal Region Thickness 310 P=0.27

Autograft thickness was measured by a punch biopsy taken intra-operatively
from the autograft at the proximal and at the distal zone. The corresponding
donor site regions, either proximal or distal, had the same average depth. CEA
and Control treatment was used on donor sites of equivalent depth. Therefore
randomization should be considered adequate.
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Figure 1

Days to >90% Reepithelialization

12
*
110.2

B CEA
Control

Data are expressed as means +/- SEM, *P<0.05

This graph illustrates the minimum number of days to obtain >90 score on the
photographs of donor site according to the evaluation of 2 blinded burn surgeons.
The score of 90 was considered as the threshold because at this score donor sites
can be reharvested for autografts. This difference is both statistically and
clinically relevant to the care of burn patients.
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Figure 2
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Shown is a photograph of a donor site on post-operative day 6. On the right, the
completely healed region was treated with CEA. On the left, the still open erythematous
Saline Control treated region of the donor site is visible. The thickness of the autograft
harvested from this donor site, as were all others, was measured by intra-operative
biopsies of both regions. The CEA region depth was 0.41mm. The Control region depth
was 0.44mm.
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Figure 3

Control

Upper panels: Photographs of another donor site on post-operative day 6 is shown. On
the right, a completely healed CEA treated region is demonstrated. On the left, an
unhealed erythematous zone representing a Culture Media Control treated region is
shown. The depth of the CEA region was 0.61 mm as confirmed by intra-operative
biopsy of the harvested autograft. The depth of control region was 0.54 mm.

Bottom panels: Low magnification micrographs of H&E staining of the punch biopsies
taken from the same site shows the control region showing epithelium on 33 % of the
surface the of biopsy while the CEA treated region shows 100 % epithelial coverage.
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Figure 4

Days to >90% Reepithelialization
according to control type

14
12 111.25
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0

Saline Control Culture Media
Control

Data are expressed as means +/- SEM, *P<0.05

This graph illustrates the minimum number of days to obtain >90 score on the
photographs of donor site according to the evaluation of 2 blinded burn surgeons. The
donor sites were subdivided according to the type of control. For 6 donor sites, the
harvest site control region was dressed with Adaptic soaked in the culture media from
the petri dish used for CEA delivery. For the remaining 5 donor sites, Adaptic was
dipped in normal saline prior to dressing the control region. Comparing donor sites with
these two types of controls, significant differences in healing time was shown. By
separating the 2 groups of controls, the effect of culture media on the dressing becomes
apparent.
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Figure 5

Culture Media Control

Photo of donor site and low magnification micrographs of H&E stained punch biopsies
from CEA region and Culture Media Control region taken from patient 1 on
postoperative day 8. These regions demonstrated equal epithelialization both macro and
microscopically despite different treatment.

This is possibly due to the presence of keratinocytes and growth-promoting media in the
which mediates the effect of wound reepithelialization, rather than simple “graft take” of
the CEA sheets.
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Figure 6

CEA

Control

Low magnification micrographs of H&E stained punch biopsies taken from a
Pseudomonas aeruginosa infected donor site at post-operative day 7. No epithelialization
occurred in either the CEA or control regions. Unfortunately, topical antibiotics impair
keratinocyte growth and cannot be used prophylactically for clinical CEA application.
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Table V

Epithelialization on punch biopsies

Patient 1 2 3 4 5 6
Biopsy post-op day 8 5 5 6 7 6
% Surface of biopsy
covered with epithelium
CEA region biopsy (%) 100 0 100 100 20 100
Control region biopsy 100 20 0 33 0 50

(%)

Control type Media Media Media | Adaptic Adaptic Adaptic

Comments sheared sheared infected
Average of Media

+ * = ok
Controls (%) 40+529 P=0.547
Average of Saline

+ * = ok

Controls (%) 27.7+25.4 P=0.080
Average of CEA (%) 70 £46.9*

*Mean + standard deviation

**Compared with Average of CEA

For ethical reasons, postoperative donor site biopsies of CEA and Control regions were
limited to one pair per patient for this study. Unfortunately, 2 punch biopsies specimens
were sheared by technical errors. Another donor site was infected by Pseudomonas
aeruginosa limiting the total number of donor site punch biopsies available for analysis.
Nevertheless, CEA treated donor sites had a greater surface with epithelium when

micrographs were evaluated.

There is better epithelialization with CEA when compared to the saline only control (not
soaked in media), as 70 % of the CEA-treated surface was covered by epithelium,

compared with only 28 %.
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Discussion

L’¢tude présentée comportait un recrutement prospectif, des zones contrdles
distribuées au hasard et une évaluation a 1’insu pour chaque mesure. Cette conception
nous permet d’étudier avec le moins de biais possible I’effet des feuillets de CEA sur la
réépithélialisation des sites donneurs. Dans les études publiées dans la littérature sur la
guérison et 1’épithélialisation, ce genre de manceuvres est I’exception plus que la regle
[90, 113]. L’association de la photographie digitale et de I’histologie a permis de
documenter la guérison d’un point de vue global et microscopique. Ces deux méthodes

d’évaluation ont pu étre reproduites a 1’insu; « blinded » en anglais.

Une méthode fréquente pour documenter la guérison est 1’évaluation directe de la
plaie. Lorsque le pansement peut étre changé sans saignement, on déclare la plaie guérie
[114-116]. Cette méthodologie est une source importante de biais car 1’évaluateur
reconnait le traitement regu. D’autant plus que cette évaluation transforme en variable
binaire (guérie ou non) un processus physiologique graduel qui évolue dans le temps. Il
devient périlleux d’obtenir des moyennes de durée et de les comparer entre les
traitements. Nous savons également que 1’observation directe n’est pas reproductible.
Par exemple, pour évaluer ’effet d’un traitement, on ne peut comparer la plaie A au

moment X a la plaie B au moment Y. La généralisation des résultats devient tres

difficile.

Certains ont publi¢ des études dont le critere d'efficacité est la capacitance
électrique de surface (CES) [117]. La CES peut offrir I’avantage d’une mesure objective

du rétablissement de la barriere épidermique. L hydratation de la couche cornée diminue
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avec la maturation des kératinocytes; cette différence est mesurée a 1’aide de la sonde
d’un appareil spécialisé. Envisager un protocole clinique avec un tel équipement est
assez lourd. Ces équipements ne sont pas portatifs et sont trés dépendants de la
température et de ’humidité ambiante. Les mesures doivent étre prises a plusieurs
endroits sur la plaie aprés une calibration rigoureuse afin d’obtenir des valeurs valides.
Méme si la mesure de la CES ce veut objective, elle demeure dépendante de 1’opérateur
[117]. Finalement, un dernier argument soulevé contre 1’utilisation de la CES est que
cette mesure n’est pas aveugle. L’opérateur est en contact avec la plaie et peut ainsi

obtenir des indices vis-a-vis le traitement assigné.

L’utilisation de la photographie pour I’évaluation de 1’épithélialisation fut
retenue pour ce projet. C’est un moyen facile, peu coliteux, reproductible, facile a
standardiser et qui permet une évaluation a I’insu par plusieurs évaluateurs pour la méme
observation. Pour faciliter 1’évaluation des photographies, on peut leur joindre soit un
carrelage, un score de guérison pré-établi, ou encore la planimétrie [105, 118, 119].
Nous avons choisi d’associer la photographie numérique a une échelle analogue de
100 mm. Cette échelle permet de représenter la réépithélialisation d’une plaie comme un
processus continu par opposition a un statut binaire ou ordinal. L’évaluation peut alors
devenir plus sensible aux différences subtiles entre les photographies. L’analyse est
simplifiée car le traitement d’une mesure expérimentale continue permet de comparer
des moyennes et de construire des modeles statistiques aisément. Un groupe a utilisé un
score catégoriel associé a la photographie pour évaluer la guérison de sites donneurs
[119]. L’emploi d’un score de type A, B, C, D correspondant a 100 a 75 %, 76 a 50%,

etc de guérison nécessite une analyse statistiques non paramétrique ce qui en diminue la
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puissance. Cette perte de puissance statistique est un probléme difficile a surmonter pour
un projet avec de petits échantillons. Un autre désavantage est qu’il existe une variation
entre les évaluateurs de ce qui est un A; de sorte que le A d’un évaluateur peut devenir
un B chez un autre. Encore, lorsque 1’on travaille avec de petits échantillons ces

problémes sont difficiles a surmonter statistiquement.

L’application de CEA en feuillets sur les sites donneurs a démontré un effet
bénéfique sur leur guérison selon 1’évaluation photographique. Le seuil de 90 mm sur
I’échelle analogue a été retenu car il correspond a un site donneur susceptible d’étre
prélevé a nouveau. Ceci est cliniquement pertinent. Le temps de guérison moyen de 10,2
jours pour les deux types de contrdles combinés et de 11,25 jours pour les régions
traitées au salin est dans les limites acceptées dans la littérature [114, 120]. Les résultats
démontrent que les CEA accélérent 1’épithélialisation de 1,6 jour en comparaison a
toutes les zones controles. Cette différence atteint 3,0 jours si I’on ne compare le CEA
qu’au zones traitées avec contrdle salin (Adaptic trempé dans du normal salin). Ces
trouvailles sont cliniquement importantes dans un contexte de patients grievement briilés
qui nécessitent de multiples prélévements aux mémes sites donneurs.

Ce projet a démontré un effet bénéfique des CEA mais n’a pu démontrer de
différence au plan des variables globales telles que la mortalité et la durée de séjour. Il a
¢été impossible de faire une étude rétrospective de cas-témoins, par manque de patients
avec des brilures similaires a celles du groupe contréle. Il faut mentionner que dans le
contexte actuel d’un acces limité au bloc opératoire, le temps entre les reprélévements
est augmenté. Cet effet est visible sur les valeurs de 17,0 jours en moyenne entre les

reprélévements et de 16,8 jours entre le délai de la biopsie de tissus sains et la premiére
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livraison de CEA provenant de [’étude prospective. En contre partie, 1’étude
rétrospective a permis d’identifier 28 patients entre 2002 et 2004 qui ont eu des CEA sur
leurs sites donneurs en moyenne 3 fois (mais jusqu’a 7). Les mémes sites donneurs ont
¢été réutilisés en moyenne 3 fois (mais jusqu’a 5). Dans cette série rétrospective, le délai
avant de réutiliser un méme site donneur était de 12.7 jours. Ces chiffres sont pertinents

pour mener a terme un plan de traitement d’un grand brilé.

Beaucoup d’efforts ont été déployés pour répartir au hasard les zones CEA et
contrdles entre les régions proximales et distales d’un site donneur. La rationnelle est
que parfois le début d’un prélevement d’une greffe de peau peut étre plus profond que sa
fin. Si le traitement au CEA était systématiquement sur la zone la plus profonde du site
donneur, ’effet thérapeutique en serait réduit. Les biopsies au poingon effectuées sur les
extrémités distales et proximales des greffes de peau lors de leur prélévement en salle
d’opération n’ont révélé aucune corrélation entre le réglage d’un dermatome et
I’épaisseur. Aucune différence significative entre les zones proximales et distales n’a pu
étre démontrée. Ces faits ont été notés et lors d’études subséquentes, 1’étude histologique
de I’épaisseur des greffes ne sera pas effectuée. Le devis de 1’étude en sera grandement

simplifié, sans introduire de biais.

En 2008, sur 147 admissions totales, seulement 14 étaient ¢ligibles a 1’utilisation
de CEA. De ces patients seulement 6 ont survécu jusqu’a l’utilisation de CEA. Ceci
refléte la réalité que le Centre des grands brlilés de I’Hotel-Dieu ne regoit qu'un faible
nombre de patients grievement atteints. Cette contrainte limite la puissance de cette
recherche clinique. Avec ces premiers résultats positifs, il sera plus facile de recruter

d’autres centres pour la collaboration a un projet multicentrique.
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Les résultats par rapport a 1’effet du milieu de culture n’étaient pas prévus lors de
la conception de I’étude. Ce n’est que lorsque nous avons fait une analyse préliminaire
que nous avons décidé d’ajouter une comparaison avec le salin physiologique. En
comparant 1’histologie des biopsies des sites donneurs contrdles traités au milieu de
culture, 1’épithélilalisation de certains de ces échantillons était identique a celle de sites
traités par le CEA. Notre hypotheése pour expliquer ce résultat est que des cellules en
suspension dans le milieu de culture ainsi que des facteurs de croissance secrétés lors de
la culture dans ce milieu induisent le mécanisme de guérison physiologique local. Cette
hypothéese est soutenue par des études qui montrent 1’absence de kératinocytes de culture
dans la plaie a 7 jours [121]. Les kératinocytes de cultures sécretent des niveaux plus
élevés de TGF-alpha et TGF-beta que ceux des plaies contrdles. Le TGF-alpha stimulent
la migration et la prolifération de kératinocytes dans la plaie alors que le TGF-beta
stimule la production de protéines de membrane basale telles que: collagéne 1V,

laminine et tenascine par des cellules sous-epithéliales [122].

L’interaction entre le derme et les kératinocytes fait 1’objet de plusieurs études
[123]. Les kératinocytes ont une influence sur les fibroblastes qui eux-mémes
influencent les kératinocytes [124-126] par I’entremise de facteurs de croissance. Il
devient raisonnable de croire que 1’effet des CEA sur les sites donneurs va au-dela d’une

simple couverture épidermique.

La présente recherche n’était pas congue pour étudier en détail I’avenir des CEA
appliqué sur les sites donneurs. Des techniques d’immunoflurescence pour marquer les
kératinocytes des CEA permettraient de les détecter une fois le site donneur guéri. Un

groupe a utilis¢é une méthodologie intéressante pour étudier in vivo chez I’humain la
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persistance des cellules de CEA [127]. IIs ont prélevé de la peau glabre de la plante du
pied pour débuter la production de CEA. La cytokératine 9 n’est détectée par marquage
immunochimique que dans la peau glabre. Ainsi, chez un patient, le groupe a détecté la
persistance de cellules d’origine CEA trois semaines aprés la guérison de la plaie chez
un sujet par la présence de cytokératine 9 au niveau de la plaie traité par CEA. D’autres
travaux sont a faire dans ce sens pour statuer sur I’avenir des cellules provenant des

CEA a long terme.



Conclusion

L’utilisation de feuillets de CEA sur les sites donneurs des patients grievement
brllés nous apparait comme une option thérapeutique prometeuse. Bien que le
mécanisme d’action des CEA et celui du milieu de culture sur la réépithélialisation ne
soient pas encore compleétement élucidés, nous avons démontré un effet bénéfique sur la

vitesse de guérison des sites donneurs.

Une prochaine étude devra étre multicentrique pour augmenter le recrutement de
patients. Les patients seraient exposés aux deux types de controle, ce qui permettrait de

comparer directement les deux traitements.

Compte tenu des sommes d’argent impliquées, il serait également souhaitable de

mettre sur pied une analyse colits-efficacité.
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