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Ré sumé  

L’utilisation des allogreffes en orthopédie est très fréquente. Les banques de tissus 

distribuent ces tissus le plus souvent sous forme congelée ou après traitement physico-

chimique. Cette dernière modalité permet une facilité de conservation et de distribution des 

tissus. Un nouveau procédé de traitement basé sur l’utilisation du Dioxyde de Carbone 

supercritique (CO2sc) sans aucun ajout de substance chimique a été développé. L’objectif de ce 

travail était de comparer les propriétés mécaniques, structurelles et biologiques de l’os traité 

selon ce nouveau traitement versus de l’os conservé selon d’autres modalités reconnues. 

 Les tests mécaniques ainsi que les analyses histomorphométriques (microscanner) et de 

surface (MEB) ont permis de constater que l’os nettoyé était globalement plus rigide du fait de 

la délipidation mais conservait une micro/nano structure proche de celle de l’os congelé. 

Les cultures d’ostéoblastes ont montré que l’os traité au CO2sc gardait des capacités 

d’ostéogénèse similaire au gold standard qu’est l’os congelé. Plus intéressant encore, il a été 

démontré l’impact négatif sur la biocompatibilité des résidus des substances chimiques présents 

sur les greffons traités par un procédé industriel. 

Le traitement au CO2sc ne modifie pas significativement les phénomènes d’adhérence et de 

formation du biofilm de 3 souches bactériennes (S. aureus et epidermidis, E. Coli) sur le tissu 

par rapport aux autres modes de conservation/traitement habituels. 

 Le CO2sc, qui agit comme un « solvant vert », apparaît donc comme une solution fiable 

et d’avenir pour le traitement des allogreffes de l’appareil locomoteur. Des travaux similaires 

sont à envisager sur les allogreffes tendineuses pour valider plus largement ce traitement. De 

même, des recherches sur les paramètres d’utilisation du CO2sc, en jouant aussi sur ses 

capacités d’imprégnation sont sans doute une voie d’optimisation des allogreffes dans le futur.  

   

Mots clé : allogreffe osseuse, tests mécaniques, histomorphométrie, cultures cellulaires, 

ostéoblastes, adhérence bactérienne, CO2 supercritique.   
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Ré sumé  (anglais) 

The use of allografts in orthopedics is very common. Tissue banks usually provide these 

tissues in deep frozen form or after physico-chemical processing. The latter method enables 

easy preservation and distribution of tissues. A new treatment process based on the use of 

supercritical Carbon Dioxide (CO2sc) without any addition of chemical substance has been 

developed. The objective of this work was to compare the mechanical, structural and biological 

properties of bone treated with this new process versus bone preserved with other recognized 

modalities. 

Mechanical tests as well as histomorphometric (microscanner) and surface (SEM) 

analyses showed that the cleaned bone was globally stiffer due to delipidation but maintained 

a micro/nano structure close to that of frozen bone. 

The osteoblast cultures revealed that the bone treated with CO2sc kept osteogenesis capacities 

similar to the gold standard which is frozen bone. More interestingly, it was demonstrated the 

negative impact on biocompatibility of chemical residues present on grafts treated by an 

industrial process. 

The CO2sc treatment does not significantly modify the phenomena of adhesion and biofilm 

formation of 3 bacterial strains (S. aureus and epidermidis, E. Coli) on the tissue compared to 

the other usual conservation/treatment methods. 

The CO2sc, which acts as a "green solvent", thus appears to be a reliable and promising 

solution for the treatment of allografts of the musculoskeletal system. Similar studies are to be 

considered for tendon allografts in order to validate this treatment more widely. Similarly, 

research on the parameters of use of CO2sc, by also playing on its impregnation capacities, is 

undoubtedly a way to optimize allografts in the future.   

 

Key words: bone allograft, mechanical testing, histomorphometry, cell culture, osteoblasts, 

bacterial adhesion, supercritical Carbon Dioxide. 
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1. Introduction générale, contexte et objectifs 

 

Les allogreffes tissulaires de l’appareil locomoteur, en particulier osseuses, sont 

d’utilisation très ancienne. Même si de multiples faits historiques rapportent des équivalents de 

greffes ostéoarticulaires dès le Moyen-Age, la première allogreffe osseuse est attribuée à Mac 

Ewen en 1878 en Ecosse pour une cure de pseudarthrose septique. Néanmoins les limites de la 

médecine de cette période (asepsie, conservation, matériel médical...) vont faire que ces 

allogreffes sont restées exceptionnelles avant la deuxième moitié du XXe siècle(1).  

A partir des années 1980, l’essor de la chirurgie prothétique articulaire et donc des révisions 

prothétiques, mais aussi de la chirurgie tumorale des membres, couplé à la facilité de 

conservation des tissus ont fait que l’utilisation des allogreffes osseuses est devenue une 

pratique courante. Dans les années 2000 aux Etats-Unis, 800 000 allogreffes osseuses étaient 

réalisées(2) tandis qu’en 2016 en France, l’Agence de Biomédecine rapportait l’utilisation 

d’environ 53 000 allogreffes osseuses. Malgré le développement des biomatériaux de 

substitution, les allogreffes restent le substitut osseux le plus utilisé en Europe(3). Des disparités 

importantes existent cependant entre les pays principalement dues à la disponibilité des tissus 

et aux habitudes chirurgicales, mais dans tous les cas toutes les études montrent un 

accroissement de l’utilisation et de la demande(4). 

 

En France, la collecte, la sécurisation, la conservation et la distribution des greffons sont 

assurées par des Banques de Tissus sous le contrôle de l’Agence de Biomédecine (ABM) et 

l’Agence française de sécurité sanitaire des produits de santé (AFSSAPS), encadrées par une 

directive Européenne sur les tissus et cellules humaines de 2004(5,6). 

Les greffons ont 2 origines possibles. Ce sont soit des résidus opératoires lors de chirurgie 

prothétique de hanche (tête fémorale de donneur vivant), soit des segments ostéo-cartilagineux 

ou des tissus mous prélevés lors de Prélèvements Multi-Organes et Tissus (PMOT) ou en post-

mortem sur donneurs décédés.  

Avant d’être implantable chez un être humain, le greffon va subir un bilan de sécurisation visant 

à limiter le risque de transmission d’agent pathogène. Il se décompose en 4 phases : - l’analyse 

des antécédents du donneur (infectieux, neurodégénératifs, cancéreux…), - un bilan biologique 

du donneur fixé par des textes réglementaires (sérologies virales de l’hépatite B et C (VHB et 

VHC), de la syphilis, de l’HTLV et du Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) au 

minimum), - un prélèvement bactériologique sur chaque greffon avant son conditionnement 
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stérile, - et au choix selon les recommandations du GESTO de 1994 : soit immédiatement un 

bilan de biologie moléculaire complémentaire par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

pour le VIH et le VHC, soit 4 mois plus tard le même bilan biologique qu’initialement sur le 

patient donneur, et/ou ultérieurement un traitement complémentaire du greffon.  

Ainsi sécurisé, le greffon pourra être conservé, le plus souvent par congélation directe à -80° 

Celsius (C.). C’est le mode de conservation historique qui reste la référence et pratiqué par 

toutes les banques de tissus à but non lucratif en France(4).  Facilement disponible, ce mode de 

conservation altère très peu les propriétés mécaniques (environ 1 % d’altération de la contrainte 

à rupture)(7) et diminue l’immunogénicité(8,9). Certaines banques de tissus préfèrent la 

cryoconservation à -180°C associée à un cryoconservateur comme le Diméthylsulfoxide 

DMSO afin de favoriser la survie cellulaire(10), mais cela complexifie le processus de 

conservation et surtout la logistique pour la distribution du greffon qui doit respecter la chaine 

du froid.     

Afin d’optimiser la sécurité microbiologique et de simplifier les conditions de conservation et 

de distribution (température ambiante), un traitement complémentaire du greffon peut être 

réalisé après le prélèvement. Il correspond à un processus de nettoyage aboutissant à un os sec 

pouvant dans certains cas être considéré comme stérilisant. Ce traitement est variable selon les 

banques de tissus mais repose sur l’association d’un procédé chimique plus ou moins complexe 

(délipidation et décellularisation par éthanol, solvants ou dénaturants protéiques puissants pour 

éliminer des Agents Transmissibles Non Conventionnels), puis d’un procédé physique (lavage 

mécanique avant décellularisation, irradiation gamma ou bêta, chaleur, lyophilisation). 

Néanmoins ce traitement complémentaire a potentiellement des conséquences néfastes au 

niveau biocompatibilité, à la fois pour des raisons mécaniques (diminution de la résistance et 

augmentation de la rigidité, modifications de la microstructure et de la surface) et biologiques 

(toxicité directe et indirecte sur les ostéoblastes).    

Les conservations par le froid et à température ambiante suite à un traitement présentent donc 

une complémentarité sur le plan biologique et mécanique mais aussi pour la diffusion des 

allogreffes osseuses. 

Dans tous les cas ces allogreffes osseuses en tant que substitut osseux n’ont principalement que 

des propriétés ostéoconductives.  Hormis le collagène, la majeure partie de la phase organique 

est morte ou inexistante et c’est donc la phase inorganique phosphocalcique qui va servir de 

structure « à la colonisation cellulaire par les cellules de l’hôte ».  L’ossification est centripète, 

à partir de l’os hôte, ce qui conduit à distinguer en premier lieu la fusion entre greffe et l’os 
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hôte, généralement acquise, et l’ostéo-intégration proprement dite du greffon, plus inconstante, 

et qui peut dépendre du type d’os (spongieux ou cortical) et de la technique opératoire utilisée. 

 

L’Ostéobanque est une Banque de Tissus à but non lucratif, créée le 16 mars 1998 

(Association loi 1901). Son activité historique était centrée sur les allogreffes obtenues à partir 

de résidus opératoires de têtes fémorales. La conservation était assurée par une congélation à -

80°C ou à température ambiante après un traitement complémentaire comprenant notamment 

des produits chimiques. Depuis 2016 et le développement d’une équipe mobile de chirurgiens 

préleveurs, des allogreffes osseuses massives et de tissus mous sont aussi distribuées après 

prélèvements lors de PMOT. C’est la seule banque de tissus en France proposant à tous les 

chirurgiens du territoire l’ensemble des tissus de l’appareil locomoteur. Actuellement les 

greffons issus de PMOT sont uniquement conservés sous forme congelée car aucun traitement 

complémentaire n’est validé sur ce type de tissus en France.  

Le comité scientifique de l’Ostéobanque a donc soumis l’idée de développer un traitement 

complémentaire qui permettrait de faciliter la logistique de conservation et distribution, mais 

surtout plus « biocompatible » et conservant les capacités structurelles du tissus frais afin de 

favoriser l’ostéointégration du greffon par les cellules hôtes. Les prérequis de ce 

traitement étaient : un nettoyage suffisant permettant d’obtenir un tissus sec conservable à 

température ambiante et adaptable aux différents types de tissus, une absence d’utilisation de 

produit chimique potentiellement toxique et une facilité de mise en œuvre.   

En collaboration avec l’équipe de recherche « Matériaux pour la Santé » de l’université 

Clermont Auvergne, un procédé de traitement complémentaire a été développé(11). Il repose 

sur l’association d’un nettoyage mécanique non agressif (bains à ultra-sons dans du sérum 

physiologique et centrifugations) puis d’un traitement d’extraction par Dioxyde de Carbone 

Supercritique (CO2sc). L’ensemble du traitement est réalisé à une température inférieure ou 

égal à 40°C pour ne pas dénaturer la trame collagénique. 

L’état supercritique est un état fluide de la matière obtenu après dépassement du point critique 

spécifique du corps pur (31°C et 74 Bar pour le CO2sc). Cet état présente une viscosité proche 

d’un gaz et une densité proche d’un liquide permettant une diffusivité très élevée. Le CO2sc est 

le fluide supercritique le plus commun du fait de ses propriétés fort intéressantes utilisées dans 

l’industrie agro-alimentaire et scientifique depuis 40 ans. Il agit comme un solvant "vert" 

totalement neutre, non toxique, facile à mettre en œuvre et à bas prix.  
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Les premiers travaux sur ce sujet(11) ont permis d’obtenir un traitement aboutissant à un os 

macroscopiquement propre et sec (Fig. 1). D’un point de vue histologique, la délipidation et la 

décellularisation étaient majeures.  Le traitement ne peut cependant pas être qualifié de 

stérilisant (viro-inactivateur et bactéricide) car il réduit la charge virale de 3,5 Logs et la charge 

bactérienne de 4 Logs en moyenne (contre 4 et 6 Logs respectivement demandé par les instances 

réglementaires SAL (Safety Assurance Level)). 

 

 

Figure 1 : Os spongieux (en haut) et cortical (en bas) congelés (à gauche) et après nettoyage par 

traitement au CO2sc (à droite). 

 

L’objectif de ce travail était de comparer les propriétés de l’os traité selon ce nouveau 

traitement complémentaire à base de CO2sc (« os CO2sc ») versus de l’os conservé selon 

d’autres modalités reconnues (congelé « os C », traité chimiquement « os CT » …) en évaluant : 

* les propriétés mécaniques et structurelles : 

- par une étude biomécanique. 

- par une étude histomorphométrique en microscanner (microCT), 

- par une étude d’analyse de surface en Microscopie Electronique à Balayage (MEB). 
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* la propriétés biologiques : 

- par une étude sur des cultures cellulaires eucaryotes (ostéogénèse), 

- par une étude sur des cultures cellulaires procaryotes (adhérence et développement bactérien). 

 

Chaque section sera présentée sous la forme d’un article indépendant. 
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2. Etude des propriétés biomécaniques et structurelles des allogreffes 

traitées  

 

Résumé 

L’utilisation des allogreffes osseuses est de plus en plus courante. Les propriétés 

mécaniques et structurelles intrinsèques du greffon sont d’une importance majeure pour 

l’ostéointégration. Les traitements de nettoyage actuels utilisant des produits chimiques ou 

physiques permettent d’augmenter la sécurité biologique mais peuvent perturber ces 

caractéristiques de l’os. Un nouveau traitement de nettoyage, de l’os spongieux et cortical, par 

lavage mécanique simple (sonication et centrifugation) et traitement au Dioxyde de Carbone 

Supercritique (CO2sc) a été mis au point. L’objectif était de comparer les résultats mécaniques 

et structurelles des allogreffes nettoyées avec ce traitement versus conservées par congélation 

à -80°C. Des tests de flexion en 3 points, en compression et de dureté ont été réalisées pour 

l’analyse biomécanique. Les caractéristiques structurelles des allogreffes ont été évaluées en 

micro-scanner (histomorphométrie) et en Microscopie Electronique à Balayage (analyse de 

surface). L’ensemble des données ont permis de constater que l’os nettoyé était globalement 

plus rigide du fait de la délipidation mais conservait une structure similaire à l’os congelé. On 

peut donc considérer que l’os nettoyé par ce nouveau traitement conserve des propriétés 

mécaniques et structurelles proches de l’os congelé.  
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Introduction 

Le tissu osseux est un matériau complexe de par sa structure composite (phase minérale 

et phase organique) et multi-échelles qui lui confère des propriétés élasto-plastiques et un 

comportement anisotrope mais aussi des propriétés biologiques. Aussi dans le cas d’une perte 

de substance osseuse, une allogreffe osseuse va permettre le comblement de la zone et ainsi 

jouer à la fois un rôle mécanique et un rôle de trame ostéoconductive. Il existe en effet un lien 

étroit entre propriétés mécaniques et biologiques du greffon ; d’ailleurs sur le moyen/long 

terme, seule sa bonne ostéointégration sera garante de ses capacités mécaniques.  

Les propriétés structurelles intrinsèques du greffon sont donc d’une importance majeure 

durant les premiers mois suivants la greffe. A l’échelle macroscopique, le greffon (en 

association avec le moyen d’ostéosynthèse ou prothétique) va devoir résister aux contraintes 

locales cycliques. Le risque évolutif étant une fracture du greffon par fatigue à court/moyen 

terme. A l’échelle micro et nanoscopique, les caractéristiques microarchitecturales du greffon 

vont avoir un impact sur l’ostéointégration et les capacités biomécaniques. On considère 

généralement que la taille des pores et le taux de porosité favorisent la repousse osseuse mais 

au détriment des propriétés mécaniques(1,2). La surface spécifique du greffon est aussi 

probablement primordiale puisqu’il est souvent dit que la repousse osseuse se déroule par 

épitaxie(3). 

Les différents traitements complémentaires existants entraînent des modifications structurelles 

et biomécaniques des greffons spongieux ou corticaux, en altérant à la fois leurs trames 

organique et inorganique. A titre d’exemples, l’irradiation gamma (à la dose habituelle de 25 

kGy) altère d’environ 20% la résistance en flexion de l’os cortical(4,5) ; le nettoyage mécanique 

et la lyophilisation entraînent une augmentation du module de Young (rigidification) de l’os 

spongieux(6) et peuvent détruire des travées osseuses; les produits chimiques (solvant, alcool, 

détergent, urée, soude, peroxyde d’hydrogène…) altèrent la structure protéique et le collagène 

fibrillaire, pouvant aboutir dans certains procédés à des baisses  de 35% des capacités 

mécaniques(7).  

Dans ce contexte, nous avons développé un nouveau procédé de traitement complémentaire à 

la fois pour l’os spongieux et cortical n’utilisant aucun produit chimique. Il repose sur 

l’association d’un nettoyage mécanique non agressif (bains à ultra-sons dans du sérum 

physiologique et centrifugations) puis un traitement d’extraction par Dioxyde de Carbone 

Supercritique (CO2sc). L’ensemble du traitement étant réalisé à une température inférieure ou 

égale à 40°C pour ne pas dénaturer la trame collagénique. 
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L’effet sur les propriétés mécaniques et structurelles du greffon osseux de ce nouveau 

traitement sans adjonction de produit chimique n’a jamais été évalué. 

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer les caractéristiques mécaniques et 

structurelles d’un os traité par ce nouveau procédé (« os CO2sc »), versus conservé par 

congélation (« os C »). 

L’hypothèse était qu’il n’y avait pas de différence entre ces 2 types de greffons osseux. 

 

Matériel et Méthodes 

Autorisation éthique 

L’ensemble des tissus et cellules d’origine humaine proviennent de la banque de tissus 

Ostéobanque et du service d’orthopédie et traumatologie du CHU de Clermont-Ferrand qui 

bénéficient d’une autorisation d’utilisation pour la recherche (DC-2021-4555). 

 

Etude des propriétés biomécaniques par tests mécaniques macroscopiques 

Des essais mécaniques de flexion en 3 points et en compression étaient effectués sur un 

dispositif de traction-compression/torsion hydraulique MTS 20M, équipé d'une plate-forme de 

pliage à 3 points (plage de 40 mm) et de plaques de compression (Fig. 1). L'unité est contrôlée 

par un logiciel de gestion pendant toute la procédure de tests et de traitement des résultats. Un 

capteur de force de 500 daN était disponible pour ces tests destructifs. La mesure de la 

déformation a été suivie à partir de l'enregistrement de la traverse (résolution 100 μm). La 

vitesse de déplacement de la traverse a été réglée pendant les essais à 3 mm/min. Pour faciliter 

l'analyse des résultats et permettre une comparaison des réponses mécaniques entre différents 

échantillons, les résultats ont été enregistrés en contraintes et déformations conventionnelles, 

calculées à partir de la taille apparente des échantillons.  

Le test de flexion en 3 points permettait de déterminer une courbe contrainte-déformation, un 

module d’élasticité de Young (MPa), la contrainte associée au point de rupture (MPa) et la 

déformation à la rupture (%). 

Pour le test en compression, le module apparent (MPa), la contrainte apparente maximale (MPa) 

et la déformation apparente maximale (%) étaient mesurés. 

Ces essais ont été réalisés sur 10 échantillons d’os spongieux et 10 échantillons d’os cortical de 

fémur provenant de 10 donneurs différents pour chacun des groupes « os C » et « os CO2SC ».  

Pour les essais en flexion, les échantillons avaient une forme de parallélépipède de 

60x10x10mm, tandis que pour les essais en compression ils étaient cubiques (10x10x10mm). 
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Les échantillons du groupe « os C » étaient décongelés selon un protocole similaire à celui 

utilisé en pratique clinique, c’est-à-dire progressivement en passant par une décongélation à -

20°C pendant 6 heures puis à température ambiante dans du serum physiologique pendant 20 

minutes.  

Un 3e test mécanique de dureté de surface était effectué. La dureté Shore A, a été 

mesurée sur un duromètre Shore équipé d'une tête spécifique. Cet essai a été réalisé sur 75 

échantillons (de forme parallélépipède de 20x10x10mm) pour chaque groupe d’os. 

 

Fig. 1 : Test de flexion en 3 points (dispositif de traction/compression MTS 20M) sur une 

baguette d’os cortical traitée au CO2sc. 

 

Etude des propriétés histomorphométriques en microscanner 

Les analyses ont été réalisées sur un micro-CT pQCT XCT-3000 (Stratec biomed) (Fig. 

2), avec le logiciel ImageJ (National Institutes of Health) et le plugin BoneJ.  La résolution 
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maximale du micro-CT est 137μm. La puissance de rayons X est de 12,5W, le voltage du tube 

de 61,2kV et l’intensité du courant de 0,204mA. 

Cinq échantillons (A, B, C, D, E) d’os spongieux (dimensions 10x10x30mm) ont été 

prélevés sur l’extrémité inférieure du fémur de 5 donneurs différents au cours de PMOT (3 

hommes et 2 femmes d’âge moyen 56+/-12 ans). Chaque échantillon était ensuite coupé en 2 

(dimensions 10x10x15mm). Un fragment était conservé par congélation à -80°C (groupe « os 

C ») et l’autre était nettoyé par le traitement au CO2sc puis conservé à température ambiante 

(groupe « os CO2sc »). 

Les mesures étaient effectuées sur 5 coupes successives (espacées chacune de 2mm) 

pour chaque fragment. 

Différentes analyses histomorphométriques ont été effectuées(8): 

* des analyses morphologiques : 

- la densité minérale osseuse trabéculaire (DMO) (en mg/cm3) ; 

- le rapport BV/TV, correspondant au volume d’os minéralisé (BV) sur le volume total (TV) 

(en %) ; 

- l’épaisseur des travées osseuses (Tb.th) (en mm) ; 

- l’espace entre les travées osseuses (Tb.sp) (en mm). 

* des analyses topologiques : 

- l’anisotropie, correspond à l’organisation directionnelle préférentielle d’un matériau dans 

l’espace.  Une anisotropie égale à 0 signifie qu’il n’y a pas d’orientation particulière des travées. 

Si elle est égale à 1 cela signifie qu’il y a une orientation spécifique de toutes les travées. ; 

- la connectivité, représentant le nombre de connexions entre les travées osseuses. 

* des analyses de texture : 

- la dimension fractale est un reflet de la complexité tridimensionnelle micro-architecturale 

d’une surface ; 

- le Structure Model Index (SMI) permet de quantifier la morphologie de la structure selon 

qu’elle est préférentiellement formée de plaques ou de poutres. Une structure en plaque aura 

une valeur proche de 0 et une structure en poutre une valeur proche de 3. 
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Fig. 2 : Os spongieux traité au CO2sc, analysé en micro-CT pQCT XCT-3000 (Stratec biomed). 

 

Etude de surface en Microscopie Electronique à Balayage 

Chaque échantillon était fixé, après lavage au PBS, avec du Glutaraldéhyde 1.6% dans 

du tampon cacodylate de sodium 0.2M pH 7.4 (Delta microscopies) à 4°C. Les images étaient 

réalisées par le Centre Imagerie Cellulaire Santé (CICS) de la faculté de médecine de Clermont-

Ferrand avec un MEB XL 30 (Philips). 

L’analyse en MEB avait pour but d’illustrer la microarchitecture et la surface des 

greffons osseux spongieux des groupes « os C » et « os CO2sc », à 3 échelles différentes 

(grossissement x30, x100 et x1000). Après une évaluation visuelle subjective de l’aspect de la 

surface, un comptage manuel du nombre de cavités médullaires de grande et petite tailles 
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(supérieure ou inférieure à 25μm respectivement) était réalisé 2 fois (à une semaine d’intervalle) 

pour chaque groupe d’os, sur 5 images à grossissement x100 sélectionnées au hasard. 

  

Statistiques 

Les analyses statistiques étaient réalisées avec le logiciel Excel (Microsoft). Les 

résultats étaient exprimés à l’aide de moyenne et écart-type (EC), et comparés à l’aide du test 

de Student. Le seuil de significativité choisi était p <0,05. 

Pour les analyses histomorphométriques en microscanner, les résultats de chaque 

paramètre sont présentés sous la forme d’une moyenne et EC globale des 5 coupes de tous les 

échantillons. 

Dans le cas du comptage du nombre de cavités par image au MEB, un coefficient de 

corrélation entre les 2 séries de comptage a été calculé.  

 

Résultats 

Etude des propriétés biomécaniques par tests mécaniques macroscopiques 

 D’un point de vue global, l’os spongieux (Tableau 1) et l’os cortical (Tableau 2) traités 

au CO2sc présentaient un module d’élasticité et une contrainte à rupture plus élevés, mais une 

déformation plus faible que l’os congelé.  

Ces différences étaient significatives uniquement pour les tests en compression pour l’os 

spongieux, tandis qu’elles étaient significatives uniquement pour les tests en flexion pour l’os 

cortical. 

La dureté était aussi significativement plus élevée pour l’os traité spongieux (+15% environ, p 

= 0,01), mais pas pour l’os cortical. 

En d’autres termes, l’os traité était plus rigide, résistant et dur mais moins déformable (donc 

plus fragile) que l’os congelé.  
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Caractérisation mécanique « Os C » « Os CO2sc » p-value 

Flexion 3 points    

Module de Young (MPa) 197.7+/-103.3 261.3+/-197.9 0,09 

Contrainte à la rupture (MPa) 6.7+/-4.4 9.7+/-4.8 0,11 

Déformation à la rupture (%) 9.2+/-7.1 7.9+/-6.2 0,57 

Compression    

Module apparent (MPa) 114.7+/-69.0 354.9+/-261.6 0,004 

Contrainte max.(app) (MPa) 6.1+/-3.5 11.2+/-6.8 0,01 

Déformation max.(app) (%) 8.5+/-3.4 6.2+/-3.8 0,11 

Dureté Shore A 70.5+/-8.8 82.6+/-9.0 0,01 

Tableau 1 : Résultats des tests mécaniques sur l’os spongieux. 

 

 

Caractérisation mécanique « Os C » « Os CO2sc » p-value 

Flexion 3 points    

Module de Young (MPa) 393.3+/-362.8 891.0+/-1174.5 0,04 

Contrainte à la rupture (MPa) 37.6+/-20.5 45.9+/-26.6 0.02 

Déformation à la rupture (%) 23.5+/-13.7 10.9+/-5.8 0,001 

Compression    

Module apparent (MPa) 
1517.8+/-

809.3 
1510.3+/-414.4 0,6 

Contrainte max.(app) (MPa) NA NA  

Déformation max.(app) (%) NA NA  

Dureté Shore A 86.3+/-5.4 84.8+/-8.8 0,08 

Tableau 2 : Résultats des tests mécaniques sur l’os cortical. 

 

Etude des propriétés structurelles en microscanner 

Les résultats de la moyenne des 5 échantillons (moyenne de A+B+C+D+E) sont 

présentés dans le tableau 3. Aucune différence significative n’a été retrouvée entre les 2 groupes 

d’os, que ce soit sur les paramètres morphologiques, topologiques ou de texture. 
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 Groupe « Os C » Groupe « Os CO2sc » p-value 

Densité trabéculaire (mg/cm3)  143,16 ± 26,79 134,92 ± 22,76 0,25 

BV/TV (%) 41,25 ± 5,00 44,26 ± 8,00 0,15 

Tb.th (mm) 0,493 ± 0,16 0,502 ± 0,08 0,81 

Tb.sp (mm) 0,795 ± 0,35 0,795 ± 0,34 0,99 

Anisotropie 0,681 ± 0,27 0,653 ± 0,31 0,74 

Connectivité  674,205 ± 410,69 474,245 ± 338,74 0,07 

Dimension fractale  2,898 ± 0,32 2,913 ± 0,28 0,87 

Structure Model Index 3,147 ± 0,79 3,347 ± 0,52 0,29 

Tableau 3 : Résultats moyens des différents paramètres histomorphométriques de l’ensemble 

des échantillons d’os spongieux. 

 

L’analyse des résultats de chaque échantillon d’os permet d’apporter certains éléments 

complémentaires : 

- aucune différence significative n’a été retrouvée sur les 5 échantillons concernant les 

paramètres densité trabéculaire et rapport BV/TV ; 

- l’épaisseur des travées (Tb.th) était significativement différente pour 3 échantillons. Les 

travées étaient plus épaisses (+25% environ) dans le groupe « os CO2sc » pour deux 

échantillons (p = 0,05), mais étaient plus fines (-30% environ) pour un autre échantillon (p = 

0,04). ; 

- l’espace inter-trabéculaire (Tb.sp) était significative plus grand (+30% environ) dans le groupe 

« os C » (p = 0,02) pour un échantillon ; 

- la connectivité était très significativement plus faible (-55% environ) dans le groupe « os 

CO2sc » (p = 0,001) pour un échantillon ; 

- la dimension fractale était significativement plus élevée (+5% environ) dans le groupe « os 

CO2sc » pour deux échantillons (p = 0,03 et 0,05 respectivement) ; 

- le Structure Model Index était significativement différent pour 3 échantillons. Il était plus 

faible (-20% environ) dans le groupe « os CO2sc » pour deux échantillons (p = 0,04 et 0,03 

respectivement), alors qu’il était plus élevé (+120% environ) pour un autre échantillon (p = 

0,001). 

 

Etude de surface en Microscopie Electronique à Balayage 

A faible et moyen grossissements (Fig. 3 et 4), les images du groupe « os C » et « os 

CO2sc » sont très proches. La structure trabéculaire est respectée. La surface des travées du 

groupe « os CO2sc » semble plus rugueuse (Fig. 3c) et les cavités intertrabéculaires plus 

« vides » que dans le groupe « os C » (Fig. 4d). 



22 
 
 

 

  

 

Fig. 3 : Images en MEB à faible grossissement (x30) d’os spongieux des groupes « os C » (a et 

b) et « os CO2sc » (c et d). 
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Fig.4 : Images en MEB à moyen grossissement (x100) d’os spongieux des groupes « os C » (a 

et b) et « os CO2sc » (c et d). 

 

 A fort grossissement (Fig. 5) l’aspect des 2 groupes d’os apparait légèrement différent. 

La surface des « os C » est moins rugueuse que celle des « os CO2sc » (Fig. 5 a et b). Dans le 

groupe « os CO2sc », on note un aspect fibrillaire multidirectionnel (Fig. 5c) et plus « rugueux » 

et « grumelé » (Fig. 5d).  
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Fig. 5 : Images en MEB à fort grossissement (x1000) d’os spongieux des groupes « os C » (a 

et b) et « os CO2sc » (c et d). 

 

 Le coefficient de corrélation des 2 séries de comptage de cavités médullaires par image 

était bon à 0,81. En moyenne 10,2+/-3,3 et 9,1+/-3,1 grandes cavités (>25μm) (pour le groupe 

« os C » et « os CO2sc » respectivement) étaient retrouvées par image à un grossissement x100 

(p = 0,4).  Dans le groupe « os CO2sc » on dénombrait significativement plus de petites cavités 

(<25μm) (12,3+/-2,3 versus 9,1+/-3,1, p = 0,02). 

 

Discussion 

Cette étude comparative évalue l’effet d’un traitement par CO2sc après lavage 

mécanique simple (sans adjonction de co-solvant chimique) sur les propriétés mécaniques et 

structurelles de l’os humain versus de la congélation à -80°C. Le maintien des caractéristiques 

spécifiques de l’os natif est essentiel à la fois pour la reconstruction physique de la perte de 

substance et pour l’ostéointégration. L’analyse combinée de l’ensemble des paramètres mesurés 
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permet de confirmer l’hypothèse que ce traitement n’entraîne que de faibles modifications de 

ces propriétés pour l’os spongieux et cortical. 

   Les tests mécaniques macroscopiques rapportaient que l’os traité CO2sc était plus rigide, 

résistant et dur mais moins déformable que l’os congelé. Ces différences étaient significatives 

pour les tests en compression pour l’os spongieux, et pour les tests en flexion 3 points pour l’os 

cortical. Ces constatations étaient attendues car l’os est un matériau biphasique, composé d’une 

phase fluide et d’une phase solide, expliquant son comportement viscoélastique, 

particulièrement pour le tissu spongieux. Le traitement de l’os entraîne une déshydratation et 

rigidification du fait de la « délipidation » avec un accroissement du module d’élasticité(6,9). 

Les études mécaniques sur l’os spongieux sont nombreuses et retrouvent des résultats 

similaires(10–13). Les comparaisons directes des valeurs sont cependant difficiles du fait des 

écarts types importants dus à la variabilité des os testés (patients et localisations anatomiques 

différentes). Au contraire, peu de données sont disponibles sur l’effet des procédés de traitement 

physico-chimique sur l’os cortical (en dehors de l’irradiation et de la lyophilisation) car ils ne 

sont en général pas validés sur ce type d’os.  

 Les résultats mécaniques sont supportés par l’analyse histomorphométrique de la 

structure osseuse qui ne retrouvait aucune différence significative pour l’ensemble des critères 

entre les 2 groupes d’os. Le traitement de nettoyage n’entrainait donc pas d’altération de la 

densité osseuse volumique ni de la structure spatiale. Les valeurs moyennes des différents 

paramètres mesurés correspondaient à celles d’une population adulte non ostéoporotique, ce 

qui était conforme à notre recrutement(14,15).  

 L’étude de la surface osseuse en MEB montrait que les cavités médullaires 

apparaissaient plus « vides » et plus nombreuses (petites cavités inférieures à 25μm) dans le 

groupe « os CO2sc » que dans le groupe « os C ». De même à fort grossissement, l’aspect de la 

surface dans le groupe « os CO2sc » était plus fibrillaire pouvant correspondre à l’organisation 

collagénique. Ces constations peuvent être expliquées par l’effet de « nettoyage » du lavage 

mécanique simple associé au traitement CO2sc par rapport à un os cryoconservé. Ceci confirme 

les données de Rasch et al.(16), qui avait déjà rapporté des résultats similaires sur des 

traitements chimiques de l’os mais aussi sur l’effet majeur de la sonication sur la 

décellularisation.   

 Cette étude présente des limites notamment dues aux variations inter-individuelles des 

propriétés osseuses. Même si ce biais a été contrôlé en partie grâce à la méthodologie de 

comparaison directe d’un fragment du groupe « os C » et « os CO2sc » provenant du même 
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patient (et de la même zone anatomique) pour chacune des mesures, on constate de grands 

écarts-types dans les résultats entraînant une diminution de la puissance de l’étude. Une autre 

limite concernant les tests mécaniques est que les tests réalisés sont des tests de charges 

statiques et non cycliques comme celles réellement reçues par un os en réalité. Concernant 

l’analyse histomorphométrique, une résolution de micro-CT meilleure (<100μm) aurait permis 

d’obtenir une vision plus fine et objective des caractéristiques tridimensionnelles de l’os(15) en 

complément du MEB. Enfin, les comparaisons ont été effectuées versus de l’os congelé et non 

frais, car c’est le mode de conservation de référence des allogreffes et que les conséquences 

mécaniques de cette conservation sont négligeables(17).     

 

Conclusion 

L’os humain cortical ou spongieux traité par un nouveau procédé sans aucun solvant 

chimique conserve des propriétés mécaniques et structurelles proches de l’os congelé à -80°C. 

Des travaux sont désormais nécessaires pour valider les propriétés biologiques, notamment par 

l’évaluation de la recolonisation osseuse ostéoblastique (prolifération et différenciation).   
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3. Etude des propriétés biologiques des allogreffes traitées avec des 

cultures cellulaires eucaryotes (ostéogénèse) 

 

Résumé 

Introduction : Les allogreffes tissulaires osseuses sont d’utilisation ancienne. Deux grands 

modes de conservation des allogreffes existent : par le froid (congélation), ou à température 

ambiante après un traitement complémentaire de nettoyage utilisant des substances chimiques. 

Ces substances sont considérées comme potentiellement nocives pour l’être humain.  

Les objectifs de l’étude étaient de rechercher la présence de résidus de substances chimiques 

sur une allogreffe osseuse traitée, et de comparer leur biocompatibilité in vitro avec des 

allogreffes congelées. 

Matériels et Méthodes : L’évaluation de la présence de résidus de substance chimique a été 

réalisée par méthode de chromatographie en phase liquide à haute performance HPLC après 

extraction sur un os traité chimiquement industriellement. L’analyse de la biocompatibilité a 

été faite à partir de cultures d’ostéoblastes primaires de rats Wistar cultivés sur des disques d’os 

congelés (groupe « os F »), ou traités avec du dioxyde de carbone supercritique sans adjonction 

d’aucune substance chimique (groupe « os CO2sc »), ou traités industriellement avec des 

substances chimiques (groupe « os CT »). Une mesure de viabilité cellulaire (XTT) était faite 

après une semaine de culture. La différenciation ostéoblastique était évaluée après 1, 7 et 14 

jours de culture par mesure de l’activité Phosphatase alcaline (ALP) directement sur les disques 

d’os et indirectement sur le tapis cellulaire au voisinage des disques d’os. 

Résultats : Des résidus de toutes les substances chimiques utilisées ont été retrouvés sur « l’os 

CT ». Il n’y avait de différence significative de viabilité cellulaire entre les 3 groupes d’os. Les 

activités ALP directe et indirecte étaient significativement plus faibles (-40 à -80%) pour le 

groupe « os CT » après 7 et 14 jours de cultures (p < 0,05).  

Conclusion : Les résidus des substances chimiques utilisées lors du procédé de nettoyage des 

allogreffes osseuses entraîne une diminution de leur biocompatibilité in vitro. Les procédés de 

nettoyage des tissus doivent évoluer en limitant ou remplaçant ces substances chimiques afin 

de favoriser la biocompatibilité.    
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Introduction 

L’autogreffe osseuse, malgré ses capacités d’ostéoconduction et d’ostéoinduction, 

présente des limites évidentes à son utilisation (faible disponibilité et morbidité du site de 

prélèvement), qui font que la recherche sur les substituts de l’os a toujours été active. De 

nombreuses possibilités ont été développées mais les substituts d’origine osseuse humaine 

(allogreffes) restent une des solutions privilégiées(1). Dans un but de sécurisation (inactivation 

des pathogènes transmissibles potentiels) et afin de faciliter les conditions de conservation et la 

distribution, des traitements complémentaires ont été développés.  

 

Un traitement complémentaire doit idéalement, en plus d’assurer une décellularisation 

complète, conserver les propriétés mécaniques initiales et surtout assurer un haut degré de 

biocompatibilité avec les cellules colonisatrices in situ, assurant la régénération osseuse(2). 

Les traitements actuellement présents sur le marché utilisent tous des substances 

chimiques tels que l’acétone, l’urée, l’éthanol, la soude, le peroxyde d’hydrogène ou des 

détergents hyperosmolaires. Erivan et al.(3) a démontré que des traces significatives des 

différents produits chimiques utilisés lors d’un traitement complémentaire industriel étaient 

retrouvées à la surface de l’os traité. A titre d’exemple, au minimum 0.625 g d’acétone, 14.03g 

d’éthanol et 21.25 mg d’urée étaient retrouvés par kilogramme d’os. On peut donc facilement 

émettre l’idée que ce type de traitement peut vraisemblablement être optimisé d’un point de vue 

biocompatibilité(4), mais aucune des banques de tissus n’a étudié spécifiquement cette 

problématique. 

 

Les études histologiques d’évaluation de l’ostéointégration chez l’homme sont rares et 

difficiles à interpréter car dépendant aussi de l’indication thérapeutique et de la technique 

chirurgicale. Chaque banque de tissus ayant un traitement complémentaire a validé 

l’ostéointégration de ses greffons à partir d’études cliniques et radiologiques. Cependant, 

l’ostéointégration des allogreffes est en général partielle avec des zones revascularisées qui vont 

« s’intégrer » et d’autres non(4). Les analyses de biocompatibilité in vivo chez l’humain ou 

l’animal sont difficiles à mettre en œuvres et sujettes à de multiples biais. Ainsi, le moyen le 

plus simple et reproductible pour s’assurer de la biocompatibilité de ces greffons passe par des 

études in vitro. 
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L’objectif principal de cette étude était d’évaluer la biocompatibilité in vitro de l’os 

traité par CO2sc avec des ostéoblastes versus de l’os congelé. L’hypothèse était que la 

biocompatibilité des 2 types d’os était équivalente. 

 L’objectif secondaire était d’évaluer la biocompatibilité in vitro d’un os traité 

industriellement comprenant des étapes avec des substances chimiques. 

 

Matériel et Méthodes 

Autorisation éthique 

L’ensemble des tissus d’origine humaine provient de la banque de tissus Ostéobanque 

et du service d’orthopédie et traumatologie du CHU de Clermont-Ferrand qui bénéficient d’une 

autorisation d’utilisation pour la recherche (DC-2021-4555). Concernant les cellules de rats 

Wistar, elles ont été obtenues post-mortem dans au sein de l’animalerie de l’INRAE de 

Clermont-Ferrand (IEN-UNH-UMR1019 / accréditation n°E-6334515). 

 

Origine et conservation des allogreffes osseuses 

 L’ensemble des tissus osseux (spongieux et cortical) provenait de fémur obtenu lors de 

4 Prélèvements Multi-Organes et Tissus (PMOT) et donneurs vivants.  

Des fragments d’os cortical étaient découpés sous la forme de disque de 10mm de 

diamètre et de 3mm d’épaisseur. Ils étaient ensuite répartis en 3 groupes selon leur mode de 

conservation : 

- congélation directe à -80°C sans adjonction de conservateur (groupe « os C ») ; 

- à température ambiante, après un traitement complémentaire associant un lavage mécanique 

au serum physiologique puis avec du dioxyde de carbone supercritique (scCO2) sans adjonction 

d’aucune substance chimique (groupe « os CO2sc ») ; 

- à température ambiante, après un traitement complémentaire industriel associant un lavage 

mécanique avec de l’eau et un détergent contenant de l’hydroxyde de sodium NaOH, de 

l’hypochlorite de sodium NaClO et du pyrophosphate du tetrapotassium K4O7P2, puis des bains 

successifs de divers substances chimiques (propanone C3H6O, urée CH₄N₂), avant une 

déshydratation par de l’éthanol C2H5OH et un séchage thermique (groupe os « CT »).  

Avant la mise en contact avec les cultures cellulaires, la stérilité des fragments était 

assurée par un bain dans de l’éthanol à 70% pendant 5 minutes suivi de 3 rinçages successif par 

une solution de PBS (Gibco), puis séchage à température ambiante sous hotte aspirante.  
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Cultures cellulaires in vitro 

Type cellulaire 

Des cellules ostéoblastiques primaires de rat ont été isolées par voie enzymatique à partir 

d'explants obtenus à partir de crâne fœtal de rat Wistar, comme décrit précédemment(5–7). Des 

morceaux d'os ont été digérés séquentiellement dans une solution de α-MEM, 1% de 

pénicilline/streptomycine (p/s), collagénase IA (0,1%), dispase II (0,2%) à 37°C et incubés 15 

minutes 4 fois à 37°C. Les cellules de crâne de rat obtenues ont été regroupées et ensemencées 

à une densité initiale de 10 000 cellules/cm2 dans du milieu α-MEM additionné de 10 % de 

sérum bovin fœtal (FBS) et de 1 % de p/s en atmosphère contrôlée (5 % CO2 / 95 % air, 90 % 

hygrométrie et 37°C) jusqu’à confluence pour repiquage ou congélation.   

 

Mise en culture des ostéoblastes sur les 3 groupes d’os 

 Chaque disque d’os était placé dans un puit de plaque de culture (plaque 12 puits 

(Falcon)), et ensemencé avec 35 000 ostéoblastes (10 000 cellules /cm²). Deux millilitres de 

milieu de culture recouvraient l’ensemble. Les plaques étaient ensuite placées en étuve à 37°C 

et 5% de CO2, sans agitation. Le milieu de culture était changé 3 fois par semaine avec 

quantification au bout d’une semaine. 

 

Evaluation quantitative de la viabilité cellulaire par méthode XTT 

Le principe du XTT est de mesurer la viabilité des cellules sur la base de l'activité de 

leurs enzymes mitochondriales, qui réduisent le XTT (oxydoréduction du tétrazolium). Cette 

activité est perdue à la mort des cellules. 

Après une semaine de mise en culture, les mesures ont été réalisées à l’aide d’un kit Cell 

Proliferation Kit II XTT (Roche), avec une lecture en spectrophotométrie à une longueur d’onde 

de 490 nm. 

Les résultats sont présentés en pourcentage, en prenant comme référence (100%) le résultat du 

groupe « os C ». 

L’expérience a été réalisée en douze exemplaires pour les 3 groupes d’os. 

 

Evaluation de la différenciation ostéoblastique et de l’activité de minéralisation par 

dosage de l’activité Alcaline Phosphatase (ALP) 

L’ALP est considéré comme un marqueur précoce de la différenciation ostéoblastique. 

Le principe du test repose sur un dosage enzymatique. Les cellules sont lysées et mises en 
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présence de tampon Buffer avec du pNPP (p-nitrophényl phosphate) qui sera hydrolysé en 

paranitrophénol et en phosphate en présence de phosphatase alcaline. 

Les mesures d’ALP ont été réalisées à l’aide d’un kit Alkaline Phosphatase Diethanolamine 

Detection (Sigma-Aldrich) selon les recommandations du fournisseur. Les cellules étaient 

détachées des disques avec 400 µL de tampon d’extraction et de lyse RIPA (Thermo Scientific) 

et centrifugées à 13 000G pendant 10 minutes à 4°C. La densité optique était mesurée par 

spectrophotométrie à 405nm toutes les 3minutes. 

En parallèle et suivant le même protocole de préparation des cellules, un dosage colorimétrique 

des protéines totales était réalisé par BCA à l’aide d’un kit Bicinchroninic Acid Protein Assay 

(Sigma-Aldrich). Il s’agit d’un dosage colorimétrique basé sur l’acide bicinchoninique qui, en 

présence de protéines, réagit avec le cuivre formant un complexe pourpre. Une gamme étalon 

a été réalisée à l’aide de sérum bovin albumin (Interchim - UP 36859A). La lecture se fait 

également par spectrophotométrie à 562 nm. 

Le rapport activité ALP / quantité de protéines totale (BCA) permet ainsi d’obtenir l’activité 

ALP spécifique. 

Les résultats étaient présentés en pourcentage, en prenant comme référence (100%) le résultat 

du groupe « os C ». 

L’expérience a été réalisée en douze exemplaires, pour les 3 groupes d’os, après un jour, 

7 jours et 14 jours de mise en culture. L’analyse était faite successivement sur le disque d’os 

(effet direct) puis sur le tapis cellulaire au voisinage du disque d’os (effet indirect) afin d’évaluer 

l’effet du relargage potentiel de résidus chimiques dans le milieu. 
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Fig. 1 : Diagramme du plan d’expérimentation des cultures d’ostéoblastes (OB) sur les disques 

d’os (ALP : évaluation de la différenciation ostéoblastique et de l’activité de minéralisation par 

dosage de l’activité Alcaline Phosphatase ; XTT : évaluation quantitative de la viabilité 

cellulaire par méthode XTT (oxydoréduction du tétrazolium) ; J : jour). 

 

Préparation des milieux conditionnés et mise en culture des cellules ostéoblastes 

primaires de rat  

 Trois milieux de culture conditionnés étaient réalisés à partir des 3 différents groupes 

d’os (os « C », « CO2sc » et « CT »). Dix grammes d’os spongieux (de chaque type d’os) broyé 

finement étaient mis en trempage dans 20ml de milieu de culture α-MEM additionné de 10 % 

de sérum bovin fœtal (FBS) et de 1 % de p/s pendant 48 heures.  

Trente-cinq milles ostéoblastes primaires (10 000 cellules /cm²) étaient ensemencés par 

puits de plaque 12 puits équipés d'une membrane avec une taille de pores de 8 µm (Falcon), 

recouverts de 2 mL de milieu de culture. Les plaques étaient placées en étuve à 37°C et 5% de 

CO2, sans agitation. Après 48 heures de culture, le milieu de culture était retiré. 

Deux millilitres de milieu de culture conditionné provenant soit du groupe « os C », soit 

« os CO2sc » soit « os CT » étaient ensuite déposés dans les puits contenant les ostéoblastes. 

Un contrôle avec du milieu de culture standard était réalisé en parallèle. Les plaques étaient 

ensuite à nouveau placées en étuve à 37°C et 5% de CO2, sans agitation. Le milieu de culture 

conditionné était changé 3 fois par semaine. 
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L’évaluation de la viabilité cellulaire (XTT) était faite après 7 jours de culture. 

L’évaluation de la différenciation ostéoblastique (ALP) était faite après 3 et 7 jours de culture. 

Les expériences ont été réalisées en triplicat avec un contrôle dans chaque cas. 

 

Evaluation de l’adhésion cellulaire par Microscopie Electronique à Balayage 

Le but de l’analyse en MEB est d’évaluer la morphologie des ostéoblastes au contact 

des surfaces osseuses. 

L’analyse en MEB était réalisée après 4 jours de culture avec des ostéoblastes de rats. 

Deux échantillons de chaque groupe d’os étaient fixés, après lavage au PBS, avec du 

Glutaraldéhyde 1.6% dans du tampon cacodylate de sodium 0.2M pH 7.4 (Delta microscopies) 

à 4°C. Les images étaient réalisées par le Centre Imagerie Cellulaire Santé (CICS) de la faculté 

de médecine de Clermont-Ferrand avec un MEB XL 30 (Philips). 

 

Expériences complémentaires avec des ostéoblastes humains 

 Des cultures d’ostéoblastes humains ont été réalisées sur les 2 groupes d’os « C », 

« scCO2 » dans les mêmes conditions expérimentales que les ostéoblastes primaires de rats. 

Les ostéoblastes humains étaient isolés à partir de moelle osseuse de têtes fémorales issues de 

résidus opératoires (Sigma-Aldrich). 

L’évaluation quantitative de la viabilité cellulaire par méthode XTT a été réalisée en six 

exemplaires, après 7 jours de culture. 

L’évaluation de la différenciation ostéoblastique et de l’activité de minéralisation par dosage 

de l’activité Alcaline Phosphatase (ALP) a été réalisée en six exemplaires, après un jour, 7 jours 

et 14 jours de mise en culture. L’analyse était faite successivement sur le disque d’os (effet 

direct) puis sur le tapis cellulaire au voisinage du disque d’os (effet indirect) afin d’évaluer 

l’effet du relargage potentiel de résidus chimiques dans le milieu. 

 

Statistiques 

Les analyses statistiques étaient réalisées avec le logiciel Excel (Microsoft). Les 

résultats étaient exprimés à l’aide de moyenne et écart-type (EC). La normalité de la distribution 

a été vérifiée par test de Shapiro & Wilk puis la significativité des différences de moyenne a été 

testée par test de student en cas de normalité sinon par test non paramétrique de Wilcoxon. Le 

seuil de significativité choisi était p <0,05. 
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Résultats 

Evaluation quantitative de la viabilité cellulaire par méthode XTT 

Après une semaine de mise en culture, il n’y avait pas de différence significative de 

viabilité cellulaire des ostéoblastes entre les différents groupes d’os (« os C » = 100% (EC 

23,3), « os CO2sc » = 99,4% (EC 27,7) et « os CT » = 112,6% (EC 77,7), p > 0,1) (Fig. 2). 

 

 

Figure 2 : Viabilité cellulaire moyenne des ostéoblastes après une semaine de culture sur les 3 

groupes d’os (exprimée en pourcentage, le groupe « os C » étant la référence 100% ; NS : non 

significatif). 

 

Evaluation de la différenciation ostéoblastique et minéralisation par méthode ALP 

* Evaluation de l’activité ALP sur le disque d’os (effet direct) (Fig. 3) 

Les activités ALP des disques des 3 groupes ne présentaient pas de différence 

significative (« os C » = 100% (EC 15,4 ; « os CO2sc » = 85,3% (EC 3,9) et « os CT » = 90,7% 

(EC 3,8), p = 0,93) après un jour de culture. 

Après 7 jours de mise en culture, il n’y avait toujours pas de différence d’activité ALP 

des disques entre les 3 groupes d’os, même si dans le groupe « os CT » la baisse d’activité ALP 

était plus importante (« os C » = 100% (EC 6,6), « os CO2sc » = 86,6% (EC 4,3) (p = 0,35), et 

« os CT » = 59,8% (EC 3,3), (p = 0,06). 

Après 14 jours de mise en culture, l’activité ALP des disques des groupes « os C » et 

« os CO2sc » ne présentaient pas de différence significative (« os C » = 100% (EC 15,6), « os 
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CO2sc » = 73,3% (EC 21,7) p = 0,17). L’activité ALP des disques du groupe « os CT » était 

significativement inférieure à 30,4% (EC 8,1), p = 0,01). 

 

 

Figure 3 : Activité Alcaline Phosphatase (ALP) des disques d’os (directe) après 1, 7 et 14 jours 

de culture (exprimée en pourcentage, le groupe « os C » étant la référence 100%) (NS : non 

significatif ; * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01). 

 

* Evaluation de l’activité ALP sur le tapis cellulaire au voisinage du disque d’os (effet indirect) 

(Fig. 4) 

Après un jour de mise en culture, l’activité ALP des tapis cellulaires des groupes « os 

C » et « os CO2sc » ne présentaient pas de différence significative (« os C » = 100% (EC 11,2), 

« os CO2sc » = 84,2% (EC 16,3) p = 0,09). L’activité ALP des tapis du groupe « os CT » était 

significativement plus faible à 71,9% (EC 16,8) (p = 0,04) que celle du groupe « os C » (mais 

pas du groupe « os CO2sc » (p = 0,23)). 

Après 7 jours de mise en culture, l’activité ALP des tapis cellulaires des groupes « os 

C » et « os CO2sc » ne présentaient pas de différence significative (« os C » = 100% (EC 13,8), 

« os CO2sc » = 92,2% (EC 7,0) p = 0,72). L’activité ALP des tapis du groupe « os CT » était 

significativement plus faible à 31,7% (EC 25,7) que celle des groupes « os C » (p = 0,002) et 

« os CO2sc » (p = 0,02). 

Après 14 jours de mise en culture, l’activité ALP des tapis cellulaires des groupes « os 

F » et « os CO2sc » ne présentaient pas de différence significative (« os C » = 100% (EC 17,2), 
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« os CO2sc » = 88,7% (EC 10,2) p = 0,27). L’activité ALP des tapis du groupe « os CT » était 

significativement plus faible à 20,2% (EC 23,1) que celle des groupes « os C » (p = 0,001) et 

« os CO2sc » (p = 0,01). 

 

 

Figure 4 : Activité Alcaline Phosphatase (ALP) des tapis cellulaires au voisinage de disques 

d’os (indirecte) après 1, 7 et 14 jours de culture (exprimée en pourcentage, le groupe « os C » 

étant la référence 100%) (NS : non significatif ; * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01). 

 

Evaluation des cultures d’ostéoblastes primaires de rat en milieux de culture 

conditionnés 

* Evaluation quantitative de la viabilité cellulaire par méthode XTT (Fig. 5) 

Après une semaine de mise en culture, la viabilité cellulaire des groupes « os C » et « os 

CO2sc » ne présentaient pas de différence significative et était comparable au contrôle (« os C » 

= 100% (EC 21,3), « os CO2sc » = 88,7% (EC 29,2) ; p > 0,1). La viabilité dans le groupe « os 

CT » était significativement plus faible que par rapport aux autre groupes (47,1% (EC 19,4) ; p 

= 0,03). 
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Figure 5 : Viabilité cellulaire moyenne des ostéoblastes après culture en milieux conditionnés 

(exprimée en pourcentage, le groupe « os C » étant la référence 100%) (NS : non significatif ; 

* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01). 

 

* Evaluation de la différenciation ostéoblastique et minéralisation par méthode ALP (Fig. 6) 

L’activité ALP des 4 groupes était égale à J0. L’activité ALP du groupe contrôle (milieu 

de culture standard) augmentait significativement à J3 (+250%) puis à J7 (+400%) (p < 0,001).  

L’activité ALP du groupe conditionné « os C » était équivalente entre J0 et J3 (+0%, p = 0,33) 

puis augmentait significativement à J7 (+50%, p = 0,02). 

L’activité ALP du groupe conditionné « os CO2sc » augmentait significativement entre J0 et J3 

(+30%, p = 0,04) puis diminuait entre J3 et J7 pour redevenir équivalente à celle de J0 (-0%, p 

= 0,45). 

L’activité ALP du groupe conditionné « os CT » était significativement diminuée à J3 (-60%) 

et à J7 (-45%) (p = 0,001). L’activité ALP de ce groupe était significativement plus faible que 

celles des groupes conditionnés « os C » et « os CO2sc » (p < 0,01) à chaque temps. 
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Figure 6 : Activité ALP après culture en milieu conditionné (« os C », « os CO2sc », « os CT ») 

et milieu de culture standard (contrôle) à J0, J3 et J7 (exprimée en unité ALP) (NS : non 

significatif ; * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01). 

 

Evaluation de l’adhésion cellulaire des ostéoblastes primaires de rat par Microscopie 

Electronique à Balayage (Fig. 7-9) 

Sans différence visuelle notable entre les 3 groupes d’os, on retrouve des ostéoblastes répartis 

aléatoirement sur la surface osseuse, formant par endroit un tapis (Fig. 7). Les ostéoblastes se 

présentent sous forme de grandes cellules aplaties et allongées (Fig. 8). De nombreuses 

expansions cytoplasmiques sont visibles. Le développement se fait à la fois sur les surfaces 

planes mais aussi en profondeur dans les porosités (Fig. 9). 

 

 

Fig. 7 : Images de MEB des 3 groupes d’os (a : « os C », b : « os CO2SC », c : « os CT ») à un 

faible grossissement faible (x250). 
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Fig. 8 : Images de MEB des 3 groupes d’os (a : « os C », b : « os CO2SC », c : « os CT ») à un 

grossissement moyen (x700). 

 

 

Fig. 9 : Images de MEB des 3 groupes d’os (a : « os C », b : « os CO2SC », c : « os CT ») à un 

grossissement fort (x1100-1200). 

 

Expériences complémentaires avec des ostéoblastes humains 

Après une semaine de mise en culture, il n’y avait pas de différence significative de 

viabilité cellulaire (XTT) des ostéoblastes entre les 2 différents groupes d’os (« os C » = 100% 

(EC 14,4), « os CO2sc » = 100,3% (EC 20,7), p > 0,1) (Fig. 10). 
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Figure 10 : Viabilité cellulaire moyenne des ostéoblastes après une semaine de culture sur les 

2 groupes d’os (exprimée en pourcentage, le groupe « os C » étant la référence 100% ; NS : non 

significatif). 

 

 Concernant l’activité ALP directe (Fig. 11) : 

Les activités ALP des disques des 2 groupes d’os ne présentaient pas de différence significative 

après un, sept ou quatorze jours de culture (p > 0,1). L’activité ALP du groupe os « CO2sc » 

était inférieure de 20 à 40% par rapport à l’os « C » aux 2 premiers temps, puis d’environ 10% 

après 14 jours de culture.  
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Figure 11 : Activité Alcaline Phosphatase (ALP) des disques d’os (directe) après 1, 7 et 14 jours 

de culture (exprimée en pourcentage, le groupe « os C » étant la référence 100%) (NS : non 

significatif). 

 

Concernant l’activité ALP indirecte (Fig. 12) : 

Les activités ALP des tapis cellulaires au voisinage des disques des 2 groupes d’os ne 

présentaient pas de différence significative après un, sept ou quatorze jours de culture (p > 0,2). 

L’activité ALP du groupe os « CO2sc » était inférieure d’environ 25% par rapport à l’os « C » 

après 1 jour de culture puis équivalente après 7 jours, et supérieure d’environ 20% après 14 

jours de culture.  
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Figure 12 : Activité Alcaline Phosphatase (ALP) des tapis cellulaires au voisinage de disques 

d’os (indirecte) après 1, 7 et 14 jours de culture (exprimée en pourcentage, le groupe « os C » 

étant la référence 100%) (NS : non significatif). 

 

Discussion 

Les résultats de cette étude confirment les hypothèses initiales. Un procédé de nettoyage 

des allogreffes n’utilisant pas de substance chimique assure un niveau de biocompatibilité avec 

les ostéoblastes in vitro similaire à celui d’une allogreffe congelée. Au contraire, l’os traité avec 

des substances chimiques sur lequel on retrouve des résidus chimiques présente une 

biocompatibilité plus faible. 

 Le rôle principal d’un substitut osseux est d’assurer le comblement d’une perte de 

substance et de servir de trame à la « régénération » du tissus osseux. Quel que soit leur mode 

de conservation, les allogreffes doivent donc avoir une biocompatibilité importante afin de 

favoriser la colonisation par les cellules de l’hôte. 

Les différentes substances chimiques utilisées dans les traitements complémentaires des 

allogreffes sont toutes classées comme dangereuses pour la santé selon le règlement européen 

n° 1272/2008 dit CLP(8). Ces concentrations correspondent à des minima et peuvent être 

considérées comme faibles dans l’absolu mais elles induisent néanmoins un effet négatif sur la 

culture d’ostéoblastes in vitro. Les activités ALP directe et indirecte des cultures d’ostéoblastes 

primaires de rats (différenciation ostéoblastique sur le disque d’os et sur le tapis cellulaire au 

voisinage du disque d’os) étaient significativement plus faibles après 7 et 14 jours dans le 
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groupe « os CT ».   Néanmoins, il n’y avait pas de différence significative concernant la viabilité 

cellulaire (XTT). Les différences (non significatives) d’activités ALP à J1 ont été expliquées 

par le fait qu’il persistait toujours des parties molles (périoste, tissus conjonctifs…) sur les 

allogreffes congelées qui contenaient des molécules perturbant la mesure colorimétrique 

d’ALP. Ceci a été partiellement corrigé en améliorant le nettoyage des « os C » avant mise en 

culture.   

Le groupe « os CO2sc » correspond à un « modèle » d’os traité sans aucune substance chimique. 

Le scCO2 est le fluide supercritique le plus utilisé dans l’industrie agro-alimentaire et 

scientifique depuis 40 ans car il agit comme un solvant totalement neutre et non toxique(9). Les 

résultats de viabilité cellulaire et de différenciation ostéoblastique et minéralisation dans ce 

groupe ne présentaient pas de différence significative avec le groupe référence « os C ». Cela 

confirmait donc qu’un traitement de nettoyage sans substance chimique n’altérait pas la 

biocompatibilité de l’os. 

Ces résultats sont confortés par l’expérience de culture en milieu conditionné avec les 3 

types d’os. Dans ces conditions avec une concentration d’os en contact avec le milieu de culture 

beaucoup plus importante, la viabilité cellulaire (XTT) et l’activité ostéoblastique (ALP) étaient 

significativement diminuées d’environ 50% dans le groupe « os CT » (p= 0,03 et 0,001 

respectivement) par rapport aux 2 autres groupes d’os (« C » et « C02sc »). 

Les résultats des expériences avec les ostéoblastes humains sont plus difficilement 

interprétables sans toutefois remettre en cause les premières conclusions. En effet malgré une 

grande variabilité des résultats (écart type), elles confirment aussi qu’il n’y a pas de différence 

de biocompatibilité entre les groupes d’os « C » et « CO2sc ». La variabilité des résultats est 

possiblement due au fait que le développement des ostéoblastes humains a été beaucoup plus 

lent lors de la mise en culture dans les mêmes conditions que les ostéoblastes de rats, ce qui est 

un phénomène déjà constaté(10).   

Dans des conditions expérimentales différentes des nôtres (os trempés dans des bains 

séparés de substances chimiques), Dumas et al. (11) avait constaté des résultats allant dans le 

même sens que les nôtres sur les ostéoblastes primaires de rats. Après une semaine de culture, 

il notait une légère diminution de la prolifération cellulaire mais surtout de l’activité ALP de 

l’ordre de 40 à 60% lors de l’utilisation de l’eau oxygénée et d’hydroxyde de sodium 

(séparément et en association) mais pas avec l’éthanol. L’explication serait que ces substances 

chimiques altéraient les phases organiques et inorganiques de l’os provoquant une lyse des 

protéines de la matrice extracellulaire et une diminution de la présence de facteurs de croissance 
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régulant le recrutement et l’activité des ostéoblastes et ostéoclastes tels que les TGF, 

l’osteopontin, l’osteonectin ou les bone morphogenic proteins(12–15). Dans notre étude, la 

baisse de l’activité ALP directe (sur le disque d’os) dans le groupe « os CT » peut supporter ces 

explications. La diminution de l’activité ALP indirecte (sur le tapis cellulaire au voisinage du 

disque d’os) dans le groupe « os CT » et les résultats de cultures en milieux conditionnés quant 

à eux, traduisent plus probablement un autre phénomène, qui serait un relargage des substances 

chimiques présentent à la surface de l’os entraînant une toxicité directe pour les ostéoblastes. 

Rasch et al.(2) se sont concentrés sur l'effet de la méthode de nettoyage par substances 

chimiques versus la méthode de traitement par sonication sur la décellularisation et la 

biocompatibilité. Finalement, ils ont constaté une diminution similaire de la biocompatibilité 

avec ces deux méthodes de traitement par rapport au contrôle. Néanmoins, les greffons traités 

chimiquement ont été lavés trois fois pendant 2 heures avec du PBS sur un agitateur orbital 

avant la culture, ce qui a probablement éliminé les résidus des substances chimiques. 

Cette étude présente certaines limites. Les écarts-types des résultats des cultures 

d’ostéoblastes sur les disques d’os témoignent probablement des différences inter-individuelles 

des os des donneurs sains. Ceci a pu être contrôlé par la répétition des tests avec de l’os de 4 

donneurs différents avec des ostéoblastes de 2 espèces différentes (12 exemplaires avec les 

ostéoblastes de rats, 6 exemplaires avec les ostéoblastes humains). Enfin, il faut nuancer ces 

résultats expérimentaux car les études cliniques sur l’utilisation d’allogreffes osseuses traitées 

rapportent des taux d’échec clinique et radiologique faibles (mais l’ostéointégration n’est que 

rarement étudiée histologiquement)(16–18). 

 

Conclusion 

La présence sur les allogreffes osseuses traitées, de résidus de substances chimiques 

utilisées lors du procédé de nettoyage entraîne une diminution de leur biocompatibilité in vitro. 

Ces constatations doivent faire évoluer les pratiques au niveau des procédés de nettoyage des 

tissus en limitant ou remplaçant ces substances chimiques afin de favoriser la biocompatibilité 

tout en assurant un haut niveau de sécurité par rapport au risque microbiologique.    
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4. Etude des propriétés biologiques des allogreffes traitées avec des 

cultures cellulaires procaryotes (adhérence et développement 

bactérien) 
 

Résumé 

Introduction : Les chirurgies des membres nécessitant une greffe osseuse sont des procédures 

complexes où le risque de complications infectieuses est important. La greffe osseuse peut agir 

comme un corps étranger initialement et faciliter le développement de l’infection. L’objectif du 

travail était d’évaluer l’influence du mode conservation des greffons osseux sur l’adhérence et 

le développement bactérien, en particulier pour les greffes traitées par CO2sc. 

Méthodes : Nous avons analysé le développement de 3 espèces bactériennes couramment 

impliquées dans les infections de site opératoire (Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis et Escherichia coli) sur 4 types de greffes (os frais, os congelé, os traité 

chimiquement et os traité au CO2sc). Nous avons réalisé une analyse de l’adhésion initiale à 4h, 

de la formation de biofilm à 24h et à 72h, par comptage direct des unités formant colonie (UFC) 

et confirmé ces résultats par visualisation du biofilm au microscope confocal à balayage laser. 

Résultats : Les bactéries ont adhéré et se sont développées sur tous les supports avec néanmoins 

des différences. Le S. aureus a adhéré de façon préférentielle à l’os chimiquement traité (lg 

UFC : 6,56 +/- 0,09 p < 0,001), mais s’est moins bien développé sur ce même type d’os dans le 

temps (lg UFC : 8,01 +/- 0,22 p < 0,001). Le S. epidermidis a adhéré de façon préférentielle à 

l’os traité au CO2 supercritique (lg UFC : 3,72 +/- 0,17 p < 0,001) et s’est moins bien développé 

sur l’os traité chimiquement (lg UFC : 7,76 +/- 0,17 p < 0,001). Et le E. Coli a plus adhéré à 

l’os congelé (lg UFC : 7,47 +/- 0,48 p < 0,001) et s’est moins bien développé sur l’os traité 

chimiquement (lg UFC : 8,24 +/- 0,48 p = 0,007). En prenant en compte l’ensemble des 

résultats, l’adhérence et le développement du biofilm sont différents d’une souche à l’autre et 

sont globalement plus faibles sur les greffons osseux traités (CT ou CO2sc) par rapport aux 

greffons osseux frais et congelés, et ceci en particulier avec les staphylocoques.  

Conclusion : Les allogreffes osseuses traitées par un procédé à base de CO2sc puis conservées 

à température ambiante ne constituent pas un « terrain » plus favorable au développement d’une 

infection bactérienne du site opératoire par rapport aux autres types de greffes osseuses, qui 

sont globalement équivalentes. 
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Introduction 

Les chirurgies des membres nécessitant une greffe osseuse sont des procédures 

complexes où le risque de complications infectieuses est d’autant plus important et les 

conséquences lourdes (destruction du greffon et chirurgies itératives pouvant aller jusqu’à 

l’amputation). 

Ce risque est difficilement évaluable car dépendant fortement du patient, de l’indication 

chirurgicale, et du type et volume de greffe osseuse. Ce risque est inférieur à 3% pour les 

allogreffes d’os spongieux, comme en témoignent les nombreuses études sur les révisions 

d’arthroplastie de hanche avec perte de substance acétabulaire traitée par greffe osseuse. Pour 

les allogreffes massives le risque est plus important, entre 5% et 13%(1). 

 

La revascularisation et l’ostéointégration d’un greffon sont des processus longs et 

parfois partiels. Ainsi le greffon osseux se comporte comme un « corps étranger inerte » au 

moins temporairement. Le développement d’une infection au contact de ce greffon, que ce soit 

par contamination directe per-opératoire ou secondaire par voie hématogène, peut être 

comparable à celui d’un dispositif médical implantable comme une prothèse articulaire. 

L’adhérence des bactéries à la surface « du corps étranger » correspond à la première 

étape du développement de l’infection via la formation du biofilm(2). Ce phénomène 

d’adhérence est régi par différents éléments dont les caractéristiques spécifiques des bactéries, 

les conditions environnementales locales, mais aussi les propriétés physico-chimiques et 

structurelles (à l’échelle micro et nano) de la surface(2,3). Malgré de nombreuses publications 

sur le sujet, les mécanismes par lesquelles la surface influence le phénomène d’adhérence 

bactérienne restent non complètement élucidés(4). 

Les résultats de nos analyses en MEB et microscanner ne semblent pas montrer de 

différence structurelle entre les greffons congelés et ceux nettoyés par traitement au CO2sc. Les 

limites techniques de ces méthodes d’analyse doivent néanmoins faire rester prudent quant aux 

éventuelles modifications de surface et donc d’adhérence bactérienne.  

  

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer l’adhérence et le développement 

bactérien au contact de greffons osseux frais, congelés, et nettoyés par traitement physico-

chimique ou au CO2sc. 
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L’hypothèse était que le traitement au CO2sc des greffons osseux ne favorisait pas les 

phénomènes d’adhérence et de développement bactérien par rapport aux autres modes de 

conservation des greffons osseux. 

 

Matériel et Méthodes 

Autorisation éthique 

L’ensemble des tissus et cellules d’origine humaine provient de la banque de tissus 

Ostéobanque et du service d’orthopédie et traumatologie du CHU de Clermont-Ferrand qui 

bénéficient d’une autorisation d’utilisation pour la recherche (DC-2021-4555).  

 

Sélection et conservation des greffons osseux 

Tous les fragments osseux sont issus de résidus post opératoires de prothèse totale de 

hanche. Pour une souche donnée, les fragments sont issus du même patient. L’os spongieux a 

été découpé en cube de 5x5x5mm à l’aide d’une scie chirurgicale en milieu stérile puis réparti 

en 4 groupes selon le mode de conservation :  

- Frais : à 4°C dans du sérum physiologique, au maximum 3 jours (groupe os « F ») 

- Congelé directement à -20° Celsius sans adjonction de conservateur entre 3 et 5 jours (groupe 

« os C ») ; 

- À température ambiante, après un traitement complémentaire associant un lavage mécanique 

au serum physiologique puis avec du dioxyde de carbone supercritique (scCO2) sans adjonction 

d’aucune substance chimique (groupe « os CO2sc ») ; 

- À température ambiante, après un traitement complémentaire industriel associant un lavage 

mécanique avec de l’eau et un détergent contenant de l’hydroxyde de sodium NaOH, de 

l’hypochlorite de sodium NaClO et du pyrophosphate du tetrapotassium K4O7P2 pulsé, puis des 

bains successifs de divers substances chimiques (propanone C3H6O, urée CH₄N₂), avant une 

déshydratation par de l’éthanol C2H5OH et un séchage thermique (groupe os « CT »). 

 

 

Figure 1 : Photographie des 4 types de greffons utilisées : Os frais (F), os congelé (C), os traité 

chimiquement (CT) et os traité au Dioxyde de Carbone supercritique (CO2sc). 
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Tous les fragments ont bénéficié d’une étape de trempage de 30min dans du bouillon 

tryptone soja (TSB) pour les réhydrater avant la mise en culture avec les bactéries.  

 

Souches bactériennes et préparation des solutions de culture 

Les souches utilisées sont des souches résistantes de S. aureus, S. epidermidis et E. coli 

dont les antibiogrammes sont disponibles en annexe 1. Ce choix a été fait pour limiter les effets 

liés à l’antibioprophylaxie per opératoire systématique lors des chirurgies prothétiques 

(Céfazoline)(5,6). Leur capacité à fabriquer du biofilm a été testée préalablement par un test au 

cristal violet. Un premier repiquage est réalisé à partir des échantillons de la collection de 

bactéries du CHU de Clermont Ferrand. Un deuxième repiquage à 24 heures (h) sert à préparer 

une solution de TSB contaminée correspondant à une solution de 108 bactéries par millilitre 

(Densité optique 600nm cible) puis diluée jusqu’à 10-4. 

 

Mise en culture sur les greffons osseux 

 Six exemplaires de chaque type de greffons osseux étaient testés pour chaque souche 

bactérienne et chacun des temps de culture. Les 4 types d’os étaient disposés dans 4 

microplaques Falcon® 24 puits différentes et inoculés avec 1,5ml de solution à la concentration 

bactérienne de 10-4. Ainsi 18 fragments d’os étaient destinés au comptage des colonies (T4h, 

T24h, T72h), 2 à la coloration pour le microscope confocale et 3 étaient les témoins négatifs 

(T-4h, T-24h, T-72h) comme présenté dans la figure 1. L’incubation a été réalisée sous 

atmosphère contrôlée à 37° avec une agitation à 15/min pour une durée maximum de 72h.  
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Figure 2 : Exemple de microplaque 24 puits correspondant à un type d’os pour une souche.  

T4h, T24h et T72h représentent les fragments analysés aux différents temps, C+T24h 

représente les colorations et T-4h, T-24h et T-72h représentent les témoins de chaque temps. 

 

Quantification de l’adhérence initiale et de la formation de biofilm  

L’adhérence initiale est définie comme la capacité des bactéries à établir des liaisons 

durables avec une surface dans une période allant de 4 à 6h. A T4h, les fragments ont bénéficié 

d’un triple lavage avec 1,5ml de TSB en agitation à 600/min pendant 1 min afin d’éliminer la 

phase planctonique. Les bactéries adhérentes ont ensuite été récupérées. Pour E. coli, la 

récupération s’est faite en solution de Lécithine (Diluant Neutralisant Pharmacopée : DNP) par 

sonication pendant 5min à 47 Khz puis vortex à 2500/min pendant 2min. Et pour les 

Staphylocoques, la récupération s’est faite en solution de Lécithine par vortex seul 2500/min 

pendant 2min. Après récupération du centrifugat et dilution progressive, la solution était étalée 

sur plaque d’agar (3 dilutions successives avec 2 plaques par dilution) puis les plaques étaient 

placées en étuve à 37°C. Le nombre d’unités formant colonie (UFC) était compté à 48h 

(exprimé en Log10 (lg)).     

Tous les autres fragments ont aussi bénéficié d’un triple lavage à T4h afin d’éliminer la 

phase planctonique et ne garder que les bactéries adhérentes avant d’être remis en culture 

jusqu’à T24h et T72h (avec pour ces derniers un triple lavage à T24h aussi). Le biofilm précoce 

était évalué à T24h et le biofilm mature à T72h, avec un comptage des colonies selon la même 

méthodologie que précédemment. 
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Microscope confocale à balayage laser 

Les échantillons inoculés ont été récupérés à T24h et colorés avec le kit de coloration 

Live/Dead® BacLightTM Bacterial Viability Kit (L7012, Invitrogen) en accord avec les 

instructions du fabricant (7). La solution de colorant contenait du SYTO®9 (fluorescence verte ; 

excitation 480 nm/émission 500 nm) et de l’iodure de propidium (fluorescence rouge ; 

excitation 490 nm/émission 635 nm) en proportion égale. La durée de contact était de 15 min à 

37°C dans l’obscurité. Les fragments étaient ensuite rincés trois fois au TSB. L’observation a 

été réalisée, à température ambiante, au microscope confocal Zeiss LSM80 Airyscan (Carl Zeiss 

MicroImaging, Inc., le Pecq, France) en utilisant l’objectif 20 (20XNA 1,3 Plan-Neofluar 

objective). L’analyse subjective de la formation des biofilms et la mesure de l’épaisseur 

maximale en 6 points du biofilm en µm ont été réalisées avec le logiciel d’analyse d’image 

Fiji(8).   

 

Analyses statistiques 

L’analyse statistique a consisté en un test de Kruskal-Wallis pour la différence globale 

(entre les 4 types os) et un test de Dunn en post-hoc (si KW significatif). Les mesures 

d’épaisseurs du biofilm sont exprimées en moyenne +/- écart type et comparées par un test de 

Kruskal-Wallis. Une p value < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative. 

L’analyse a été réalisée grâce au logiciel STATA (StataCorp LLC, College Station, TX, USA). 

 

Résultats 

Staphylocoque aureus (Figure 3) 

* Adhérence bactérienne   

L’adhérence était significativement plus forte sur l’os CT (6,56 +/- 0,09 lg UFC ; p < 0,001) 

tandis qu’elle était plus faible sur l’os CO2sc (5,41 +/- 0,20 lg UFC ; p < 0,001). L’adhérence 

dans les groupes os F et C étaient intermédiaires sans différence significative (respectivement 

5,96 +/- 0,17 lg et 5,89 +/- 0,30 lg UFC).  

 

* Formation du biofilm 

A T24h, le nombre d’UFC était significativement plus faible dans les groupes os C et CT (8,21 

+/- 0,08 lg et 8,01 +/- 0,22 lg UFC respectivement) que dans les groupes os F et CO2sc (8,46 

+/- 0,11 lg et 8,49 +/- 0,14 lg UFC respectivement) (p < 0,001).  
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A T72h, le nombre d’UFC était significativement plus faible dans les groupes os CT et CO2sc 

(7,86 +/- 0,27 lg et 7,85 +/- 0,22 lg UFC respectivement) que dans les groupes os C et F (8,06 

+/- 0,21 lg et 8,06 +/- 0,20 lg UFC respectivement) (p = 0,02). 

 

 

Figure 3 : Nombre d’UFC (lg/cm2) pour chaque temps pour S. Aureus. A T4h les UFCs 

représentent le nombre de bactéries adhérant au support, et à T24 et T72h le développement du 

biofilm. 

 

Staphylocoque epidermidis (Figure 4) 

* Adhérence bactérienne   

L’adhérence était significativement plus forte sur l’os CO2sc (3,72 +/- 0,17 lg UFC ; p < 0,001) 

tandis qu’elle était plus faible sur l’os CT (1,6 +/- 1,16 lg UFC ; p = 0,007). L’adhérence dans 

les groupes os F et C était intermédiaire sans différence significative (respectivement 2,82 +/- 

0,29 lg et 2,66 +/- 0,22 lg UFC).  

 

* Formation du biofilm 

A T24h, le nombre d’UFC était significativement plus faible dans le groupe os CT (7,65 +/- 

0,20 lg UFC ; p < 0,001) que dans les 3 autres groupes (8,86 +/- 0,17 lg ; 8,73 +/- 0,22 lg ; et 

8,71 +/- 0,13 lg UFC pour les groupes os CO2sc, C et F respectivement).  
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A T72h, le nombre d’UFC était significativement plus faible dans les groupes os CO2sc et CT 

(8,09 +/- 0,16 lg et 7,76 +/- 0,17 lg UFC respectivement) que dans les groupes os F et C (8,79 

+/- 0,20 lg et 8,52 +/- 0,35 lg UFC respectivement) (p = 0,012). 

 

 

Figure 4 : Nombre d’UFC (lg/cm2) pour chaque temps pour S. epidermidis. A T4h les UFCs 

représentent le nombre de bactéries adhérant au support, et à T24 et T72h le développement du 

biofilm. 

 

Escherichia coli (Figure 5) 

* Adhérence bactérienne   

L’adhérence était significativement plus forte sur l’os C (7,47 +/- 0,48 lg UFC ; p = 0,007) 

tandis qu’elle était plus faible sur l’os CO2sc (6,66 +/- 0,32 lg UFC ; p = 0,02). L’adhérence 

dans les groupes os F et CT étaient intermédiaires sans différence significative (respectivement 

6,96 +/- 0,22 lg et 6,95 +/- 0,24 lg UFC).  

 

* Formation du biofilm 

A T24h, le nombre d’UFC était significativement plus faible dans les groupes os CO2sc et CT 

(7,96 +/- 0,37 lg et 8,24 +/- 0,37 lg UFC respectivement) que dans les groupes os C et F (8,65 

+/- 0,46 lg et 8,89 +/- 0,34 lg UFC respectivement) (p < 0,001 et p = 0,04).  
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A T72h, le nombre d’UFC était significativement plus faible dans le groupe os CT (7,58 +/- 

0,41 lg UFC ; p < 0,001) que dans les 3 autres groupes (9,04 +/- 0,40 lg ; 9,22 +/- 0,48 lg ; et 

9,32 +/- 0,42 lg UFC pour les groupes os C, CO2sc et F respectivement). 

 

 

Figure 5 : Nombre d’UFC (lg/cm2) pour chaque temps pour E. coli. A T4h les UFCs 

représentent le nombre de bactéries adhérant au support, et à T24 et T72h le développement du 

biofilm. 

 

Microscope confocale à balayage laser pour l’analyse de la formation du biofilm des 3 

souches bactériennes (Figures 6-8) 

De manière générale, sans distinction du mode de conservation du greffon, on constate sur les 

différentes images, la présence d’éléments verts en plus ou moins grande quantité 

correspondant au biofilm (cellules cultivables UFC évaluées lors du comptage + bactéries 

viables non cultivables), ainsi que d’éléments rouges témoignant de bactéries mortes.  

C’est avec S. aureus que la formation du biofilm parait la plus importante. 

De manière subjective, les images de l’os CO2sc ne semblent pas montrer de biofilm 

supplémentaire pour les 3 souches par rapport aux autres types d’os. 
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Figure 6 : Images de microscope confocal (x20), présentées en vue en coupe et vue en épaisseur 

pour S. Aureus.  
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Figure 7 : Images de microscope confocal (x20), présentées en vue plane et vue en épaisseur 

pour S. Epidermidis. 
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Figure 4 : Images de microscope confocal (x20), présentées en vue plane et vue en épaisseur 

pour E. Coli.  

 

Discussion  

Cette étude a permis d’illustrer l’adhérence et le développement du biofilm de 3 souches 

bactériennes sur des fragments osseux conservés selon 4 modalités différentes (frais, congelé, 

c. 
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traité chimiquement ou au CO2sc). Les résultats confirment l’hypothèse que le traitement au 

CO2sc ne péjore pas ces phénomènes par rapport aux autres modes de conservation.  

L’originalité de ce travail réside dans le fait d’apporter des données générales sur le 

développement des infections dans un contexte de greffe osseuse, en s’intéressant 

spécifiquement à l’impact du mode de conservation des greffons osseux humains utilisés en 

pratique courante en orthopédie (autogreffe fraîche, allogreffe congelée, allogreffe traitée 

chimiquement ou non). 

En prenant en compte l’ensemble des résultats, l’adhérence et le développement du 

biofilm sont différents d’une souche à l’autre et sont globalement plus faibles sur les greffons 

osseux traités (CT ou CO2sc) par rapport aux greffons osseux frais et congelés, et ceci en 

particulier avec les staphylocoques.  

Les différences constatées, bien que statistiquement significatives, sont cependant modestes 

aux vues des échelles de grandeur. Ainsi, si l’on considère l’os frais (équivalent de l’autogreffe) 

comme le gold standard compte tenu de l’expérience clinique, il est difficile d’extrapoler et de 

considérer qu’un des modes de conservation est supérieur aux autres. 

Ces résultats vont dans le sens de l’étude de Nysirios et al.(9) qui n’avaient pas retrouvé 

de différences d’adhérence bactérienne et de développement entre 3 substituts osseux 

(xénogreffe, allogreffe, matériaux synthétique) avec 5 souches bactériennes.  

Différentes études montrent que les propriétés physiques (rugosité, nanostructure…) 

(10–16) et chimiques (structure moléculaire, charge électrostatique, hydrophilie…)  ( (17–22) 

des biomatériaux influent sur l’adhérence initiale et la formation du biofilm, sans que ceci ne 

soit parfaitement compris. D’une manière générale, les tissus composés de lipides et de 

protéines (os frais et congelé) semblent favoriser la formation des biofilms. Ces derniers jouent 

le rôle de récepteurs pour les bactéries, notamment pour les staphylococcus (18,23). 

Historiquement les matériaux poreux étaient considérés comme plus favorables au 

développement des infections aussi (versus des structures pleines)(24). Cependant cela est 

désormais remis en cause notamment avec la découverte de l’effet antibactérien produit par la 

modification de la structure de la surface du matériau à l’échelle micro et nanométrique(25,26).  

Une limite de cette étude est l’utilisation d’un modèle expérimentale in vitro qui n’est 

qu’une approximation de la réalité. En effet le développement des bactéries sur les fragments 

osseux a été régulièrement « perturbé » par les lavages (T4h et T24h) qui étaient nécessaires 

afin de contrôler au mieux l’environnement et standardiser la méthode. Cependant cela ne 

correspond aux « conditions normales » de développement d’une infection dans un site 
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opératoire lors de l’implantation d’une greffe osseuse (pas de lavage itératif, apport de 

nutriment permanent…). Ce biais potentiel a été contrôlé par une expérience complémentaire 

se rapprochant plus des conditions cliniques (aucun lavage intermédiaire pendant 72h) qui a 

conclu a des résultats complétement superposables (annexe 2).  

Ces conditions expérimentales ne prennent non plus pas en compte les phénomènes 

immunologiques potentiels (au sens large du terme). Ainsi, aussi bien les caractéristiques 

biologiques du donneur, que la compatibilité du greffon avec l’hôte receveur, mais aussi la 

présence de cellules immunitaires vivantes au sein du greffon (dans le cas d’une autogreffe 

fraiche) vont pouvoir influer positivement ou négativement sur le développement d’une 

infection (27).  Seul le biais lié aux différences interindividuelles du donneur a pu être contrôlé 

en sélectionnant un seul donneur pour chacune des manipulations.  

Autre limite, les durées de congélation comprises entre 3 et 5 jours sont loin de pouvoir être 

comparables à celles pratiquées dans une banque de tissus où la durée de quarantaine est au 

minimum de plusieurs semaines. Cette différence peut limiter les transformations subies par les 

protéines et les lipides dues à la congélation, même si ces altérations semblent survenir pour 

des durées plus longues (années) (28). 

Concernant le mode de comptage des UFC, il présente la limite de ne montrer que les bactéries 

cultivables, au détriment des bactéries viables non cultivables forcément présentes dans ces 

conditions (29). L’analyse au microscope confocale permet d’illustrer la présence du biofilm 

qui comprend à la fois les bactéries cultivables ou non ainsi que les cellules mortes. Cette 

analyse reste cependant subjective car il n’était pas possible de réaliser des mesures fiables de 

la quantité de biofilm avec ce matériel. 

 

Conclusion 

Les allogreffes osseuses traitées par un procédé à base de CO2sc puis conservées à 

température ambiante ne constituent pas un « terrain » plus favorable au développement d’une 

infection bactérienne du site opératoire par rapport aux autres types de greffes osseuses, qui 

sont globalement équivalentes. 
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Annexe 1 
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Annexe 2 

Matériels et méthodes 

Selon le même plan expérimental, les 3 souches bactériennes ont été mises en culture 

sur les 4 types d’os jusqu’à T72h sans aucun lavage intermédiaire (simple rajout de TSB une 

fois par jour). 

 

Résultats 

Pour S. aureus (Fig. 1) : 

Il n’y avait pas de différence significative entres les 4 groupes d’os (7,83 +/- 0,32 lg ; 7,58+/- 

0,31 lg ; 7,41 +/- 0,41 lg et 7,88 +/- 0,45 lg UFC pour les groupes os F, C, CT et CO2sc 

respectivement ; p = 0,55). 

 

Figure 1 : Nombre d’UFC (lg/cm2) pour S. Aureus à T72h. 

 

Pour S. epidermidis (Fig. 2) : 

Le nombre d’UFC était significativement plus faible dans le groupe os CT (5,87 +/- 0,19 lg 

UFC ; p < 0,01) que dans les 2 autres groupes os C et F (7,12 +/- 0,19 lg ; et 7,59 +/- 0,40 lg 

UFC respectivement). Il n’y avait pas de différence significative avec le groupe os CO2sc (6,39 

+/- 0,30 lg UFC ; p = 0,89). 
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Figure 2 : Nombre d’UFC (lg/cm2) pour S. Epidermidis à T72h. 

 

Pour E. coli (Fig. 3) : 

Le nombre d’UFC était significativement plus élevé sur l’os C (8,33 +/- 0,31 lg UFC ; p = 0,03) 

tandis qu’elle était plus faible sur l’os CT (6,46 +/- 0,40 lg UFC ; p = 0,02). 

 

Figure 3 : Nombre d’UFC (lg/cm2) pour E. coli à T72h. 
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5. Discussion générale et perspectives 

 

Ce travail fait suite à la thèse de docteur d’université de R. Erivan(1) qui avait réalisé 

un état des lieux de la disponibilité, de l’utilisation et des traitements des allogreffes tissulaires 

de l’appareil locomoteur en France.  

Après avoir constaté que le « retard français » dans l’utilisation des allogreffes était en grande 

partie dû à un manque d’offre en greffons, il avait été développé des solutions tel que : 

- la standardisation de la technique opératoire de prélèvement et de reconstruction du corps,  

- la création d’une équipe chirurgicale d’astreinte dédiée au prélèvement et mobile sur un 

territoire régional,  

- la création d’un consortium national de gestion et distribution des allogreffes de l’appareil 

locomoteur (incluant les sociétés savantes). 

- le développement d’un procédé de traitement innovant basé sur l’utilisation du CO2sc sans 

aucune substance chimique associée afin de faciliter la conservation et la distribution des 

greffons. 

 

Le but de cette thèse était donc de caractériser l’os traité par ce nouveau procédé d’un 

point de vue mécanique, structurel et biologique. 

Concernant les caractéristiques mécaniques, l’os traité au CO2sc était plus rigide, résistant et 

dur mais moins déformable (donc plus fragile) que l’os congelé. En effet, le module de Young 

(ou équivalent) était augmenté ce qui est classique sur un os qui a perdu l’essentiel de sa part 

organique. Les différents paramètres histomorphométriques n’étaient pas significativement 

modifiés notamment en termes de densité trabéculaire. En MEB, la surface des travées semblait 

plus rugueuse et les cavités intertrabéculaires plus « vides » témoignant du bon nettoyage du 

traitement. 

Le potentiel ostéogénique, in vitro, de l’os traité au CO2sc était similaire à celui de l’os congelé. 

Nous avons surtout pu montrer l’impact négatif sur l’ostéogénèse de la présence de résidus de 

substances chimiques présentes sur un os traité chimiquement. Ceci confirme notre hypothèse 

initiale quant au développement d’un nouveau procédé de traitement « vert » des allogreffes de 

l’appareil locomoteur. 

Enfin, les expériences de bactériologie, nous ont permis de s’assurer que ce traitement ne 

favorisait pas l’adhérence et le développement bactérien par rapport aux autres modes de 

traitement/conservation de l’os. 
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Un travail sur la thématique de l’immunologie des allogreffes sera notamment 

nécessaire comme premier complément à ce travail de thèse. 

Actuellement les allogreffes osseuses et tissulaires de l’appareil locomoteur sont 

majoritairement implantées sans précaution spécifique par rapport à la compatibilité HLA 

(Human Leukocyte Antigen) entre patient donneur et receveur(2).  

Aujourd’hui, 8 à 12% des échecs d’allogreffe sans cause retrouvée (infectieuse ou mécanique) 

seraient attribués à des problèmes immunologiques. Une méta-analyse rapporte même un taux 

de 48% de sensibilisation HLA après allogreffe osseuse(3), mais l’impact de cette 

sensibilisation sur l’ostéointégration reste encore très discuté(2,4). 

Les allogreffes sont antigéniques, donc susceptibles de déclencher une réaction de rejet 

immunitaire, médiée par les cellules immunocompétentes et dirigée contre les antigènes de 

classe I et II du complexe majeur d’histocompatibilité présent à la surface des cellules de la 

moelle osseuse, du collagène et de la graisse(5–7). Cette réaction a été démontrée de façon 

directe et indirecte chez l’animal avec une réponse humorale(8) mais aussi cellulaire(6), et chez 

l’homme avec la détection d’anticorps dirigés contre les antigènes HLA du greffon(9) et des 

cellules-T en cas de rejet chronique(10,11). Malgré de nombreux travaux, l’immunologie de 

l’allogreffe osseuse reste non complètement connue. 

L’immunogénicité est partiellement diminuée par la congélation des greffons(12,13), qui 

entraine une lyse des cellules de la moelle osseuse. Les procédés de nettoyage chimiques ou 

physiques comme la chaleur ou l’irradiation ont des effets similaires(14,15), mais ceci n’a pas 

été étudié pour le CO2sc. 

 

 Un deuxième travail devra porter sur la réalisation d’expériences similaires 

(principalement de biomécaniques et de biocompatibilité) sur des allogreffes tendineuses 

notamment. En effet, ce type de tissus est actuellement le plus demandé dans le domaine des 

allogreffes de l’appareil locomoteur(16). Les méthodes historiques traditionnelles de 

conservation comme la lyophilisation et l’irradiation forte dose détérioraient les caractéristiques 

mécaniques de ces tissus du fait d’une déshydratation trop importante et d’une désorganisation 

de la trame collagénique(17,18). Une étude récente de Sun et al. sur l’utilisation d’un procédé 

associant CO2sc, irradiation gamma et un détergent tensioactif ionique fort (le sodium lauryl 

sulfate ou INCI ou SLS) semble être une piste de travail(19). 
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 Enfin, la dernière thématique qui pourrait être développée dans les suites de ce travail 

porte sur les paramètres d’utilisation du CO2sc. En effet, les différentes réglages possibles lors 

de l’utilisation du CO2 dans sa phase supercritique (température, pression, débit, vitesse de 

pressurisation et de dépressurisation, durée du traitement, ajout de substance) peuvent modifier 

ses capacités d’extraction mais aussi d’imprégnation, et sont autant de possibilités 

d’optimisation et d’innovation des allogreffes tissulaires traitées(20). 
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6. Conclusion  

 

Le traitement des allogreffes tissulaires de l’appareil locomoteur par un procédé basé 

sur l’utilisation du CO2sc sans ajout de substance chimique complémentaire est une solution 

fiable. En effet le CO2sc agit comme un solvant « vert » et permet de conserver les 

caractéristiques mécaniques et de biocompatibilité du tissu, contrairement aux procédés de 

traitement physico-chimiques habituels. 

Par conséquent le CO2sc, du fait de ses capacités d’extraction mais aussi 

d’imprégnation, est une voie de recherche future majeure pour l’optimisation et possiblement à 

terme la personnalisation des allogreffes tissulaires de l’appareil locomoteur. Néanmoins cela 

doit aussi s’intégrer dans un projet global qui comprend l’industrialisation du process dans un 

environnement contrôlé stérile, ainsi que l’établissement au préalable d’un business plan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


