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DECLARATIONS LIENS D’INTERÊTS

Aucun
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Contexte 

 La perfusion est un acte courant

 Technique aussi ancienne que …d’actualité !

 Technique rapide, facile à mettre en œuvre, mais non dénuée 
de risques

Offre pléthorique

Evolution des matériaux
• Polymères synthétiques > Polymères naturels

• Ajout d’adjuvants spécifiques : plastifiants (phtalates..)
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1/ Les phtalates sont ?

• Des lubrifiants

• Des stabilisants thermiques

• Des ignifugeants

• Des plastifiants 
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1/ Les phtalates sont ?

• Des lubrifiants

• Des stabilisants thermiques

• Des ignifugeants

• Des plastifiants 

Nombre de bonnes réponses : 37/38



2/ Les phtalates sont utilisés dans la composition du ?

• PET

• PVC

• PE

• PTFE
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Nombre de bonnes réponses : 36/38



Objectif

Réfléchir à la biocompatibilité des perfuseurs à gravité à partir 
d’un article « In vitro toxicity of infusion sets depends on their 
composition, storage time and storage conditions ».
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Référentiel
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Norme NF EN ISO 10993-5

• Exigences générales pour évaluer la cytotoxicité in vitro des DM



Référentiel

29èmes journées d’étude sur les DM 10



Cytotoxicité (NF EN ISO 10993-5)

 La cytotoxicité est l’expression d’un effet délétère ou toxique 
d’une substance sur les fonctions biochimiques cellulaires.

Modifications cellulaires : altérations dans les fonctions 
cellulaires à la perte de vitalité

Cytotoxicité ≠ Apoptose
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Cytotoxicité (NF EN ISO 10993-5)

Principe
• Cultures de lignées cellulaires établies au contact du biomatériau ou 

d’un extrait de celui-ci

• 3 catégories d’essais
Essais par contact direct

Essais par contact indirect

o Utilisation d’une interface (gel d’agar, filtres)

Essais utilisant un extrait

o Contact avec un solvant (milieu de culture par exemple) pendant un temps T, sans 
agitation

29èmes journées d’étude sur les DM 12



Evaluation des résultats
• Qualitative (échelle de cytotoxicité)

• Quantitative (prolifération, inhibition de croissance)

 Toxique si viabilité < 70% par rapport à la condition contrôle négatif
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Cytotoxicité (NF EN ISO 10993-5)

A B

(A) MTT test sur L929 : condition contrôle (B) MTT test sur L929 : contact direct DEHP 1% 
(Photos de microscopie optique prises par Fabien NATIVEL, non publiées)



3/ Quel est l’objectif du test MTT ?

• Analyse de la viabilité cellulaire 

• Analyse d’adhésion cellulaire 

• Analyse de l’activité métabolique cellulaire

• Analyse de la prolifération cellulaire
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Nombre de bonnes réponses : 28/38



4/ Selon les normes NF-EN-ISO 10993, quel est le type
de cellule utilisé pour réaliser un test MTT ?

• Cellules cérébrales de souris bEnd.3
• Fibroblastes de souris L929
• Cellules souches mésenchymateuses humaines

hASC
• Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales

de souris cEND
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Nombre de bonnes réponses : 30/38



5/ A partir de quel % de diminution de l’activité
métabolique cellulaire considère-t-on que le biomatériau
est toxique ?

• 20%

• 30%

• 40%

• 50%
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Nombre de bonnes réponses : 29/38



In vitro toxicity of infusion sets depends on their 
composition, storage time and storage conditions
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In vitro toxicity of infusion sets depends on their 
composition, storage time and storage conditions

Objectifs

• Evaluer la toxicité in vitro des différents éléments composant un set de 
perfusion par gravité.

• Réfléchir à l’impact du temps de stockage et des conditions de
stockage sur la toxicité in vitro des perfuseurs à gravité les plus
commercialisés en Israël.

• Déterminer les tests expérimentaux les plus appropriés pour l’analyse
de la toxicité in vitro des perfuseurs à gravité les plus commercialisés
en Israël.
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In vitro toxicity of infusion sets depends on their 
composition, storage time and storage conditions

Matériels
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In vitro toxicity of infusion sets depends on their 
composition, storage time and storage conditions

Matériels
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Caoutchouc 
synthétique

Caoutchouc 
naturel

Evolution

Caoutchouc 
synthétique

?



In vitro toxicity of infusion sets depends on their 
composition, storage time and storage conditions

 Méthodes
• Echantillons testés 

 site d’injection ou « flashball » = connectique cathéter court
 tubulure
 chambre compte gouttes

• Choix du type cellulaire
 Fibroblastes murins L929
 Cellules cérébrales murines bEnd.3
 Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales murines cEND

• Tests de cytotoxicité
 Tests à partir d’extraits => Lipophilie des plastifiants

o Toxique si activité métabolique < 70% par rapport au contrôle négatif

• Evaluation de la cytotoxicité
 Test au bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumn (MTT test)
 Test au rouge neutre
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6/ Dans l’article, quel est le type de contact entre le
biomatériau et les cellules ?

• Essais par contact direct

• Essais par contact indirect

• Essais utilisant un extrait

• Aucune des réponses
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Nombre de bonnes réponses : 25/38



8/ Quel est l’objectif de la coloration au rouge neutre
dans une culture cellulaire ?

• Analyse de la viabilité cellulaire

• Analyse d’adhésion cellulaire

• Analyse de l’activité métabolique cellulaire

• Analyse de la prolifération cellulaire
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Nombre de bonnes réponses : 28/38
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Résultats



Résultats
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Toxicité > « flashball » et site d’injection 

Résultats
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Toxicité > caoutchouc 
synthétique vs naturel

Résultats
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Cellules cEND les plus sensibles 

Résultats



7/ Quel est le type cellulaire le plus sensible aux extraits
obtenus à partir du site d’injection des perfuseurs du
laboratoire A après 24h d’incubation?

• Cellules cérébrales de souris bEnd.3
• Fibroblastes de souris L929
• Cellules souches mésenchymateuses humines hASC
• Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales

de souris cEND
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Nombre de bonnes réponses : 24/38
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Aucune corrélation entre temps de stockage et toxicité

Résultats
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Résultats

Toxicité 48h > 24h



Résultats
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Résultats
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T°C > 37°C :      toxicité



Résultats
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Aucun impact des conditions 
d’humidité élevée



In vitro toxicity of infusion sets depends on their 
composition, storage time and storage conditions

Conclusion
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T°C > 37°C :      toxicité

Aucun impact des conditions 
d’humidité élevée



9/ Selon Kozlovskaya et al., le fait de stocker des
perfuseurs pendant 6 mois à 37°C au lieu de 25°C
diminue significativement la toxicité des extraits obtenus
à partir des sites d’injections en contact avec des
L929 ?

• Vrai

• Faux
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Nombre de bonnes réponses : 26/38



10/ Selon Kozlovskaya et al., le fait de stocker des
perfuseurs pendant 6 mois à forte humidité diminue
significativement la toxicité des extraits obtenus à partir
des sites d’injections en contact avec des L929 ?

• Vrai

• Faux
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Nombre de bonnes réponses : 30/38



Quelles études de biocompatibilité
sont à effectuer sur des sets de
perfusion par gravité ?
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Cytotoxicité 
-> NF EN ISO 10993-5

Sensibilisation et irritation
-> NF EN ISO 10993-10

Toxicité systémique
-> NE EN ISO 10993-11

Hémocompatibilité
-> NF EN ISO 10993-4

Identification et quantification de 
produits de dégradations de DM à base 
de polymère
-> NF EN ISO 10993-13
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Dans la littérature…

Test effectué : 
-test d’activité métabolique MTT : extraits de différentes parties de perfuseurs (24h)

-> cellules cEND très sensibles   
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Test effectué : 
-test d’activité métabolique MTT : contact direct de différents 
plastifiants et de leurs métabolites primaires (7jours)

-> cellules L929
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(Figure non publiée)

Test effectué : 
-test d’activité métabolique MTT : contact direct de différents 
plastifiants et de leurs métabolites secondaires  (7jours)

-> cellules L929



Conclusion

Article répondant à la question de la biocompatibilité d’un 
dispositif médical 

Norme NF EN ISO 10993-5 : Cytotoxicité in vitro
• Méthodes d’évaluation de la cytotoxicité des biomatériaux, des DM

• Pertinence du choix des cellules utilisées pour les tests de cytotoxicité
Référence L929 mais fibroblastes murins

• Pertinence d’associer plusieurs tests ?

• Oriente vers la stratégie optimale de l’utilisation des adjuvants 
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Merci pour votre attention
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