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Nulle pierre ne peut étre polie sans friction.
Nul homme ne peut parfaire son expérience sansiepse

Confucius

Faut toujours étre positif, mieux vaut dire lipojghgue hydrophobe.

Bernard MARTEL
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Résumé

Les plaies chroniques représentent un probléemeie publique dont la prévalence
augmente avec l'age, I'état de santé du patiesthdth) et la sédentarité. Le risque d'infection
des plaies chroniques augmentant avec le tempaétesgn de la plaie, il est donc nécessaire
d'apporter des soins réguliers afin de prévenilutier contre l'infection de ces plaies jusqu'a
leur compléte guérison. En cas d'infection, la oiglation critique ou infection localisée peut
conduire, en cas d'absence de traitement adaf@ééxessité d'une intervention chirurgicale
afin de prévenir l'infection systémique voire lartndu patient. La prolifération des bactéries
peut aboutir a la formation d'un biofilm protectadiminuant l'efficacité des défenses de
'organisme et des agents antimicrobiens. L'objedsi ce travail de théese est donc de
concevoir un dispositif médical sous forme de paresd capable de libérer de facon
prolongée un principe actif antibactérien a langecsre d'action.

Nous avons obtenu un textile fonctionnalisé paéteulation du chitosane (CHT). Le
revétement de polymére a permis d'obtenir un stgb@argé positivement ou négativement
en fonction de la nature et de la concentratiotiagent réticulant. Les textiles ont ensuite été
activés par deux agents antibactérien, l'iogle gl I'argent (Ag: AY). Les textiles activés par
l'argent ont rapporté une activité antibactérieplus importante que ceux activés par l'iode.
Un systéeme polyélectrolyte multicouche (PEMYyer-by-layerauto-assemblé a ensuite été
construit sur les textiles activés par I'Ag. L'alieest de créer une barriére afin de limiter la
libération de I'Ag et ainsi prévenir sa toxicitéed polyélectrolytes (PE) utilisés pour la
construction de ce systeme PEM sont le CHT endaatPE cationique et un polymére de
cyclodextrine (CD) en tant que PE anionique. Laacép de formation de complexe
d'inclusion des CD avec des principes actifs, agpgpar le polymere de CD dans le systeme
PEM, a ensuite été utilisée afin de charger urcpp@actif, la chlorhexidine (Chx).

Un dispositif avec une activité antibactérienneaaf#ppar I'Ag a donc été obtenu et le

systeme PEM a permis de libérer de facon prolotey&dx.

Mots-clés

Pansement, textile fonctionnalisé, antibactériemtioouche, chitosane, cyclodextrine



Abstract

The chronic wounds represent a public health probidnich the prevalence increases
with age, patient health (diabetes) and sedenifastyle. The infection of the chronic wounds
increasing with wound healing delay, cares neebtieaepeated to prevent or fight wound
infection until their complete healing. In the casfeinfected wound and without adapted
treatment, the critical colonization or localizedeiction can lead to surgery operation in order
to prevent systemic infection or death. The baatgsroliferation can lead to the biofilm
formation which increases the bacterial protect@ainst the body's natural defenses and
antimicrobial agents. So, the aim of this thesiskws to elaborate a medical device as wound
dressing for extended broad spectrum antibactenigg release.

We obtained functionalized textile by the crodslig of the chitosan (CHT).
The polymer coating allows obtaining a device pesiy charged or negatively charged in
function of the nature and the concentration of dtasslinking agent. Then, the textiles are
activated by two antibacterial agents, the iodidg@ ¢r the silver (Ag). The silver activated
textiles report an antibacterial activity greatbart those activated by iodide. Then, a
polyelectrolyte multilayer (PEM) system layer-byéa self-assembly is build-up on the silver
activated textiles. The aim is to obtain a bart@dimit the silver release and prevent its
toxicity. The polyelectrolytes (PE) used for theMPBystem build-up are the CHT as cationic
PE and a CD polymer as anionic PE. The abilityhef €D to form inclusion complex with
drug, bring by the CD polymer in the PEM system,used for the drug loading by
chlorhexidine (Chx).

A device with antibacterial activity brought by tisdver is obtained and the PEM

system allow an extended Chx release.

Keywords
Dressing, functionalized textile, antibacterial, ltiayer, chitosan, cyclodextrin
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Introduction générale

La problématique

Le traitement des plaies chroniques représentatarét majeur pour la santé publique
tant sur le plan médical que le plan économiqueir lgise en charge implique un codt
important englobant les consultations meédicales sténs infirmiers et les traitements. Dans
les pays développés, elles touchent entre 2 et@% gopulatioh En France, en 2011, les
plaies chroniques touchaient environ 2,5 milliors personnés La prévalence élevée des
plaies chroniques est liée a la population vieitlisté (espérance de vie prolongée) et a la
sédentarité grandissante qu'implique nos modesede v

Des complications telles que linfection de la @lahronique peuvent aggraver
considérablement |'état de la plaie et de santpadient qui peut conduire a une infection
systémique. L'infection de ces plaies n'est pasetaugmente la morbidité, voire, met en jeu
le pronostic vital des patients. Le risque infacti@ugmentant avec le temps de guérison, il
est donc nécessaire de prévenir l'infection deptaies efficacement et le plus rapidement
possible. En effet, l'infection seule d'une plagia, peut aboutir a la chronicité de cette plaie.
On comprend, des lors, la nécessité d'intervepidesnent sur les plaies chroniques afin de
prévenir leur infection et accélérer leur guérison.

De plus, les plaies chroniques, en plus de leuraghpur la santé, exercent une
influence sur la vie des patients. En effet, leaséguences qu'elles provoquent peuvent
conduire a leur isolement dd a la production plusrmins importante d'exsudat et de l'odeur
gue dégage certaines plaies. Elles peuvent ausduze a une altération de leur condition
physique par rapport a la sensation de douleua &idalisation de la plaie, & un sentiment
d'insécurité au regard de I'évolution de I|'étaladglaie mais aussi a l'investissement en temps
et économique concernant les soins qui seront sa&icegpour le traitement de la plaie.

De nombreux dispositifs médicaux sont ainsi élabetédéveloppés pour le traitement
spécifique de ces plaies. Cela concerne notamrasmansements dont la gamme ne cesse de
s'élargir et s'adapter en fonction de I'étiologidalplaie.

Les objectifs

Les objectifs de ce projet de thése reposent&@abbration d'un pansement recouvert
d'un systéme polyélectrolyte multicouche (PEM) pauibération d'un ou plusieurs principes
actifs de facon prolongée. Le premier agent antdven, I'argent (Ag), sera chargé sur le
textile en polyéthyléne téeréphtalate (PET) gracadonctionnalisation par le CHT réticulé
par l'acide citrigue (CTR). Le systéeme PEM auradala de barriere pour limiter la libération
de I'Ag hors du dispositif afin de limiter |'effedxique de I'Ag sur les cellules saines de la



Introduction générale

plaie. Il exercera également un réle dans la li@mad'un principe actif et sa capacité de
formation de gel sera également étudiée pour [@srigtés d'absorption des exsudats de plaie.
Pour cela, un polymére de cyclodextrine (polyCRict#é par I'acide citrique (CTR), en tant
gue polyélectrolyte anionique (BEsera utilisé dans la construction du systeme RiBMr
son caractéere polyanionique et ses propriétés aglexation avec de nombreux principes
actifs. La chlorhexidine (Chx) sera utilisée compracipe actif et chargée sur le systeme
PEM afin d'évaluer les propriétés du systtme PERbda chargement d'un principe actif
lipophile, dans la libération de ce principe aetienfin dans I'activité du principe actif. Le but
est d'obtenir un dispositif médical antibactérigetjf sur plusieurs jours, pour palier au besoin
des soins quotidiens des plaies chroniques. Ceglifin'aura ainsi pas besoin d'étre changé
tous les jours. Une évaluation microbiologique ségalement réalisée afin d'évaluer

I'efficacité du systeme a réduire la populationt®aenne.

Présentation du manuscrit

Ce manuscrit s'articule en 4 chapitres. Le prentbapitre est une revue
bibliographique définissant les problématiques pegar l'infection des plaies chroniques et
un état de l'art des dispositifs médicaux qui sbéveloppés pour le traitement des plaies
chroniques infectées. Le second chapitre prédenteatériel, les produits et les méthodes
utilisées pour ce projet. Le troisieme chapitresprde les résultats obtenus concernant la
préparation du textile, sa caractérisation physitoique et son évaluation biologique et

microbiologique.
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La premiere partie traitera des difféerents typepldges et le traitement utilisé pour
permettre une guérison rapide. Le cas des plailestées sera également traité afin de
préciser la difficulté de guérison de ces plaieae Wevue bibliographique des différents
traitements utilisés pour lutter contre ces infatdisera dressée.

Dans la seconde partie, la revue bibliographiqua gertée sur les traitements et
modification de surface des matériaux notammenDMslestinés au traitement des plaies.

La troisiéme partie exposera la stratégie emplm@téle cahier des charges pour ce

travail de these.

Partie 1: La peau, ses problémes et les traitements

1. Structure, physiologie et renouvellement de la peau

a. Structure et fonctions de la peau

La peau est l'organe le plus grand et le plus lalednotre organisme. Chez une
personne adulte, elle représente environ 1,2 azZ28m0 a 16% de la masse totale du corps.
Cette enveloppe vivante est organisée en troishesud'épiderme, le derme et I'hypoderme

de la plus superficielle a la plus profonde (Figlye

poil

pore ou orifice de
glande sudoripare
couche cornée

| (kératinisée)

papille du derme

fascia superficialis

graisse sous-cutanée

glande sudoripare

ou tissu
cellulaire sous-cutané

récepteur sensitif

fibre nerveuse
artére

veine muscle érecteur

ou horripilateur

aponévrose

Figure 1. Organisation schématique de la péau
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L'épiderme, couche superficielle, est la plus miagec 0,5 a 1 mm d'épaisseur. |l
s'‘agit d'un épithélium Malpighien kératinisé (caslire un épithélium pavimenteux
pluristratifié). Celui-ci est lui-méme organisé spsus-couches, la couche cornée (ou stratum
corneum), la couche claire (stratum lucidum), laat@ granuleuse (stratum granulosum), la
couche épineuse ou couche de Malpighi (stratunospm) et enfin la couche basale ou lame
basale (stratum germinativum) (Figure 2). Son ré# d'assurer limperméabilité et la
résistance de la peau.

Sens de migration
cellulaire

couche cornée

épiderme
couche claire

couche granuleuse

couche de Malpighi

derme couche basale

papille dermique

Kératinocyte
Mélanocyte

Cellule de
Langerhans

Figure 2. Organisation schématique de I'épiderfne

Le derme, tissu conjonctif de 1 a 2 mm d'épaissestrconstitué par la présence de
fibroblastes et de quelques globules blancs endcueié la matrice extracellulaire, elle-méme
composée essentiellement d'eau et de nombreusgsnpeotelles que les fibres. Le derme
s'organise en deux couches : le derme papillaperfigiel et le derme réticulaire profond. Le
derme papillaire forme des papilles dermiques jéeétrées avec l|'épiderme sus-jacent
contenant les plexus vasculaires assurant la ioatrite I'épiderme. C'est un tissu conjonctif
lache composé de fibres de collagéne de type llettlde fibres élastiques oxytalane

11
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exclusivement constituées par des microfibrillesfidglline-1. Le derme réticulaire est un
tissu conjonctif plus dense. Alors que les fibrescdllagéne au niveau du derme papillaire
s'organisent perpendiculairement a la surface gmé#a, au niveau du derme réticulaire les
fibres de collagene et d'élastine s'organisentllplment a la surface de la peau. Le derme
accueille de nombreux vaisseaux sanguins et lyngplest ainsi que les terminaisons
nerveuses sensitives telles que les corpusdaegater-Pacini, de Golgi-Mazzoni, de Krause
et de MeissnerChacun de ces corpuscules est sensible a difféstimtsili permettant la
perception de notre environnement: pressions, s variations de température et
effleurement respectivement. En plus de la foncsensitive, le derme assure la fonction de
nutrition grace a sa vascularisation importantdotection de thermorégulation et également
un réle dans la cicatrisation par la présence thslgs sudoripares qui produisent de l'urée
contenue dans la sueur (détersion de la plaie)

L'hypoderme est un tissu adipeux vascularisé coénpleslobules adipeux contenant
les adipocytes. L'hypoderme assure un réle de gifotethermique (isolation) et mécanique
(amortissement des chocs).

Grace a ses différentes structures, la peau agpduseeurs fonctions; une fonction
sensorielle, une fonction de régulation thermiquere fonction de protection. En effet c'est
un des organes des sens dans la perception dietquehqueuse buccale, vaginale,...). Cette
fonction est assurée par la présence de nombreaptsirs nerveux sensoriele réle de
régulation thermique de la peau est principalenasstiré par une vasomotricité permanente
active des veinules et des artérioles sous le @entrerveux du systéme orthosympathique
adrénergique dont I'hypothalamus représente leec#mrmorégulateur. Ainsi la sensation de
froid va entrainer une vasoconstriction des vaissaians le but de limiter les pertes de
chaleur. Au contraire la sensation de chaleur pyoeaune vasodilatation des vaisseaux afin
d'augmenter la perte de chaleur qui, peut étreeéuait augmentée par la production de sueur
par les glandes sudoripares situées au niveahygmterme.

La peau joue également un réle de barriére doriléeest de protéger lI'organisme des
agressions extérieures. Ces agressions de divei@eses comprennent les agressions
physiques (étirements, pressions, frottements...)imigones ou biologiques (micro-
organismes). L'épiderme étant la couche la plusréigelle, il joue un réle primordial dans
cette protection. Son action eshforcée par la présence des cellules de Langerbalhdes
dendritiques, qui interviennent dans la défense umtaire et les mélanocytes qui

synthétisent un pigment de protection contre lelat@ns ultraviolet. La kératine, protéine
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synthétisée par les kératinocytes, permet d'impeoifiger I'épiderme et le rendre plus

résistant contre les agressions extérieures.

b. Physiologie et renouvellement de la peau

Comme la plupart des tissus vivants, la peau ailel&&tre vascularisée et renouvelée
constamment. Le role de vascularisation est assuigarticulier au niveau du derme par les
vaisseaux sanguins extrémement abondants et leseaaix lymphatiques. Cependant aucune
vascularisation ne pénétre au sein de I'épiderrresi Foxygene et les éléments nutritifs sont
apportés via la circulation sanguine par diffusiamavers la lame basale.

Le renouvelement de la peau concerne principaleftégierme qui est constamment
renouvelé grace a la migration des cellules provede la lame basale vers la couche cornée.
Le renouvélement de la totalité de la couche conédessite 45 jours, temps nécessaire aux
cellules pour atteindre la couche cornée. Lors d#ecmigration, les kératinocytes
s'aplatissent, s'enrichissent en kératine (prosedsukératinisation) et perdent leur noyau.
Une fois la surface atteinte les kératinocytes msé détachent et tombent en emportant les
éventuels microbes et corps étrangers; il s'agirdaessus de desquamation (Figure 3).

Couche cornée ;/Abz

rf;?mh“"‘—v‘

\_J\:H’/J

' -
-
Couche granuleuseJ1|Ii - Up -
- %
AP
p—N . e M
A @,

‘ %
Couche épineusr:q:é. .- . 3

Ll l‘ &
§_ 1

Gy
Couche basale =————— o e .
. q

-

Lame basale

Figure 3. Organisation schématique de I'‘épidermesen renouvellemefit
L'intégrité de la peau joue un rdle clé dans latgmtion du milieu interne de

'organisme. Cependant, cette protection peut étgommagée de facon plus ou moins
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importante; on parle alors de plaie. Dans ce leaile de barriere que constitue la peau ne

peut plus étre pleinement assuré et représenteaime’entrée aux agents pathogénes.

2. Plaies et cicatrisation

a.Les plaies

Les causes d'apparition des plaies sont de diverseses telles que les agressions
extérieures (éraflures, plaies,...), l'apparitionorgpnée (escarres) ou postopératoire
(incisions réalisées au scalpel). En fonction de causes, les plaies sont réparties en 4
groupes: les plaies traumatiques, les plaies pgo&tatoires, les brllures et les dermabrasions.
Selon limportance de la blessure, les plaies deedu sont hiérarchisées en fonction de la
profondeur des couches atteintes. Les blessuresi®dulegré concernent uniquement
I'épiderme. Les blessures dil° Zlegré concernent les plaies dont I'épiderme estitlé
(superficiel) ainsi qu'une partie du derme sousfagprofond). Une dégradation totale de

I'épiderme et du derme définit une blessure @i @gré (Figure 4).

Epiderme
Derme
Hypoderme < i1/ CHRRO oo "j_: At eyt
Peau Blessure du Blessure du
normale deuxiéme degré deuxieme degré
(superficiel) (profond)

Figure 4. Schéma comparant une peau normale, uneapeblessée au deuxieme
degré superficiellement et une peau blessée au @sue degré profondémeht

En pratique clinique, différentes catégories ddeplalites aigiies sont définies, en
fonction de l'importance de la plaie et du traitemecessaire (Tableau 1).
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Les différentes catégories de

plaieteat physiopathologié

Catégorie de
plaie

Physiopathologie de la plaig

Exemple de plaie

Plaies franches
sans perte de
substance

La cicatrisation se fera par
rapprochement des berges
la plaie.

—>Cicatrisation de 5 a 1
jours.

in
de

b

Figure 5. Photographie d'une plaie
franché®.

Plaies étendues
superficielles ou
dermabrasions

Discontinuité partielle de |
jonction dermo-épidermiqueé
Disparition du sommet de

papilles avec la présence d

guelques flots épidermiques

de cellules basales
germinatives.
->Cicatrisation de 10 a 1

jours.

e

o

e

callules basales et migration & travers la plais

t
Figure 6.
superficiell€.

Schéma d'une plaie

Plaies profondes
avec perte de
substance

Traumatisme grave avec U

perte de substance sur tout

I'épaisseur de la peau et U
rupture totale de la continui
de la jonction dermo
épidermique.
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Calllot sanguin
dans fa plaiy

L~ Mambrane basale

Collule basale
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& travers |a plaie

o
bl L~ Fibroblasto
Munocylg

o Extrémié du caille
— Vaisseau
sanguin lése

a) Phase inflammatolre

Figure 7. Schéma d'une plaie profofid
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La dégradation plus ou moins sévere de la peaenidut le processus de cicatrisation
spontanée dont le but est de rétablir I'intégréécdt organe. La cicatrisation cutanée est un
mécanisme complexe qui implique différentes étapgdusieurs acteurs cellulaires.

b. Le processus de cicatrisation

Le processus de cicatrisation se déroule en 6 pltasese chevauchent dans le temps
(Figure 8). Un mécanisme simplifié, plus courammailisé, regroupe les 6 phases décrites
sur la Figure 8 en 3 phases. Les 3 phases singglifient :

» |a phase vasculaire et inflammatoire (réponse Vaseu hémostase,
inflammation)
= |a phase de bourgeonnement ou de granulation riniktion,
prolifération cellulaire)
» et la phase d'épidermisation (épidermisation, eatitn).
I Réponse vasculaire
Hémostase
Inflammation

L]
]
|:| Prolifération cellulaire
L]
=

Epidermisation

Contraction

I N = I Jours
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Figure 8. Les étapes du processus de cicatrisatiatanée®.

La phase vasculaire et inflammatoire, trés raptdeécoce, correspond a la formation
d'un caillot qui va permettre l'arrét du saigneneiria migration des cellules participant a la
réaction inflammatoire. Ce caillot composé de fibrest obtenu par I'agrégation, I'adhésion et
l'activation des plaquettes par plusieurs proté{fibsonectine, protéases, thrombine, facteur
Willebrand) intervenant dans la cascade de codgulalt'activation des plaquettes active la
libération de facteurs de croissance, médiateuta dieatrisation comme le PDGF (Platelet-
Derived Growth Factor), le bFGF (basic Fibroblasouv@h Factor) et le TGF (Transforming

Growth Factor). Ces facteurs permettent de modesedifférentes phases de la cicatrisation.
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Ce caillot assure ainsi 'hnémostase et sert deigagtrovisoire pour la migration des cellules
pro-inflammatoires, dermiques et épidermiques sairsite de la plaie. La réponse
inflammatoire qui commence lors de cette étapeytddbar une phase de vasodilatation et par
la libération des médiateurs tels que I'histamlie® prostaglandines et les compléments C3a
et Cba qui favorisent l'affluence des cellules Wantes au niveau de la plaie. Ainsi les
polynucléaires neutrophiles et les monocytes sttiteés progressivement au niveau de la
plaie. Les neutrophiles libéerent des enzymes phgtiqaes qui favorisent la pénétration des
cellules dans la plaie et la détersion des lésidres monocytes se différencient en
macrophages, participent a la fonction anti-infacte, a la fonction de détersion et au
remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) paagocytose. La prolifération des
fibroblastes est augmentée ainsi que leur produa@collagene. Un tissu de granulation se
forme alors.

La phase de bourgeonnement ou de granulation gmc&miveaux tissulaires: le
derme et I'épiderme. La formation du tissu de dgedion est associée a la prolifération
fibroblastique, la synthése de MEC (collagéne, ofilectine et protéoglycanes) par les
fibroblastes (systeme MMP/TIMP : matrix metallogase/tissue inhibitors of matrix
metalloprotease, permettant la régulation fineadgyhthése/dégradation de la MEC), une
angiogénéese et la transformation des fibroblasteangofibroblastes. L'angiogénese est
favorisée par I'hypoxie tissulaire de la plaie @&tdEégradation de la MEC par les protéases
synthétisées par les fibroblastes.

Lors de la phase d'épidermisation et de contractemnkératinocytes basaux migrent
sur les composants matriciels (bourgeons) puiswggpiient et se différencient. La migration
et la prolifération a la surface des bourgeons péent la formation d'un néo-épiderme qui
sera progressivement renforcé au niveau de soss&pai Cette épidermisation est facilitée
par lI'action des myofibroblastes formés lors dehase de granulation. Ceux-ci se contractent
et vont permettre le rapprochement des berges diaia Le remodelage de la MEC s'étend

sur plusieurs mois apres la fermeture de la plaie.

c. Probléme de cicatrisation

La cicatrisation peut étre parfois retardée powerdies raisons. Ce retard peut
dépendre de I'état de santé de la personne étalede la plaie. Dans le premier cas, ce retard
peut étre di0 a une pathologie associée, de I'éétérgl du patient (diabétique,
immunodéprimé, dénutrition,...), de son age ou desxe. Le retard dans la cicatrisation

peut également intervenir en fonction de la protamgdde la surface et de la localisation de la
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plaie. La cicatrisation spontanée dans ce cas,qeptus suffire pour permettre une guérison
convenable (durée et aspect de la cicatrice) géala. Un traitement adapté en fonction de la
catégorie et du degré de la plaie sera donc néomgsaur accompagner et diriger la

cicatrisation dans le but d'accélérer ou améli@eyuérison. Ce traitement peut étre effectue
par le praticien par la réalisation d'une sutureespdétersion manuelle sur les plaies

importantes puis de l'utilisation d'un pansement.
3. Le pansement, dispositif médical pour le traitementes plaies

a. Intérét du pansement

Pour que le processus de cicatrisation s'effectuisamment rapidement et
correctement (en fonction de I'age de la persorresjaines conditions physico-chimiques
indispensables doivent étre rassemblées. Aingrtgpérature, le pH et le taux d'hydratation
de la plaie sont autant de facteurs qui influendantitesse et la qualité de guérison d'une
plaie. En 1962, Winter démontre que la cicatrisatitune plaie recouverte par un pansement
synthétique semi-occlusif est 30% plus rapide rapport & une plaie conservée a l'air ftfire
Le pansement appliqué sur la plaie permet de nmaint@ydratation des tissus Iésés en
limitant I'évaporation de l'eau. De plus, cette pg@ration, lorsqu'elle n'est pas limitée par
l'application d'un pansement par exemple, indué baisse de la température des tissus au
niveau de la plaie. Or I'état de guérison d'unemat également influencé par la température.
Une étude a été réalisée sur des serpents a dalfisnal a sang froid). lls ont été placés a
différentes températures de 13,5°C, 21°C et 30¥€sapvoir subit des incisions linéaires ou
des excisions circulaires. Les résultats rappodaptcompléte ré-épithélialisation de la plaie
aprés 10 jours pour les serpents placés a 30°G glor la cicatrisation est partielle a des
températures inférieurfs Chez I'homme, lactivit¢ des cellules intervenatdns la
cicatrisation, tels que les fibroblastes, est pinmportante a température proche de la
température corporelle de 37°C'® Cela s'explique par le réchauffement des plgigs
améliore la fluidité du sang, la pression en oxggéa dépbt de collagéne et la fonction des
cellules responsables de la réponse inflammafoirkinsi, des pansements chauffants
appliqués sur des ulcéres de pression permetterdddée significativement la surface de la
plaie aprés 4 semaines par rapport & des plaiesvextes par un pansement stantfafdes
designs de pansements sont ainsi congus dans tk lmainserver I'humidité et la température

de la plaie dans les conditions optimales de gorsshématisées sur la Figure 9.
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. . ] Couche protectrice:
Agres;lggtségggﬁques Aération de ‘ Liquides « Contréle de la perméabilité
la peau (échanges gazeux et liquides)

e / *Barriére contre les agressions
v |

physiques et microbiologiques
Pansement< A

* Réle adhésif (pansement
secondaire)

Couche absorbante
« Contréle de I'humidité:
> absorption des exsudats
« Contrdle de la température:
( 4 17/ limite les échanges thermiques
* Non-adhérent pour
| v préserver les tissus néoformés

Lit de la plai il
Exsudats

Figure 9. Organisation de la structure d'un pansemeet ses fonctions.

L'utilisation des pansements est réglementée pacldssification des dispositifs
médicaux en fonction de la durée de leur utiliggtie la destination du produit définie par le
fabricant, du caractére invasif ou implantable bdti thérapeutique ou diagnostique, du type
d'organe concerné et du niveau de risque du diffpdsi Haute Autorité de Santé (HAS) a
ainsi realisé une classification des dispositifsdizgux (DM) en fonction du niveau de
risque® (Tableau 2.

Tableau 2. Classification des DM pansements selotAS*®, 2013.

Classe du dispositif Niveau de risque Nature du paesnent (exemple)
Classe | Faible degré de risque Pansements gras
Classe lIA Degré moyen de risque Films de polyuréthan

Hydrocolloides, hydrocellulaires,
hydrogels, pansements au
charbon et les alginates (sauf
Algostéril®)
Duoderm®, Acticoat® et
Potentiel trés sérieux de risque Algostéril® pour son caractere
Classe lll (comprend les DM implantables  invasif de type per ou post
actifs) opératoire et plaies
hémorragiques

Classe IIB Potentiel élevé de risque

b. Nature, composition et application des pansements

On distingue deux types de pansements en foncgoia eature de la plaie a traiter.
Les pansements primaires concernent les panseigants pour but de traiter les plaies peu
ou modérément exsudatives aigles ou chroniquess tglie les escarres, les ulceres, les

brulures superficielles flet 2'¥ degré) et les dermabrasions. Les pansements seEsd
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concernent les pansements recouvrant un pansemprdine (dans le cas d'une plaie non
infectée), par exemple, une compresse, une bamddijles, un adhésif ou un film. lls
présentent un intérét au niveau d'une zone defnaitt pour maintenir le pansement primaire
intact ou en soutien pour améliorer les capacitabsdrption des exsudats dans le cas de
plaies trés exsudatives. Dans le cas de pansememaires non-adhésifs, le pansement
secondaire aura pour fonction de maintenir le paesé primaire au contact de la plaie (film
adhésif, membrane, bande).

Il n'existe pas de pansements universels capal#desépondre a ces différentes
fonctions en méme temps. Ainsi, le pansement det @&apté en fonction du type de plaie
(Tableau 3 par rapport au stade de cicatrisation, au caraciuperficiel ou profond de la
plaie et de la nature de la plaie (séche, exsiwgldiémorragique).

Tableau 3. Les différents types de pansementsigslapplications. Modifié de HAS,
2007. Evaluation des pansemefits

W= 6.2 Nature et composition Action Application Commentaires
pansement
hydratation
Hydrogel gel polymérique Plaie non-infectée et peu exsudative Pansement secondaire

détersion auto-lytique
Absorption des exsudats
absorption et irrigation de la plaie par

Imgo-absorbants coussin en polyacrylate o . .
9 pobacryia activation avec une solution de Ringer

en phase de détersion

polymére naturel d'acide

alginique (algue brune) absorption (++), hémostatique de la phase de détersion a la phase dpansement secondaire de

Alginates 2S50CiE OU Non & la CMC et antibacltérier‘w (piege les bactéries) bourgomement, plaigs hfémrrggiques alypel hydrocgllul?ire pour
. ) formation d'un gel non-adhérent plaies avec colonisation critique imperméabiliser
l'acide hyaluronique
pansement secondaire de
Hydrofibres 100% fibres non tissés de grande capacité d'absorption (+++) plaie trés exsudative de la phase de type hydrocellulaire ou

Y CMC sodique détersion a la phase de bourgeonnement hydrocolloide pour

gélification au contact de l'exsudat LT L

Hydrocellulaires ~ mousse de polyuréthane Absorbant (+) phase de bourgeonnement ou

d'épidermisation complete

absorption, formation d'un gel  plaie peu exsudative non-infectée en phase

i 100% CMC sodi
Hydrocolloides 0 sodique d'épidermisation

imperméable a leau et bactéries

compresse de mailles larges dermabrasions et brulures de la phase de
Tulles enduites de corps gras non-adhérent et aéré bourgeonnement a la phase
(vaseline, paraffine) d'épidermisation
voile a mailles étroites endu dermabrasions et brulures de la phase de
Interfaces de siicone, de CMC ou denon-adhérent et évite le desséchement  bourgeonnement a la phase
TLc® d'épidermisation
Films flm polymérique transparent  résitant, adhérenesi-perméable escarres ou en pansement secondaire
. " relance la cicatrisation des plaies atones
Acide compresse ou crémes . S ) . .
- . (tissu de granulation inflammatoire plaies chroniques atones
hyaluronique imprégnées défcient)

Technologie Lipido-Colloides

En régle générale, un pansement doit étre changélés 3 jours dans le cas d'une
plaie peu ou modérément exsudative, dans le cas @laie exsudative, il devra étre changé

tous les jours. La répétition des soins peut vagierfonction de la nature du pansement
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secondaire notamment dans les cas des plaies ¢ixggddont I'application d'un pansement

secondaire de type compresse permet de repougs&rdasité de soins a 3 jours.

L'application d'un pansement doit donc permettreré@blir la continuité de la
barriere que constitue la peau au niveau du sgé Bfin de protéger et maintenir des
conditions optimales pour que la plaie puisse guéBiependant, dans certains cas,
l'application d'un simple pansement ne suffit pasamment dans le cas de plaies infectées
qui peuvent résulter de la chronicité de la pléeenps de guérison prolongé) ou de I'absence

de traitement adapté des plaies (colonisation baotée).
4. Flore cutanée commensale

De fagon normale, lI'ensemble de la peau est c@enar des microorganismes tels
que les bactériés appelés flore cutanée commensale. Le pouvoir pati® de ces
microorganismes est tres faible. La densité eatane des bactéries présentes a la surface de
la peau varient en fonction de la localisation amatjue. En effet selon le pH et le taux
d'humidité, la densité est plus importante avectdas d'’humidité élevés et I'adhésion plus
forte au niveau des sites anatomiques faiblememides et légérement acidésCette flore
commensale contribue a I'équilibre et l'intégrité ld peau dans la mesure ou elle protege
l'organisme contre les bactéries pathogénes en atrapé leur prolifération. Cet équilibre
dépend également de la production de protéinebamtéiriennes telles que la lactoferrine, les
cathélicidines de typp-défensines ou les lysozyniésDans le cas d'une plaie, cet équilibre
est altéré par une modification du pH, des sulsstlatponibles et des taux d’humidité par
exemple permettant la colonisation par les bacgra&hogénes aboutissant a l'infection de la
plaie. Les principales especes bactériennes ragesntdans l'infection des plaies sont le
Staphylococcus aureugsistant a la méticilline (SARM) (34%) Bseudomonas aeruginosa
(9,4%).

5. Prévention/traitement des plaies infectées

On comprend alors la nécessité de prévenir ouetrdiinfection des plaies qui
représente un intérét pour la santé publique tantles plan de I'hygiéne que sur le plan
economique. Afin de prévenir/lutter contre les atilens, il existe de nombreuses molécules
naturelles ou synthétiques a notre disposition.q@Baantimicrobien possede des avantages
mais également des inconvénients qui doivent &isegm compte afin d'utiliser de facon
adaptée ces différentes molécules en fonction dmtiare, de I'avancement de l'infection et
bien sar en fonction des germes impliqués.
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a. Substances antibactériennes

. Les antibiotigues

Afin de traiter linfection, il existe plusieurs rmposés capables de réduire
significativement la charge bactérienne au niveawnd plaie infectée ou de prévenir
I'infection systémique.

Les antibiotiques (ATB) sont des molécules nataselbu synthétiques possédant la
capacité d'éliminer (bactéricide) ou ralentir lalération (bactériostatique) des bactéries a
faible dose. A l'origine, les ATB sont synthétigpas les bactéries elles-mémes dans le but de
lutter contre leurs congéneres. La production de A€EB est réalisée de facon naturelle,
synthétique ou semi-synthétique dans le cas d'ATa&lifiés chimiquement. Il en existe
différentes catégories classées en fonction dedegine, de leur spectre d'activité, de leur
nature chimique ou de leur mode d'action (Tableau ‘dtilisation d'ATB dans le cas des
plaies peut étre systémique (administration pae woale ou par injection) avec un suivi de

I'état de guérison de la plaie ou topique (appbeaibcale) mais peu recommanéée
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Tableau 4. Les différentes catégories d'antibiotegiutilisés en traitement local ou
systémigue contre l'infection de la plaie (fondebl). Adaptée de Decoster et’agt St-Cyr et

al®>,

Le Ribosome . N .
Cible La Paroi La Membrane |et synthése de L AR,N L'ADN Synthe_se Gl
AF polymérase Folique
protéines
Bétalactamines Polymyxines Aminosidgs Rifamycines  Qloines Sulfamides
Pénamspénicilline )
S streptomycing
amoxicilline
Pénéms gentamicine .
B . sulfadiazine
Céphens polymyxine B )
. : argentique
(céphalosporines) .
. . tobramycine
céfazoline
Monobactams
. Gramicidines et| Groupe des . . .
Fosfomycines Tyrocidines "MLS" Fluoroquinolones Triméthoprime
Macrolides
Famille d'ATB azithromycing
sl fosfocine Lincosamides rifampicine| ciprofloxacine
exemple d'AT| clindamycine P P
. . Synergistines
bacitracine I -
pristinamycing
Glycopeptides Phénicolés Produits nitres
. chloramphéni
vancomycine .
ol Oxyquinoléines
Cyclines
doxycycline
Autres Nitrofuranes
mupirocine Nitro-imidazolés
metronidazole

Les ATB sont généralement utilisés pour le traitehdes infections aigies sur une
période de traitement relativement courte afin itBévi'apparition, la prolifération et la
dissémination de souches résistantes. La senathlisréalisée notamment par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) a propos de l'utilisaties ATB a entrainé un désintérét des
industries pharmaceutiques vis-a-vis de la prodanctfATB®. En effet malgré leur grande
efficacité, les ATB sont de plus en plus utilisé®@ parcimonie et de fagcon adaptée. La
consommation abusive des ATB, ces derniéres déegnmiconduit a l'apparition de souches
bactériennes multi-résistantes. Cela concerne de®iies jusqu'alors sensibles a ces mémes
ATB?" comme illustré par I'exemple du pneumocoque etelation du taux de bactéries
résistantes a la consommation d’ATB (Figure 10).|dwa quelques industries de
biotechnologies qui tentent de découvrir d'autr@8Al'évolution de la génomique oriente,
désormais, les recherches principalement sur lauwdecte de nouvelles cibles bactériennes et

I'étude des mécanismes de résistance développ&ssmctéries.
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Consommation de pénicilline (code ATC J01C) par les patients en 2000, DID

Figure 10. Corrélation entre la consommation de pénicilli (DID, dose quotidienne

définie pour 1000 habitantsgt la prévalence d&. pneumoniaansensible a la pénicilline.
AT, Australie; BE Belgique; HR, Croatie; CZ, Répuigjue Tcheque; DK, Danemark; Fl, Finlande; FR, Frane; DE, Allemagne; HU,
Hongrie; IE, Irlande; IT, Italie; LU, Luxembourg; NL, Pay«-Bas; PL, Pologne; PT, PortugalSl,Slovénie; ES, Espagne; UK, Angleter

seulementModifiée de Goosen:27
. Les antiseptiqut

- Letriclosar
Le triclosar’® est largement utilisé dans la composition de ptsdde soins ¢
d'hygiene comme les déodorants, les-douches ou bien les prodaitle soin des main
C'est un ester de phénol halogéné non ioniqueavetse la membrane cytoplasmique
altérent la synthese de I'ARN des protéines. Isgmée une activité diminuée par la prése

d'agents tensio-actifs.
OH

Cl ci Cl

Figure 11. Formule chimique du triclosa®®
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- LaChlorhexidint (Chx)
La Chx est un biguanide chloré largement utilisésddantiseps locale bucco-

pharyngée et cutanée ainsi que quelques. Il existe plusieurs formes de C
commercialisées: le dihydrochlorure de Chx, le ulighate et le gluconate de Chx. (
différentes formes de Chx présentent la partiddlaté présenter une forme soll de la Chx
qui, sous sa forme non ionis, posséde une faible solubilité dans I'eau de 'cddr800 mg/L
a20°C".

Cl NH )l\jI\H a B B
N N

WW
H H H NH NH

Figure 12.Formule chimique de la chlorhexidin

La Chx est un antiseptique qui posséde un largetrepd'actio® et qui est utilisée
dans diverses applications en fonction de son &g8nT avec d'autres COmposeEs.
exemple, la Chx est utilisée sur les caries dedaies gingivites et les parodontites
association avec du carbonate de calcium. En agsmtiavec du chlorure de benzalkonit
son application est essentiellement cutanée. @tatmment le cas de la Biseptine®, solu
antiseptique utilisée dansritisepsie de la peau avec des concentrations en oligite de
Chx de 0,25; 0,025; et 4%. Le digluconate de Clagsocié au chlorure de benzalkoniur
a l'alcool benzyligue. Son large spectre d'actiommrend des levures comnCandida
albicans L'actionde la Chx peut étre potentialisée par I'utilisatiencertains solvants comr
l'alcool éthylique de 60 & 7*2. Certains travaux de recherche portent notammentes
chargement de Chx sur des DM; c'est par exemptadede imentsverre ionomérique €
tant que matériau de restauration den® ou bien, en association avec des agents mous
comme HIBISCRUB®.

L'action antibactérienne de la Chx s'expligue pan faractére polycationiq
(protonation des guanidines a pH physiologi lui permettant d'interagir avec |
constituants de la membrane chargée négativemeningainteraction aspécifiqgue avec
membrane bactérienne (acides phospholipidiquda)@€cipitation du contenu dulaire. De
plus, la Chx est capable d'inhiber I'adhésion @ge$ébies, empéchant ainsi la prolifératiot
la formation d'un biofilmf’. Au niveau de la peau, il a été démontré que la irde sor

35, 36

activité antibactérienne au moins 48 he et que son efficacité n'est pas affectée

présence des liquides biologiques tel que le®’.
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. Autres substances

- Le miel

Les propriétés antibactériennes du miel sont expbg notamment par son
hyperosmolarité et par la présence d'une enzymegluleose oxydase, introduite par les
abeilles dans le miel lors de sa synthese. Celtgnee transforme le sucre en peroxyde
d'hydrogéne. Le produit de cette enzyme agiraisyrergie avec le pH et l'osmolarité du
miel®®. De plus, selon une analyse récente de plusigude® le miel pourrait réduire le
temps de cicatrisation de br(lures superficielles4diourd® ou de plaies réalisées sur des
sourig®. Les propriétés pro-cicatrisantes du miel s'exjgligient par la formation d'une
couche isolante qui permettrait de maintenir I'rditéiet I'absorption des exsudats de la plaie
grace a son hyperosmolafité’?> Cependant, la qualité trés variable du miel erction de
son origine (faune et flore) et de son affinaggeenet pas d'envisager, pour le moment, son
utilisation a grande échelle. En effet, il arriveede miel soit contaminé par des bactéries le
rendant inutilisable pour une application médicdde plus, sa pasteurisation nécessaire

rendrait la glucose oxydase inactive.

- L'argent
Les ions métalliques ont démontré des effets artiéoi@ns différents selon la nature

de I'ion considéré

Les premiéres utilisations de l'argent (Ag) pous s®opriétés antibactériennes
remontent a I'Antiquité. Ainsi les phéniciens camaent I'eau, le vin et le vinaigre dans des
contenants en argent pour les préserver des cordtiaris. En revanche, ce n'est qu'avec les
premieres expérimentations de Crédé en 1884 qugerima été utilisé pour une action
thérapeutique. Crédé a ainsi formulé un collyre a&ebde nitrate d'argent pour traiter
I'endophtalmie gonococcique néo-natale permettaméduire le nombre de cas de 10 a 0,3%
en France. Depuis quelques années, I'utilisatiotadgent dans la conception de dispositifs
médicaux est en constante évolution.

Les mécanismes impliqués dans l'effet antibactéden|'Ag sont multiples et
impliquent la forme ionique Ag L'Ag interagit avec certains constituants de kenthrane
bactérienne chargée négativement (phospholipidpspdlysaccharide). Cette interaction
provoque une altération de la stabilité de la pa@itérienne et une augmentation de la
perméabilité membranaire aboutissant a la fuitecaltenu cellulaire puis a la mort de la
bactérie. De plus, I'Ag est capable de se lierm@oxeines par l'intermédiaire des groupements

thiols notamment, altérant ainsi la structure conmfitionnelle des protéines et leurs
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fonctiond* *° Dans la bactérie, I'Ag interagit avec I'ADN doiat charge globale est

négativéd® et provoque linhibition de la réplication de I'ND L'Ag inhibe également la
chaine respiratoifé

Bactérie ARE T
‘:;j,.,..-uummrl

Interaction Ag*/ ADN
? Inhibition de la division cellulaire

-Altération des composants

S
oy Y - i N
ettt o 3 intracellulaires

oF P A
? Destruction de la membrane bactériefine '-"'f" -Inhibition de la chaine
Silver ions o respiratoire
g

Interaction Ag*/ membrane

-Altération des échanges ioniquep
= Mort de la bactérie

12

Figure 13. Les multiples modes d'action de l'argestir la bactérie. Modifiée de
Smith&Nephew®.

Cependant l'utilisation de nitrate d'argent peduire une coloration noire de la peau
et un possible argyrisme qui sont irréversibleggfeé 14). De plus, l'argent peut étre

emmagasiné au niveau rénal et hépatique augmedatanncentration sérique de l'argent et
représente donc un risque de toxicité pour cenesja

Figure 14. Photographie d'un patient atteint d'arggme généralis€. Herbert,
2008.
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La résistance a l'argent de certaines bactéri¢é dé&nontrée dans certaines études.
Cependant l'association avec d'autres composeés eolamnsulfadiazine argentique ou la
chlorhexidine permet de diminuer la propension el'tésistance a l'argent.

Plus récemment, I'argent a été utilisé dans ladation de pyjamas en complément
aux thérapies de l'eczéma atopique et du psoriBsias cette application, autre I'action
bactéricide et fongicide, les particules d'argeritdemontré un effet anti-inflammatoire qui a
été utilisé pour améliorer la qualité de vie deiepés® afin de soulager notamment les
démangeaisons. Les mécanismes impliqués dansfeetaati-inflammatoire de l'argent ne
sont pas totalement élucidés. Dans cette applicaticecte, I'argent est chargé directement
par imprégnation a la surface des fibres textilesse de polyamide (Figure 15) associées a
des fibres en coton.

Microfibre polyamide

Coucha
d'argent

Ancrage de I'argent
dans sa surface
de microfibres

Figure 15. Schéma du concept d'ancrage de l'argendr les fibres textiles des
pyjamas concus par l'entreprise Doode?tr:

- Lliode

Outre son r6le biologique, l'iode posséde égalerdest propriétés antibactériennes
dont les premieres utilisations en tant que talaante au XIXeme siecle dans le traitement
du goitre. Plus recemment, Alexander Fleming ragapbefficacité d'un traitement avec de
liode & 2% sur les plaies des soldats lors dedmiére guerre mondiale contre la gangréne

La préparation d'iode J)l en solution aqueuse aboutit a la formation de bremses
especes d'iodes. Premierement la réaction de lawde I'eau conduit a la formation d'ions
iodate (HOI) comme le montre I'équation (1). Lassitodates se dissocient ensuite et libérent
des ions iodures | des protons (B et une autre forme d'ions iodates {)Qlécrit dans
I'équation (2). La réaction bilan est représentéel'gquation (3). L'équilibre de la réaction
peut varier en fonction du pH vers la gauche eritimm acide ou vers la droite en conditions

neutre et basique. L'iode réagit également rapideragec les ions iodures’)(let forme
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rapidement un équilibre avec la formation de commlegiiodure (4)>° décrite par I'équation
(4)**. La préparation de cette solution dite solutiorLdgol a été décrite précédemment par le
physicien Lugol J.G.A. en 1829. La constante dléayai associée a I'équation (4) dépend de
la température et de la concentration des 3 espkodg. Au-dessus de 25°C, I'équilibre de la
réaction est ainsi favorisé vers la gadcheAu contraire, une augmentation de la
concentration en iodure ) favorise I'équilibre vers la droite.

(1) 3l,+3H0 =3l +3HOI + 3H

(2) 3HOI =2l +105 + 3H'
3)  3ly+3H0 < 5 + 105 + 6H'
4) o+ 1 I3

En conditions physiologiques, seules les especenidgies de l'iode décrites par
l'équation (4) sont retrouvées dans la solutiohugol*°.

Parmi les 3 espéces présentes dans la solutiongid,lseule l'iode §) présente une
activité antibactérienrié L'effet bactéricide s'explique par la pénétratiapide de l'iode dans
la bactérie & travers la paroi bactériefiné'activité antibactérienne est due au pouvoir
oxydant de l'iode qui provoque l'altération destgires en créant un défaut de replierfent
Ces altérations conduisent a la modification d&tracture 3D des protéines qui aboutit a leur
inactivation® °’

Depuis, l'utilisation de l'iode en tant qu'agenisaptique s'est développée notamment
avec la découverte des iodophores permettant deplerer liode avec une molécule
organique. Cette complexation permet de suppriegeeffets indésirables de I'iode comme la
coloration des tissus en jaune-brun et l'odeur giéshle des solutions d'iode et surtout
potentialise l'action de liode. C'est le cas deBitadine®, dont liodophore est le
polyvinylpyrrolidone (PVP) qui forme avec liode womplexe po(ly)vidone iodé soluble

dans l'eau.
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Figure 16. Formule chimique du complexe povidone iod
b. Méthodebiologique¢ antibactérienne

La larvothérapieou asticothérapicest une méthode de soin des plaies qui pe
d'éliminer les tissus nécrosés et désinfecterdapElle fait intervenir 'utilisation de larv:
de diptéres, notamment celles de la mouchee (Figure 17), ditelLucilia sericateé ou

Phaenicia sericati.

Figure 17. Photographie d¢Lucilia sericata ouPhaenicia sericat au stade adulte et
larvaire.

C'est en 1799, lors de la campagne en Syrie paolBi@ap Bonaparte, que le chirurgi
Dominique Larrey découerque les soldats blessés, dont les plaies éariisées par s
asticots, guérissaient mieux et plus rapidementcdlanisation dela plaie par les astico
permet de désinfecter la blessure, de stimulerddyztion des tissus cicatrici et surtout de
nettoyer la plaie par la consommation des tiuniquemenhécrosés par les astict

La détersion des plaies par ces larves réalisée par la production d'enzyn
digestives, telle que les carboxypeptits A et B, la collagénase et des sérines prot®, et
par une action mécaniqueelau grouillement des larves et a la dilacérattmnia fibrine pa
les mandibulé¥. Le role désinfectant des larves est illustré gmnombreux articl®® 3 ||
s'explique pr la production d'ammoniaque provoquane élévation du pi** © et de la
sécrétion larvaire de substance ayant une acti@itébactérienne: l'allantoine, l'aci

phénylacétique et le phénylacétaldél®
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Cependant cette méthode est peu acceptée par tiestpaet les soignants. Et il
semblerait que l'augmentation du pH stimulerait iésepteurs locaux a la douleur. Une
dermite d'irritation péri-lésionnelle peut égalemesurvenir due a l'action irritante des
enzymes larvaires. En France, l'utilisation dedevdthérapie est autorisée sous forme de
"BioBag" et uniquement dans le cadre d'une autimisatemporaire d'utilisation (ATU)
adressée a I'Agence Nationale de Sécurité du Miagic(ANSM).

6. Pansements avec principes actifs

L'association des pansements avec un principe petrihet d'obtenir des dispositifs
meédicaux qui permettent a la fois de maintenir omirennement adéquat a la cicatrisation
des plaies et d'apporter une valeur ajoutée dontbde est d'apporter une action
antibactérienne, pro-cicatrisante ou antalgiguee Wouvelle gamme de pansements dit
modernes permet ainsi d'améliorer la cicatrisagipbprévenir ou traiter 'infection. Ce type de
dispositif est utilisé pour le traitement des aparticulieres telles que les plaies atones
(absence de tissu de granulation inflammatoire),plaies infectées ou a risque infectieux
élevé, les plaies douloureuses et les plaies canse&s ou malodorantes.

Des pansements antibactériens sont ainsi élabarésprégnation dans une solution
de povidone iodée additionnée de polyéthylene ¢l{BG) tel que le pansement Inadine®.
Le role du PEG est d'apporter une matrice hydridelpermettant a l'iode d'atteindre les
bactéries. D'autres méthodes permettant de chatgetiode sont utilisées tel que le
cadexomer en tant que iodophore dans les pansetodonsorb®. Le cadexomer est formulé
& partir d'amidon réticulé sous la forme de biflesce qui permet de charger liode dans ce
cadexomer dont les liaisons réticulées seront ease@ présence des exsudats de plaie,
permettant ainsi la libération de l'iode.

Il existe également de nombreux pansements &t different par leurs supports
(cremes, compresses, plaques, ...). C'est par exdenpss des pansements Cellosorb Ag®,
Urgotul Ag®, Biatain® et Silverlon®. La principalalifférence entre ces différents
pansements repose sur la méthode de chargemethgletlsur les interactions physico-
chimiques impliquées dans le chargement de I'Agta@es pansements utilisent ainsi la
technique lipido-colloide basée sur I'enductiommdjel a base de carboxymeéthylcellulose
(CMC) chargé par I'Ag. La formulation de ce gelmet au dispositif d'étre non adhésif, non
occlusif et d'absorber les exsudats de plaie mouEme€ exsudatives. L'absorption des
exsudats de plaies provoque le gonflement de ceetgkl libération de I'Ag. De nouveau

dispositifs sont développés impliquant I'étiremées fibres textiles fonctionnalisées, ce qui
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permet la formation de fissures au niveau du revéte permettant ainsi de libérer I'Ag
contenu dans le revétem&hitD'autres dispositifs, tel que le Silverlon®, ineht directement
I'Ag dans la fibre textile avec des quantités dzkgrgées (de I'ordre de 550 mg/100 cm?).
D'autres dispositifs incluent I'Ag sous forme demptexe argentique. Cependant, une
controverse existe par rapport a l'efficacité de despositif§® et leur toxicité due a la
présence de I'AQ L'utilisation de ces dispositifs repose sur ldabee entre l'activité
antibactérienne et la cytotoxicité Autrement dit, l'utilisation de ces pansementi dte
adaptée en fonction du risque infectieux par rapgoiprocessus de guérison.

La problématique qui se pose aux pansements estdessité d'apporter des soins
quotidiens. Les pansements doivent, en effet, dtamgés régulierement, notamment dans le
cas de plaies trés exsudatives, afin d'éviter leénadion de la plaie. De plus, I'application,
seule, d'un pansement ne suffit pas pour prévamiedtion de la plaie et encore moins pour
traiter l'infection. C'est la raison pour laquetles principes actifs sont chargés sur des
pansements de nouvelle génération. Cependanicd@tE plus ou moins spécifique de ces
agents antibactériens peut induire une toxicitéulegte locale, ralentissant la guérison des
plaies. C'est pourquoi, les supports sont améliafis d'optimiser l'activité¢ de ces agents

antibactériens par rapport a leur biodisponibgitées quantités utilisées.

Partie 2 : Le traitement de surface des dispositifsnédicaux

La modification de surface des matériaux textilegss@ée médicale concerne une large
gamme de produits et dispositifs dans le but d'ime#l et/ou apporter des propriétés aux
matériaux comme le chargement d'un principe actk modifications sont apportées dans le
but de répondre a une problématique d'ordre médiabt par exemple le cas de certaines
protheses vasculaires dont les modifications apperprés leur fabrication permettent de
limiter les risques d'infections, les re-sténosesles thrombosé& Pour cela, il existe
plusieurs méthodes et techniques permettant defieroldi surface de DM textiles. L'une des
principales méthodes utilisée sur les textiledafinctionnalisation de surface qui permet de
greffer un polymere a la surface du matériau. @fage peut étre réalisé par la formation de

liaison covalente ou par un enrobage des fibragdsyxvec le polymere.
1. Le chitosane (CHT)

Le CHT est un polysaccharide naturel composé dsniD-2-déoxy-2-acétyl-
glucosamine et D-2-déoxy-glucosamine liées parliaison f (1-4) (Figure 18) et obtenu par

la désacétylation partielle de la chitine en mil&calin. La chitine, qui permet d'obtenir le
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CHT, est un composé extrait de la carapace degsacass (crevettes grises, crabes,...) et
représente le polysaccharide le plus abondant dgm@dlulose. Il représente donc un intérét
économique pour l'industrie de par son abondane€HT peut étre aussi extrait directement
de certains champignons tel qé@aricus bisporuset Aspergillus nigef’. Le CHT est

caractérisé par un degré de désacétylation (DD¥rmyr a 50%. Le DD et la masse

moléculaire moyenne définissent le type de CHT.

Source naturelle Mucoadhésif
Biocompatible et non toxique Activité antitumorale
Biodégradable Cicatrisation et ostéogénéese

Polyélectrolyte
Degré de N-désacétylation
Poids moléculaire
Groupes fonctionnels

Propriétés de traction
Capacité de formation de gel
Capacité d'adsorption

Films, gels et scaffolds
Couches minces de polymeére
Micro- et nanoparticules
Transporteurs vésiculaires

Figure 18. Formule chimique du CHT. Modifiée de Ba et al, 2014".

a. Ses propriétés antibactériennes

Son utilisation représente une voie de développenmaressante pour la santé
publigue dans la mesure ou celui-ci présente deprigtés biologiques et chimiques
intéressantes. En effet, il posséde des proprigtdéibactériennes en solution qui ont été
démontrées par plusieurs équipéé Son action antibactérienne s’explique par la giés
de nombreuses fonctions amines protonées {-“\NH interagit avec les composants externes
de la membrane des bactéries chargées négativdi@esnrn+ : acide téchoique, Gram- :
lipopolysaccharide: LPS} ® " Le traitement dEscherichia coli(Gram-) par une solution
d'acétate de CHT a 0,5% pendant 20 minutes cause une altération de la maemlexterne
qui se recouvre de vésicule de CHT puis se ronipttekaction du CHT avec la membrane
bactérienne provoque une augmentation de la peifiéabembranaire. Le méme traitement
réalisé suiStaphylococcus aurey§ram) provoque une rupture de la membrane au niveau
de la région resserrée des cellules en divisiota @e@voque la perte du contenu cellulaire
puis I'éclatement des bactérigsLa différence de I'effet antibactérien du CHT exbée sur
les bactéries Granet Gram s’explique par les différences structurales deéanbrane des

bactéries. En effet, les bactéries Gfgrmasseédent une couche de peptidoglycane plus épaiss
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gue les bactéries Gram- et les bactéries Gram-edesane double membrane constituée
chacune par une double couche de phospholipides.
Les propriétés antibactériennes du CHT dépendgrgnciant du type de CHT. En

effet, I'action bactéricide du CHT augmente avet@ads moléculaire (Mw) et son DD.

b. Ses applications médicales

Le CHT est biocompatible ce qui lui permet d’éwmité par I'organisni® % De ce
fait, de nombreuses applications médicales utiliseICHT, par exemple dans I'élaboration
d’hydrogels injectables. Ces gels, constitués dgépectrolytes (PE) tel que le CHT (PE
les alginates (P et les acides polyacryliques (PEnteragissent de facon ionique et
permettent d'obtenir un &l L’incorporation de drogues au sein de cet hydrpgemet ainsi
d’obtenir des systémes a libération de droffues

Des systéemes de libération ont également été é8alis partir du CHT pour la
libération de principes actifs au niveau de la neupe de I'épithélium nasal. Le caractere
polycationique du CHT lui permet d'interagir avaaiuqueuse nasale par l'intermédiaire des
résidus d'acides sialiques chargés négativethds microcapsules ont ainsi été réalisées a
base de CHT pour permettre la libération de prexigctifs au niveau de la muqueuse nasale.

Le CHT est également utilisé pour la fonctionnaisades textiles afin d’obtenir des
pansements bioactifs. Les propriétés pro-cicattésa du CHT permettent d'obtenir des
dispositifs bioactifs. Pour cela, le CHT peut &ix@ de fagon covalente sur certains textiles
en cellulose par Tlintermédiaire de molécules diage comme l'acide
butanetetracarboxyliqfié Cette fonctionnalisation aboutit au greffage ¢enadu CHT & la
surface des fibres textile par la formation desbai amide avec la molécule d'ancrage. La
fonctionnalisation de CHT peut également étre éfifse par un enrobage des fibres. Dans ce
cas, le CHT n’est pas greffé sur le textile maisré&gulation par un agent réticulant lui
permet de créer un enrobage de polymére autoufilites™. Il est également possible de
créer une membrane de CHT rétill€ette réticulation repose sur la réactivité intqate
du CHT s’expliquant par la présence de nombreusestibns alcools (-OH) et amines (-
NH>).

c. Sa réticulation

La réticulation du CHT peut étre réalisée par ddifés agents réticulants tels que le
glutaraldéhyde, le diglycidyl ether ou les époxyd€®s réactifs présentent néanmoins
linconvénient d'étre toxiqu&set leurs produits de dégradation sont des composésues
tels que les esters et les dialdéhftid8'autres agents réticulants peuvent étre utiliségue
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la génipine (Gpn) (Figure )9La Gpn correspond a la partie aglycone duiposide extrait

des fruits d&sardiena jasminoide Ell.

O«__OCHs;

H
~

O
HO H OH

Figure 19. Formule chimique de la génipine.

La réaction de réticulation du CHT par la Gpn faiérvenir une réaction qui impligt
deux mécanismes réactionr®® &’ La premiére réaction (Figure 20, plus rapide, ¢ portée
sur 'atome de carbone C3 @eGpn. | subit une attaque nucléophile gamine primaire (I
NH;) du chitosaneonduisant a I'ouverture ccycle dihydropyranguis a la formation un
aldéhyde intermédiaire, luméme réattaqué par I'amine secondaiet aboutissant a |
formation d'un composkétérocyclique de Gpn lié de facon covaler CHT. La deuxieme
réaction (Figure 20 B)plus lent, se produit sur 'atome de carbofdl de la Gpn. Ce
dernier subit ne substitution nucléophibimoléculaire(SN2) de la fonction ester da Gpn
par le groupement amine priire du CHT pour former un amidgecondaire et libér une
molécule de méthanol. €aéactios aboutissena l'apparition d'une coloration bleue
dépend de la présence d'oxyc®®. Actuellement ces deux mécanismes ont érfaitement
décrits et démontrés.ependant, certaines étu rapportent I'implicatiord'une mole de Gpn
pour deux moles d'amines tandis que d'autres raggdfimplicationde plusieurs moles de

Gpnintervenant dans la constitution d'un pont entsecteaines de CH®#".
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0 Figure 20. Réaction de réticulatiorde composés aminés p& Gpn. Butler et al,
200

2. Les g/clodextrines (CD)

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides ayefiqgconstittes par des unités
glucopyranoses liées entedles par des liaisorglycosidiquesi-1,4.Elles ont été découves
en 1891 par A. Villier® et sont obtenues par la dégradation bactée de I'amidon par
Bacillus macerarfS. En fonction du nombre unités glucose qui les constitue, elles ¢

dénommés, B ety pour 6, 7 et 8 urés glucose respectivement (Figade.
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Figure 21. Formule chimique de &, de lag et de lay-CD.
Ces molécules présentent une structure 3D en fodmecbne tronqué. Le

groupements hydroxyles orientés vers |'extérconférentun caractére hydrophile au nive
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de la face externe et les hydrogenes, orientés IMetérieur de la molécule, conferent un
caractére hydrophobe au niveau de la cavité. lreciple propriété de ces molécules cage est
la formation de complexe d'inclusion avec un graochbre de principe actif. La formation de
complexe d'inclusion permet la solubilisation deplapart des principes actifs lipophiles
comme la Ch¥" ** Les CD sont utilisés, comme excipients, pour dtutsilisation des
principes actifs. Le caractere lipophile de la mi&godes principes actifs, rend I'utilisation des
CD intéressante en tant qu'excipient dans la paéipardes médicamerits®® La formation
de complexes d'inclusion est un phénoméne réver&ippermettant de libérer la molécule
active pour lui permettre d'exercer son action. C& peuvent subir des modifications
chimiques qui sont le plus souvent réalisées pméliarer les capacités de solubilisation des
principes actifs. Des groupements méthyles gCHydroxypropyls (-CHCH(OH)CH),
amines (-NH), esters (-C(O)O-) ou éthers sont ainsi liés geriacovalente aux groupements
hydroxyles de la CD.

La synthése de polymeére de CD (polyCD) permet dpadier de molécules présentant
a la fois la capacité de former des complexes|d%mn d'une part et d'autre part de disposer
de fonctions réactives ou de charges (PE) qui pdugtre utilisées pour interagir avec
d'autres molécules ou pour la fonctionnalisationsddace de textiles. La réaction a chaud
d'acide polycarboxyligue (PCA) sur les CD a permigbtenir un polymere de CD. La
réaction de polymérisation des CD est réaliséauparréaction de polyestérification entre les
groupements carboxyliques du PCA et les groupentsmkoxyles de la cyclodextrine. Ainsi,
la réaction de polymérisation entre l'acide citeiICTR) et les CD a été étudiée lors de
travaux précédents. Cette étude a démontré quessdelix des trois fonctions carboxyliques
du CTR intervenait dans la formation de liaSg(ffigure 22).
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Figure 22. Réaction de polymérisation defaCD avec l'acide citrique (CTR) par
polyestérification.

Le greffage de polyCD sur un textile en polyéthglééréphtalate (PET) a permis
d'obtenir un dispositif a libération de principestifa pour I'élaboration de prothéses
vasculaire® . Dans cette application, une légére réponse imfiarire locale, due a
l'acidité du polyCD, a été observée apres un nioigthntation au niveau de la carotide chez
le chien. Cependant aprés 6 mois d'implantatianti$sus environnants ne présentent plus de
signes d'inflammation ni de signes d'altératioe débit et le renouvélement du volume
sanguin qui traverse la prothese permet de dispipgressivement l'acidité du polyCD, ce
qui permet son utilisation prolongée dans une tgiglication. Plus recemment, le polyCD a
été utilisé pour son caractére PE négatif dan®ietouction d'un systéme PEW®® sur le

PET fonctionnalisé par le polyCg§ 1
3. Les systemes polyélectrolyte multicouche (PEM)

L'intérét d'utiliser un systéeme multicouche eststeier les propriétés des polyméres
sur un méme dispositif. Les premiers travaux basés la construction d'un systeme
multicouche ont été réalisés par Langmuir et Blétddans les années 30. L'objectif était de
pouvoir étudier le comportement d'un systeme conplespaires de couches lipidiques sur la
perméabilité de la paroi cellulaitfé (Figure 23).
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Figure 23. Méthode de construction de systemes maiiche par l'utilisation de
molécules amphiphile$®

La plupart des systemes multicouche est obtenukugiisation de polymeres chargés
ou PE. Des systemes PEM sont ainsi réalisés péeréiction entre polymére/polymére ou
polymere/protéine. La construction du systeme PEM@alisée par un auto-assemblage des
couches, c'est-a-dire un agencement des couches allgs sans le contréle d'une source
extérieure. L'empilement des couches se fait sao@eent les unes sur les autres. Cet auto-
assemblage se réalise par des interactions phgkioogues telles que les interactions
électrostatiques, les liaisons hydrogenes ou lésraations hydrophobe/hydrophile. La
membrane cellulaire constitue par exemple un systémlticouche constitué d'une paire de

couches lipidique dont la stabilité dépend d'inteoam hydrophobe/hydrophile.
a.Les substrats

La construction d'un systeme PEM est possible sugnand nombre de substrats
présentant une surface plane ou sphérique tel ggisubstrats de nature minérale comme le
verre® et le quart?° ou de nature métallique comme le siliciinle titane frittd®” et I'or®®
ou encore de nature organique comme le*PEY 1%et le Téflon®'. L'une des principales
contraintes dans la construction d'un systéme P&Naaécessité de disposer de charges soit
présentes de facon intrinseque au substrat oudgpartées par la modification de surface.
Cette derniere peut étre réalisée par l'activatiena surface par un traitement plasma froid
qgui permet de créer des groupements fonctionnkelsarface des matériaux. La modification
de surface peut également étre réalisée par urégode fonctionnalisation tel que le

"coating” qui consiste a créer une enveloppe aeau\wde la surface du substrat.
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b. Les polyélectrolytes (PE)

Dans le cas des systemes PEM, la construction éedisée par des interactions
électrostatiques entre des PE de charges oppdalésgeurs PE peuvent étre utilisés et sont
regroupés en fonction de leur origine naturellespnthétique et de leur charge (Tableau 5
Parmi les PE d'origine naturelle on distingue |&s dPorigine naturelle ayant subit des
modifications chimigues comme la pectine ou la cayméthylcellulose (CMC) et les dérivés
d'origine animale comme l'acide hyaluronique, |IETCH mucine ou encore I'héparine.

Tableau 5. Exemple de polyélectrolytes (PE) utidis@our la construction de
systemes PEM classés en fonction de leur chargeitives (cationigue) ou néqgative
(anioniqgue) et de leur origine synthétique ou natile.

Cationique Anionique

poly(allylamine hydrochloride) PAH poly(sodium styrerifenate) PSS
PE d'origine synthétique

poly(diallyldimethylammonium

chioride) PDADMA poly(acrylic acid) PAA

poly(L-lysine) PLL poly(glutamic acid) PGA

PE d’origine naturelle
chitosan CHT hyaluronic acid HA

Les PE d'origine synthétique présentent I'avantéaférir un large choix de composés
chimiques, de structure et de densité de char¢gesoht également adaptables puisqu'ils
peuvent étre modifiés chimiquement et sont en gérdrondants et bon marché. Cependant,
ils sont souvent non-biodégradables et dans leaaaire les produits de leur dégradation
peuvent étre nocifs. En général, ils ne préserpiastd'activité biologique particuliere. En
revanche, les PE d'origine naturelle peuvent parpiporter une fonction biomimétique au
substrat et ils apportent souvent des propriétéstifinnelles comme le cas de la poly(L-
lysine) dans la signalisation cellulaire par deepéeurs cellulaires spécifiques ou encore leur
interaction avec des molécules bioactives telles s principes actifs, les facteurs de
croissance... Les inconvénients de ces PE sont natamnteur taux de pureté
(extraction/purification) et leur exigence en terdeepH et de forces ioniques qui influencent

leur solubilité par exemple.

c. Méthodes de construction des systemes PEM

Afin de construire un systeme PEM, il existe plusseméthodes adaptées en fonction

du substrat et surtout des moyens techniques agpasent les laboratoires.
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. La méthode de "dip-coating”

La méthode de "dip-coating”, utilisée par Decler''? consiste a imprégner le

substrat dans des bains alternés de solutions detPPE suivis par des étapes de ringcage

(Figure 24).

D
D
o @
20 2 :
Sl - =)
(D Rinse An. PE
D

Figure 24. Construction d'un systéme PEM par la rhéte de "dip-coating™*2

Cette méthode est la plus largement utilisée despasimplicité de réalisation. La
méthode de "dip-coating" peut étre appliquée ai@lms natures de substrat tel que le verre,
la silicone ou tout autre substrat présentant w@emesite de charges nettes. Elle est cependant
relativement longue (de I'ordre d'une 15aine deutesmpar bain) et le dépot des PE présente
une interface irréguliere entre deux couches. uagiée de la construction d'un systéme PEM
par cette méthode repose sur le phénomeéne de queosation des densités de charges qui
peut étre suivi par zetamétrie (Figure 25.A). Lecsmpensation de charges est indispensable
pour permettre au PE suivant de pouvoir interagicdes charges disponibles en exces de la
couche précédente. En effet, comme le montre lar&ig5.B, I'absence de surcompensation
des charges aboutit a la stabilisation de la coastn du systeme PEM aprés un certain

nombre de paires de couches.
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Figure 25.A. Mesure du potentiel zetal)( en fonction du PE déposé sur le
substrat’®. B. Gain de masse de la construction d'un systéREM avec le CHT et une
mucine en fonction du nombre de paires de couctiés

. La méthode de "spray-coating"

Cette méthode a été reportée pour la premiérepmisSchlenoff® puis développée
par Schadf® Cette méthode offre l'avantage d'étre trés rapgitke 'ordre de quelques
secondes). L'exces de solution de PE est élimindapgravité, ce qui permet d'obtenir des
films fins. L'analyse par microscopie de force atpm (AFM) montre une topographie de
surface identique a celle obtenu par "dip-coating”.

Figure 26. Construction d'un systéme PEM par la rhéde de "spray-coating***
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La méthode de "spin-coating”

Cette technique repose sur la capacité des sadutlerPE déposées en goutte sur la
surface & s'étaler et s'apldtir L'association de la force centrifuge et de laviggapermet de
réaliser des films ultrafins et d'obtenir une dicgtion homogene des différentes couches par
rapport a la méthode de "dip-coating® L'épaisseur totale du systtme PEM, par cette
technique, dépend de la vitesse de rotation ea @®rcentration en PE®. C'est également
une méthode rapide qui ne nécessite pas d'étapengige. Cependant, il est nécessaire

d'utiliser des solvants volatiles.

Figure 27. Construction d'un systéme PEM par la rhétle de "spin-coating**>
. La méthode de "dewetting-coating"

Cette méthode est plus récente. Cette techniqueirfagrvenir ['utilisation d'un
mélange contenant du diméthylformamide (DMF) avecl'dau et le PE. Seule une étape
d'évaporation du solvant est nécessaire pour pgarletdépbt de la couche suivante. L'étape
d'évaporation du solvant permet d'éviter une étlpancage laissant le PE seul a la surface
du substrat. La taille de I'échantillon est cependienitée et I'utilisation d'un tel solvant n'est

pas compatible avec la construction d'un systemé 8l un dispositif meédical.
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Figure 28. Construction d'un systéme PEM par la rhéte "dewetting-coating**2.
d. Facteurs influencant la construction d'un systéigl P

Plusieurs facteurs influencent la construction ddystéeme PEM. Tout d'abord, la
guantité de PE déposée par couche dépend de la matisolvant et de la concentration en
PE. Par exemple, 'ADN, en tant que PE anioniquétéautilisé pour la construction de
systeme PEM en fonction de différente compositiorsdlvant. Comme le montre la Figure
29, la présence de sels (NaCl) dans la solutionndienla quantité d'ADN retrouvé dans le
systétme PEM pour une concentration donnée en ADMu contraire, I'ajout d'éthanol

permet d'augmenter la quantité d’ADN déposeée.

|

100

-
.-

% DNA in Film
8

% DMNA in Adsorption Solution

Figure 29. Pourcentage d'ADN retrouvé dans un sysg multicouche associant le
PAH et 'ADN en fonction de la composition du mélga contenant 'ADN?°.

En effet, il a été démontré que la concentratiolnesades solutions influence

I'épaisseur du systeme PEM et donc la quantitéEleldposé par couche. Par exemple, un
systeme PEM construit avec l'auto-assemblage de-PARIPSS montre une augmentation

de I'épaisseur totale du systeme PEM aprés cofistiien présence de sels (0,5 M de NaCl)

comme le montre la Figure 30.
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Figure 30. Epaisseur d'un systtme PEM construit pkauto-assemblage de PAH
avec un mélange PAA/PSS en fonction de la concetitraen set?.

L'augmentation de I'épaisseur d'un systeme PEMré&sepce de sel s'explique par le
phénomene d'écrantage des charges. Il s'agit diteraction ionique entre les sels présents
dans la solution et les charges du PE. Cette uiteraionique diminue les forces de
répulsions entre les charges identiques du PEretuiibau repliement du PE sur lui-méme.
Ce phénoméne d'écrantage est proportionnel a leentmation en sel dans la solution (ou
force ionique). Ainsi une force ionique croissaptevoque le passage d'un PE étiré sous la
forme de batonnet a un PE replié sur lui-méme dauforme de pelote (Figure 31).
L'épaisseur du systeme PEM est donc plus importarge un PE replié par rapport & un PE
étiré.

Batonnet Pelote

_ e ) L
= A

Forceionique croissante

Figure 31. Influence de la force ionique sur la céormation spatiale d'un PE
anionique par écrantage des charges.

Le choix des PE influence le profil de la constiarttdu systeme PEM. En effet, en
fonction de la nature des PE, deux profils de cangsbn sont décrits en fonction de
I'évolution de la construction (en épaisseur ounasse) du systeme PEM. On distingue ainsi
des systemes PEM se construisant de facon expeltenéindis que d'autres se construisent

de facon linéaire en fonction du nombre de paieesaliches (Figure 32).
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Figure 32. Evolution de I'‘épaisseur du systéme PEM fonction du nombre de
paires de couché&’.

Une évolution de la construction du systéeme PEM awe profil linéaire s'explique
par le dépdt successif des couches de PE a lacsudia systeme PEM en construction,
comme le montre la Figure 33. Dans ce modeéle dsteation, trois zones sont ainsi définie
en fonction des interfaces de la zone: une prenziéne (Zone 1) correspondant a l'interface
substrat/systeme PEM, une seconde zone (Zonevlt) ane interface air/ systeme PEM et la
seconde zone (Zone Il) correspondant & l'interfiaemeédiaire en extension entre la zone |
et la zone Ill. Dans ce modele, I'épaisseur d®lglte de la zone Il ne varie pas en fonction
du nombre de paires de couches.

' v

Nombre de couches déposées

Figure 33. Schématisation d'une construction linéaid'un systéme PERF.
La construction d'un systéme PEM avec une évoluigrsuit un profil exponentiel a
été évaluée par Richet af**. L'évolution exponentielle de la construction gatéme PEM
s'explique par la diffusion de lI'un des PE utiliséravers I'ensemble du systeme PEM. La

diffusion de ce PE au sein du systeme PEM aboutihé augmentation de plus en plus
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importante, avec le nombre de paires de couchels, geantité de ce PE incorporée dans le

systeme PEM.
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Figure 34. Schématisation d'une construction exponelle d'un systeme PEM
construit avec la poly L-lysine (PLL) et I'acide bjuronique (HA)**

e. Stabilisation du systeme PEM

La stabilité des systemes PEM dépend de nombraiguis tels que la nature des
polymeres utilisés, de leur densité de chargetewepoids moléculaire,... Certains systemes
PEM sont ainsi relativement peu stables dans osrtamilieux comme les liquides
physiologiques ou encore les milieux salins tele tpitampon phosphate (PBS) dont les
parametres physico-chimiques tels que le pH ouwoteef ionique déstabilisent le systeme
PEM. La stabilité du systeme PEM peut étre améiordtamment, pour répondre a une
problématique dont I'impact peut étre prolongé datemps, comme cela est le cas des plaies
chronigues dont la guérison est retardée.

Il existe des méthodes permettant, ainsi, d'an&lia stabilité des systemes PEM,

comme le montre la Figure 35.
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Réticulation
du systeme
PEM

Couche
barriére
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Figure 35. Stabilisation d'un systéme PEM (hétérdpmere) par la réticulation des
couches entre elles (a) ou bien par le dép6t d'woeiche barriére protectrice (b,

La réticulation de l'ensemble du systtme PEM perd'@méliorer la stabilité du
systeme par la formation de liaison covalente elesecouches grace a I'utilisation d'agents
réticulants. Cette réticulation peut étre réaligaela formation de liaisons carbodiimide par
lintermédiaire de I'éthylenediamii® par la formation de liaisons amides entre des
polyamines et des polyacides avec le glutaraldéfi{de encore par l'utilisation de la Gpn
aprés la construction du systéme PENLeur utilisation, pour des dispositifs médicadgit
tenir compte de leur toxicité comme cela est ledtaglutaraldéhyd@é®

D'autres méthodes permettent d'améliorer la stabiu systeme PEM, comme le
dépot d'une couche barriére dont l'efficacité aét#luée sur certains systerifés’® La
couche barriere permet ainsi de ralentir voirerdetiala libération des principes actifs chargés
au sein du systtme PEM en limitant la diffusion mhncipe actif et la dégradation du

systemé&®,
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Partie 3 : Conclusion, stratégie employée et cahigles charges

Dans cette revue bibliographique, I'organisatiofadeeau a été décrite comprenant sa
complexité structurelle et fonctionnelle. L'intégride cet organe est assurée par différents
mécanismes physiologiques et cellulaires dontleueelement de la peau et le processus de
cicatrisation. La complexité des mécanismes imgkodans le processus de cicatrisation a été
également décrite avec ses différents stades:dsepbasculaire, la phase de bourgeonnement
et la phase d'épidermisation. Les causes des talté&sade la peau que sont les plaies ont
egalement été décrites ainsi que les différentiégodes de plaie en fonction de leur gravite.

En fonction de I'état de santé du patient et dedgan la guérison de la plaie peut étre
prolongée. Au-dela d'un temps de guérison supééielpu 6 semaines selon I'étiologie de la

plaie, la plaie est considérée comme chronique.

Les conditions nécessaires pour obtenir une guengptimale ont été exposées ainsi
gue l'intérét de I'utilisation de dispositifs méxig, tels que les pansements, pour permettre de
réunir les conditions optimales de guérison. Ercfion de la catégorie de plaie, du stade de
cicatrisation ou de la production d'exsudat, laireatiu pansement sera adaptée par rapport a
la plaie a traiter.

Cependant dans le cas de plaies chroniques, kufade risques infectieux augmente
avec le temps de guérison. C'est la raison powreldil est nécessaire d'apporter des soins
rapidement pour prévenir cette infection et favarig guérison de ces plaies. Dans le cas
d'une plaie chronique non infectée, l'utilisatioe dispositifs médicaux tels que les
pansements en association avec l'antisepsie daitagermet de la protéger et ainsi prévenir
l'infection. Dans le cas des plaies infectées,deesnsité de traiter l'infection est primordiale
pour permettre la guérison de la plaie. Afin détdracette infection, il existe de nombreux

agents antibactériens utilisés en association l@gguansements.

Face a la chronicité des plaies, I'utilisation de agents nécessite d'apporter des soins
guotidiens jusqu'a la guérison de la plaie. C'esir rette raison que ces pansements sont
développés afin de leur apporter une activité frgutque. Dans cette revue bibliographique,
I'intérét de la modification de surface par desypares pour obtenir un systéme de libération
de principes actifs a été exposé. En effet, celangied'obtenir des dispositifs ayant une
activité thérapeutique contre linfection des aiavec une efficacité antibactérienne

démontrée et des durées d'activités plus ou maowisnmées. L'efficacité de tels dispositifs
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dépend notamment du niveau de biodisponibilitéadgsts antibactériens qui seront chargés

sur ces dispositifs.
1. Stratégie employée et cahier des charges

Dans ce projet de recherche nous avons choisi [E @Hir ses difféerentes propriétés
evoquées précédemment (biocompatibilité, carap@seationique, biodégradable). Dans un
premier temps, la fonctionnalisation des fibreditex (polyester non-tiss€) a été réalisée par
un enrobage de CHT réticulé. Afin de réaliser ceblkage, deux agents réticulants ont été
étudiés: un premier, le CTR largement utilisé padMET dans la synthese du polymere de
cyclodextrine et dans la fonctionnalisation de étihts substrats et le second, la Gpn, pour

ses propriétés auto-réticulantes sur le CHT.

Une fois les textiles fonctionnalisés, ceux-ci été actives par une l'adsorption d'Ag
ou d'iode afin de conférer une activité antibaetéme au dispositif. Nous avons ensuite évalué

I'efficacité antibactérienne des textiles activasyme évaluation microbiologique.

Un systeme PEM a ensuite été construit sur lefdsxctivés par I'Ag afin de limiter
sa libération hors du systeme. Le but est ainsiéiarer la cytocompatibilité des supports en
empéchant I'Ag de diffuser hors du dispositif afeprévenir les effets toxique de I'Ag sur les
cellules saines de la plaie. Le systeme PEM camsttainsi une interface au sein de laquelle
les bactéries pénétreront, entrainées par les atsul® plaie et dans laquelle I'Ag pourra
exercer son action bactéricide par diffusion am sl ce systeme (Figure 36). Le systeme
PEM sera également activé par le chargement dinnipe actif pour apporter une fonction
supplémentaire au dispositif.

~

y

_d

“Textile (PET non tissé)

| Ag* Ag Ag* Ag+ Ag* fonctionnalisé et chargé parI'Ag

Dispositif v, v y v. v,
D o

Bactéries

Lit de la plai

Figure 36. Schéma du principe de I'action antibag&nne du dispositif élaboré.
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Le systeme PEM utilisant le polyCD, sa capacitéaipsulation de principes actifs
par les CD sera utilisée pour charger un princigté. d_e but est de pouvoir apporter une
activité supplémentaire au dispositif, par exempleeffet antalgique avec le chargement d'un
anesthésiant local. L'évaluation sera, tout d'gh@alisée a partir du chargement d'un second
agent antibactérien, la Chx, dont l'activité pdut évaluée par des tests microbiologiques

vitro.

Le cahier des charges repose sur |'élaborationdipositif antibactérien permettant
la biodisponibilité de I'Ag pour obtenir un effeadiéricide rapide significatif. Un témoin sera
utilisé a titre de comparaison pour certaines étalns et sera constitué par le PET
fonctionnalisé par le polymere @eCD réticulé par le CTR, le PET-CTR/CD.

L'activité antibactérienne devra étre conservé@sagonstruction du systeme PEM
dont le réle est d'améliorer, tout d'abord, leppaiés biocompatibles du support en limitant
la libération de I'Ag hors du systeme et ensuitdild@&er un principe actif. Pour cela, la

stabilité du systeme PEM sera améliorée.
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2. Schéma récapitulatif des voies utilisées pour leextiles
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Construction du systeme PEM sur les textiles actiwpar I'’Ag

PET-CTR10-Ag-PEM
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Partiel : Matériels et produits

1. Matériels

Le textile utilisé est un polyester non-tissé aebds polyéthlene téréphtalate (PET,
NSN 365) fourni par PGI Nordlys (Bailleul, Francka densité du textile PET est de 76 g/m?2
avec une épaisseur moyenne de 0,24 mm. Le tegtpeésente sous la forme d'un réseau en 3
dimensions (Figure 37) obtenu par calandrage tessfitextiles & chaud.

Figure 37. Photographie du textile en polyéthyleté&géphtalate (PET).

Un PET fonctionnalisé par le polymere @eCD réticulé par le CTR sera utilisé
comme témoin dans I'évaluation biologique et mimiolgique in vitro. Le but est de
comparer la fonctionnalisation apportée par le @olyd'une part, et dautre part la
fonctionnalisation par le CHT. Par rapport aux égi@dntérieures réalisées au laboratoire,
l'intérét d'utiliser le CHT pour la fonctionnaligat du PET pour une application pansement
devra étre démontré en le comparant au PET-CTR/@[a dtilisé dans les travaux

précédents’ et les travaux de thése d'A. Martin®
2. Produits

Le CTR, laGpn et leCHT sont fournis par Sigma Aldrich. Le CHT utilisé dstbas
poids moléculaire (Lot N° SLBG1673V, 190 kDa, visité: 20-300 cps, soluble dans }%
d'acide acétique) avec un degré de désacétylagiaid & 85%.

Le iodure de potassium(KI, > 99,5%, M,=166 g/mol) et lediiode (I, > 99,8%,
Mw=253,81 g/mol) sont fournis pas Sigma Aldrich. idélange d'iodure de potassium et de
diiode avec un ratio Klflde 2/1 est réalisé pour obtenir une solution gta sitilisée pour le
chargement d'iode sur le PET fonctionnalisé.

Le sulfate d'argent (Ag.SOy, > 99,5%, M,=311,80 g/mol) est fourni pas Sigma
Aldrich. Une solution de sulfate d'argent a 10 géra utilisée pour le chargement d'Ag sur le
PET fonctionnalisé.
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La Chx base(réf 55561-25, M=505,44 g/mol) est fournie par INRESA. La Chx sera
utilisée pour le chargement du systeme PEM.

Les polymeéres de CHTréticulés sont préparés afin d'évaluer leur cytgeatibilité.
Une solution de CHT a 2,5% dans l'acide acétique a R0 avec le CTR a 5%y est
préparée dans un ballon puis concentrée a I'évipwreotatif (Rotavapor RII®). La solution
est ensuite plongée dans un bain d’huile a 1409 s@de pendant 15 minutes afin de
permettre la réaction de réticulation. Le polymi@soluble obtenu est ensuite récupéré puis
filtré par un verre fritté dont le diametre desgmvarie de 41 a 100 um. Le polymére est lavé
a plusieurs reprises afin d’éliminer le CHT et [ERCqui n'ont pas réagi. Il est ensuite séché a
60°C pendant une journée puis réduit en poudre awmebroyeur a couteaux (Pulverisette
14®). La poudre est conservée dans un dessicadesrun pot opaque.

Une solution de CHT a 2,5% et Gpn a 0,1% est préparée puis recouverte par du
Parafilm® afin d’empécher sa déshydratation puasgé a I'abri de la lumiére a 25°C pendant
24 heures. Le polymeére obtenu est ensuite condieléd'@tre lyophilisé a une pression de
0,080 mbar et une température de -60°C pendantufs.joLe polymére obtenu est
grossierement découpé puis réduit en poudre avdrayeur a couteaux (Pulverisette 14®).
La poudre est conservée dans un dessiccateur dgpw opaque.

Les CD sont utilisées pour étudier la solubilité de la Gitxpour la synthése des
polyméres de CD réticulés par le CTR selon la nughdécrite par B. Martef. Les CD
utilisées sont Ig-CD (Roquette™, M = 1135 g/mol, solubilité¢ = 16 g/L), |[&P-B-CD
(Roquette™, M, = 1382,38 g/mol, solubilité = 450 g/L, degré destiution (DS) = 0,62), la
méthyle$-CD (Roquette™, M = 1191 g/mol, solubilit¢ = 200 g/L, DS = 0,5), ya&CD
(Wacker™, M, = 1297 g/mol, solubilité = 232 g/L) et lP-y-CD (Wacker™, M, = 1574
g/mol, solubilité = 800 g/L).

Les polyCD sont préparés afin d'étudier la solubilit¢ de lax @&t le polyCTR-
MeBCD sera utilisé pour la construction du systeme PEMsynthése des polyméres de CD
est réalisée selon la méthode mise au point pguifé ISP de 'UME¥2 Elle repose sur la
polyestérification des CD par l'acide citrique. Wrélange de CTR, d’hypophosphite de
sodium et de CD est réalisé dans les proportio¥/1® g dans 100 mL d'eau distillée dans
un ballon. La solution est ensuite passée dansyapoéateur rotatif (Rotavapor RII®) sous-
vide & 80°C afin d'évaporer la totalité de I'eaprés refroidissement sous-vide, le ballon est
placé dans un bain d'huile & 140°C sous vide pér@laminutes. Le polymeére est ensuite
resolubilisé dans 200 mL d'eau distillée sous agitamagnétique pendant 30 minutes. La

solution est ensuite filtrée au verre fritté (pa@sle 100 um) afin d'éliminer la fraction de
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polymeére insoluble puis rincée avec de l'eau thstijusqu'a obtenir un filtrat limpide. Le
filtrat récupéré est ensuite concentré a I'évaparabtatif puis purifié par dialyse (membrane
de dialyse MWCO 6-8000, 50 mm de @ de celluloserale I'eau distillée pendant 3 jours
avec un changement de I'eau tous les jours. Ldisoldialysée est ensuite récupérée dans un
ballon puis concentrée a I'évaporateur rotatifsalution de polymere est ensuite congelée a -
20°C pendant une nuit puis lyophilisée de la méageri que le polymere de Gpn/CHT. Le

polymére obtenu est ensuite réduit en poudre mkmieht avec une spatule.

Partie 2 : Méthodes

1. Fonctionnalisation des textiles

Le procédé général de fonctionnalisation des eplar le CHT repose sur la méthode
de foulardage/exprimage, séchage puis thermofixatéa utilisée par I'équipe Ingénierie des
Systemes Polymeres (ISP) de I'Unité Matériaux En3$tormation (UMET) a Lille 1 lors de
travaux précédents 33 3

Dans un premier temps, les échantillons text@&sx 5 cm) sont lavés au soxhlet par
trois cycles avec de l'isopropanol puis rincéstpms cycles a I'eau distillée afin d'éliminer les
impuretés. Apres séchage a 90°C pendant 15 midategchantillons sont pesés;:(masse
initiale) avant d'étre fonctionnalisés par le CHDeux agents réticulants ont été utilisés pour
réticuler le CHT : I'acide citrique et la génipine:

Acide citrigue (CTR) La solution d'imprégnation est préparée a une@&aination de
1 ou 2,5%,v en CHT; 0/0,01/0,05/0,2/05/1/ 2]/ 51684,y de CTR et 3%y

d'hypophosphite de sodium dans l'eau ultrapure HiQ®). Les échantillons de textile

sont ensuite imprégnés dans la solution a raisdh4lenL/cmz2 puis sont exprimés au foulard
(Roaches™, 2 bars, 2 m/min) afin d'imprégner lalitét de I'échantillon et d'éliminer I'exces
de solution. Les échantillons sont immédiatemesépdm: masse humide) afin de calculer

le taux d'emport selon la formule suivante:

(mp-my)

Ensuite, les échantillons sont séchés a 90°C peridaminutes dans une rame de

Taux d emport, %= x100

finition (Minithermo®) puis a 140°C pendant O ; 30 ; 15 et 30 minutes dans une seconde
rame de finition afin que la réaction de réticuatise réalise entre le CHT et le CTR.
Finalement, les échantillons sont redécoupés (Emppuis lavés par 200 mL/5 échantillons
d'acide acétique a 1% pendant 20 minutes aux attsapuis par deux volumes de 200 mL

d'eau ultrapure pendant 20 minutes aux ultrasoette @tape de lavage permet d'éliminer les
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réactifs n‘ayant pas réagi. Et les échantillong sosuite séchés a 90°C pendant 15 minutes

puis pesés (mmasse finale) afin de calculer le gain de maissd: f

. (m¢-my)
Gain de masse, %=——x100
|
. Lavage
. ) Séchage Par 200 mL/5
Imprégnation A 90°C pendant 15 échantillons (5x5 cm)
Par une solution de CHT (2,5 FOUlardage minutes d’acide acétique a 1%
dans 1 %d'acide acétique, CTR[ ™| A une vitesse de 2 m/mi —. - ™ aux ultrasons pendant 20
(0/0,5/1/2/5 et 10 %) et a2 bar r Réticulation minutes puis 2 ringages
hypophosphite de sodium (3,9 A 140°C pendant de 200 mL & leau
5/10/15 et 30 minutes MiliQ® aux ultrasons
pendant 20 minutes

3

Textile T
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Figure 38. Procédé de fonctionnalisation du CHT avdée CTR par la méthode

"Pad-Dry-Cure".
Génipine (Gpn) Une solution de CHT de 2 et 5% dans l'acide acétique 1%p est

préparée et une solution de Gpn a 0 / 0,02 / 0,02 /et 1%, dans I'eau ultrapure sous
agitation au vortex pendant 1 minute afin de sdikdyi la totalité de la Gpn. Une fois ces
solutions préparées, la solution d'imprégnation @sienue en meélangeant un volume
identiqgue de chaque solution afin d'obtenir un rraduotal d'imprégnation de 0,4 mL/cm2 de
textile a fonctionnaliser. Le procédé de fonctidigadion est ensuite réalisé selon la méthode

décrite précédemment.
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Lavage
L, - . Par 200 mL/ 5
Imprégnation Réticulation échantillons (5x5 cm)
) FOUlardage A 25°C sous d’acide acétique & 1%
Par une solution de CHT (2,5% A . ] N .

solubilisé dans 1 %v d'acide acétiglie Aune V|te\sse de 2 m/minut| atmc_)s_p'here saturée en aux uItrasor}s pe_ndant 20

Gpn (0/0,01/0,05/0,1 et0,5% ’ a2 bar humidité pendant 3/ 6|/ minutes puis 2 ringage

! ’ ’ ! 8/24/48 et 72 heures de 200 mL al'eau
MilliQ® aux ultrasons
pendant 20 minutes
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Figure 39. Procédé de fonctionnalisation du CHT avka Gpn par la méthode "Pad-
Dry-Cure".

En fonction de la nature, de la concentration enfagéticulant et de la concentration
en CHT, les échantillons seront dénommés PET-CTRIZS ou PET-Gpn0,1/CHT2,5
pour ceux obtenus par la réticulation du CHT (4,6 dans la solution d'imprégnation)

avec le CTR (a 1%v) ou la Gpn (a 0,1%y) respectivement.
2. Activation des textiles par I'argent ou l'iode

a. Chargement par l'argent

Les échantillons PET-CHT réticulés par le CTR a 38%2 11 mm) sont traités par
du carbonate de sodium a 4 g/L a raison de 2,5 mfpendant 15 minutes a 200 rpm pour
permettre le passage des fonctions carboxylique®©@H) sous leur forme carboxylate
anionique (-COQ. Les échantillons sont ensuite stérilisés pabrgi passage dans l'alcool
absolu puis séchés a 37 °C pendant une nuit. lemélbons sont ensuite imprégneés par une
solution de sulfate d’argent (A80s, Sigma Aldrich) préparée préalablement a 10 g/L en
chauffant a 70°C pour solubiliser le sulfate d'atggui est finalement filtrée avec un filtre en
polyethersulfone (0,22 um, Millex®GP) afin d'obtenine solution stérile. L'imprégnation
dans la solution d'argent est effectuée avec uporagle bain de 2,5 mL/cm? a 37°C sous
agitation a 80 rpm pendant une nuit. Les échansllsont ensuite rincés par 50 mL d'eau
ultrapure aux ultrasons pendant 1 minute et & 36U3 agitation a 80 rpm pendant 4 minutes

a deux reprises.
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b. Chargement par l'iode

Les échantillons PET-CHT réticulés par le CTR\M4D 11 mm) sont traités par
l'acide acétique a 194 a raison de 2,5 mL/cm? pendant 15 minutes a 200pqur permettre
le passage des fonctions amines (;NBous leur forme ionique —NH Les échantillons
fonctionnalisés par le CHT sont stérilisés par tef passage dans I'alcool absolu puis séchés
a 37 °C pendant une nuit. Le chargement des texXtilectionnalisés est réalisé par un soluté
iodo-ioduré. Ce soluté est préparé par co-broyames dun mortier de 0,3 g d'iodure de
potassium (KI, Sigma Aldrich) et de 0,15 g de dad#}, Sigma Aldrich). Un volume de 100
mL d'eau ultrapure est ajouté afin de solubilisemilange. Ce soluté est conserveé a l'abri de
la lumiére dans une bouteille teintée. Afin deté&xiser, la solution d'iode est filtrée avec un
filtre en polyethersulfone (0,22 um, MillexGP®)irhprégnation des échantillons est réalisée
avec le méme rapport de bain utilisé pour le clraegg par I'Ag et le rincage est réalisé de la

méme facgon.
3. Construction du systeme polyélectrolyte multicouche

a. Méthode de construction

La construction du PEM a été réalisée selon les esgoarameétres que ceux deéfinis
précédemment par A. Martift sur le PET fonctionnalisé par le polyCPRD avec des bains
alternés dans une solution de polyMeCD puis daessotution de CHT. Dans ce travail, nous
avons élaboré le systtme PEM sur le PET-CHT ga dénommé PEMn ou n représente le
nombre de paires de couches.

Le dépbt du PEM est realisé par l'alternance dasbaiuiccessifs selon la méthode
"layer-by-layer depositidh Cette méthode repose sur le dépdt alternatiPBe(polyCTR-
MepCD) et de PE (CHT) (Figure 40). Les solutions de polymére sdttilisées avec un
renouvelement de 2 mL des solutions de polymére powolume total de 40 mL a chaque
imprégnation. L'ensemble des solutions de polymestaotalement renouvelé aprés le dépot
de 8 paires de couches. Les échantillons fonctim@sa(5 x 5 cm) par le CHT sont imprégnés
dans une solution (a raison de 1,6 mL/cm2) de pbR<MeBCD soluble (a 0,3%y) sous
agitation a 180 rpm pendant 15 minutes a températimbiante. Aprés chaque étape
d'imprégnation ou de rincage, les échantillons sénhés a 90°C pendant 15 minutes dans un
four ventilé (MEMMERT®). Les échantillons sont efisurincés dans l'eau distillée en
conservant toujours le méme rapport de bain. Apéehage les échantillons sont imprégnés
dans une solution de CHT (a 0,58 sous agitation a 180 rpm pendant 15 minutes a
température ambiante. Une nouvelle fois, aprésaggeghies echantillons sont rincés dans une
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solution d'acide acétique a 0,3%ous agitation a 180 rpm pendant 15 minutes adeatyore
ambiante. Pour finir les échantillons sont séchéseecycle est répété autant de fois que
nécessaire. A chaque fin de cycle, une paire dehssuest ainsi déposée sur le textile en
finissant par une couche de CHT. Trois systemeBEM comprenant 5,5; 7,5 et 10,5 paires
de couches sont construits.

La construction du systeme PEM a été suivie paégegace au calcul du gain de
masse apres le dépot d'une paire de couches. siggaté sont donnés en gain de masse en

fonction du nombre de paires de couches par ladl@suivante:

(Ma™) 1 00

Gain de mass€n) , %=

1

n=le nombre de paires de couches
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(2) Séchage 22 (3) Rincage 822 (4) Séchage
A 90°C pendant 15 Dans 40 mL d'eau

minutes au four ventil distillée sous agitation a
180 rpm pendant 15
minutes a température

ambiante

1) Imprégnation PE
Dans 40 mL de solution d¢
PolyMeCD & 0,3% sous
agitation a 180 rpm
pendant 15 minutes a
température ambiante

(5) Imprégnation PE*
Dans 40 mL de solution de
CHT a 0,5%,dans l'acide

acétique a 1%sous agitation

180 rpm pendant 15 minutes p

température ambiante

Dans 40 mL d'acide

acétique a 0,3%sous
agitation a 180 rpm

pendant 15 minutes a
température ambiante 22 (6) Séchage

(8) Séchage

Figure 40. Etapes de la construction du PEM de @.)8) sur le PET fonctionnalisé
par le CHT.

Les textiles enrobés par le systétme PEM subissetraitement thermique, que nous
dénommerons recuit, est réalisé afin d'améliorestadilité du systeme PEM. Le but de ce
recuit (R) est de créer des liaisons covalentegsdatiches de type amide entre les fonctions
amines du CHT et les fonctions carboxyliques rédida réactives apportées par le CTR du
polyCTR-MgCD. Ces liaisons devraient permettre d'augmentecolaésion du systeme

PEM, améliorant ainsi sa stabilité (Figure 41).
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Systéme PEM avant recuit Systéme PEM aprés recuit

Hyt NHs*  NHg* Hyt NH* Hy*
NHz* NHz*  NHg* NH  NH H
A

GO0 OO OO £O O o
polyMeCD polyMeCD
Loo Loo oo RECUIT c\o <':\o Ic\o
ng+ ng NH* - FH FH FH
NHy NHs'  NHy' 140°C, 1h45 ,7H ,)H ,\}H
GO0 OO OO £O0  ¢O €O
polyMeCD polyMeCD
oo &oo- doo- \o %o cL‘o
Hyt NHgt  NHg* H H H

Figure 41. Schéma de la formation de liaison amida sein du systeme PEM par
une étape de recuit (a 140°C pendant 1h45).

b. Dégradation du systeme PEM

L'évolution de la dégradation du systéme PEM aédbésée afin d'évaluer la stabilité
du systéme PEM. Pour cela les échantillons (& 11 mw8) sont pesés (Jrpuis plongés dans
10 mL d'une solution de PBS a 37°C a 80 rpm. Aplifiérents temps de dégradation, les
échantillons sont rincés a deux reprises par 2 neaudultrapure pour éliminer les sels
adsorbés sur les textiles. Puis séchés a 90°Cutafmur ventilé pendant 15 minutes. Apres
les avoir laissé refroidir au dessiccateur, ilstqmsés (i) puis replacés a nouveau dans la
solution de PBS renouvelée en totalité. Les résuttant donnés en pourcentage de la masse
restante en fonction du temps selon la formuleasue:

mi-(m;-m
Masse restantg %= mi-(Mi-Ma) x100

c. Chargement du systeme PEM par la chlorhexidine

Le chargement de la Chx est réalisé sur les édloastienrobés par le systéme PEM.
Les échantillons sont imprégnés dans une soluteoflix a 0,4 mg/mL avec un rapport de
bain d'environ 15 mL pour 3 échantillons (& 11 nsoys agitation a 210 rpm pendant une
nuit a température ambiante. Les échantillons enatite rincés dans |'eau ultrapure avec le
méme rapport de bain deux fois de suite dans dissppopres. Le textile est ensuite séché a

37°C pendant une journée.
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4. Caractérisations physico-chimique

a. Réaction entre le chitosane et la génipine

Une solution de CHT a 2,5% dans 1%y d'acide acétique et une solution de Gpn a
0,1%mnv sont préparées. Ces deux solutions sont ensditengées a volume identique de
500 pL par aspiration-refoulement de la solution Glen dans une cuve en polystyrene
(VWR®). L'évolution de I'absorbance de la solutést suivie en fonction du temps a 373 nm
et 604 nm a température ambiante toutes les h@amedant 32 heures. Les résultats sont

donnés en absorbance en fonction du temps deagBacti

b. Analyse infrarouge

Les échantillons sont analysés par IRTF et lestsgmesont enregistrés avec un
appareil Spectrum One (Perkin Elmer™) entre 65@1@G20 cni (n=3) pour mettre en
evidence la présence des fonctions amines du Clddrebtxyliques du CTR.

Un méme échantillon est analysé a 6 reprises @rdiffs points de I'échantillon afin de
vérifier 'homogénéité de la fonctionnalisationst‘a-dire de la présence des fonctions amines

apportées par le CHT et la présence des fonctanoxyliques apportées par le CTR.

c. Microscopie électronique a balayage

La surface des échantillons fonctionnalisés ediyaéa par microscopie électronique a
balayage (MEB) (MEB, Hitachi S-4700 SEM FEG, Fiédission Gun) avec une tension
d'accélération de 5 kV. Avant I'observation, lesattillons sont recouverts par une couche de

carbone pour assurer une bonne conductivité dealéition.

d. Quantification des groupements carboxyliques ehami

. Quantification des groupements carboxyligues

La quantification des groupements carboxyliquesesib présents a la surface du
textile, et apportés par le CTR est réalisée padasage indirect avec du bleu de toluidine
(Figure 42.A.) (TBO, Toluidine Blue O, Mw: 305,83wpl, ~80%) selon le protocole décrit
précédemment par I'équip@ Le dosage fait intervenir une interaction ionigure le TBO
chargé positivement et les fonctions carboxyligsmss leur forme carboxylate a pH basique
(Figure 42.B.).
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A
H,C N o]
* CH
-3
H,N S SN
CH;
B
Complexation du TBO Echange ionique
+ TBOJ/AC
TBO* TBO Acide acétique TBOJ/AC
0,
)@o }eo 2&0 )&O )&o }@o (50%V/V) TBOJ/AC
. )x I x Ix Ix Ix Ix Q Q; *}
TBO S &L S L & Hae LS &S
\—) o O ¢ o O ¢ o O O TBO/AC TBOJ/AC
| | | | | | | | |
e Ty eer > e — TBO/AC
pH10 TBO* pH10 pH2 Lecture de

l'absorbance a 634 ni

Enexcés

Figure 42. A. Formule chimique du TBO.B. Etapes de la quantification des
fonctions carboxyliques libres par échange ionique.

La détermination de la quantité de fonctions caybques provenant du CTR est
réalisée sur des échantillons textiles de 11 mrmdig®étre. Une solution de TBO & 514
est préparée puis passée aux ultrasons pendantnifemafin d'homogénéiser la solution.
Apres avoir ajusté le pH a 10 avec de la soudd a0Oet pesé les échantillons, ceux-ci sont
placés dans 20 mL de la solution de TBO a pH 18 sgitation a 200 rpm pendant 1 nuit a
l'abri de la lumiére a température ambiante. Lémitllons sont ensuite rincés par 2 fois 20
mL avec une solution de NaOH a“lM a pH 10 pendant 2 fois 15 minutes sous agitaiion
200 rpm pour éliminer le TBO adsorbé de facon dfpée. Pour finir, le TBO adsorbé
spécifiguement sur le textile est désorbé dans R@'one solution d'acide acétique a 5%
a 200 rpm pendant 1 nuit a l'abri de la lumiereempérature ambiante. Une courbe
d'étalonnage est préparée avec une solution degcwation en TBO a 0,02 mM dans l'acide
acétigue a 50%y. Les lectures de l'absorbance sont effectuéespectrephotométre UV
(Shimadzu UV-1800) a 634 nm. La quantité totalgaripements carboxyliques est calculée
selon la formule suivante:

COOH 1/o = Absorbance x Volume, L
- mmol/g = Coefficient d'extinction molaire, L. mM-1

Cette analyse est réalisée pour étudier I'évolutieria réaction entre le CHT et le
CTR a différents temps (0, 5, 10, 15 et 30 minute®tude de la quantité de fonctions

Fonctions /masse, g

carboxyligues en fonction de la concentration efRGTaussi été menée par cette méthode et

sur les systémes PEM avec un nombre croissantices ke couches. Cependant, la quantité

64



Chapitre Il : Produits, Matériels et Méthodes

des groupements carboxyliques sur les systemes BE#E calculée selon la formule
suivante:

Absorbance X Volume, L
Coefficient d'extinction molaire, L. mM-1

Fonctions —-COOH mmol =

Dans le cas des systémes PEM, la quantité des gyrmrds carboxylates n'est pas
calculée en fonction de la masse des échantillinsda mettre en évidence l'influence du

nombre de paires de couches sur la quantité dédoscarboxyliques.

. Quantification des groupements amines

La quantification des groupements amines libresodpp par le CHT greffés a la
surface du textile est réalisée par un dosageecidavec de l'acide orange ou sel de sodium
d'orange 1l (Figure 43.A) (AO, Orange Il sodiumtsdallw: 350, 32 g/mol>85%, Sigma
Aldrich™)™3" 138 | e dosage fait intervenir, comme pour le TBO, imeraction ionique entre
l'acide orange chargé négativement et les fonctaonises chargées positivement sous leur
forme -NH" & pH acide (Figure 43).

A O

-0’/ Na
J@L
N=N
4o

B
Complexation du TBO Echange ionique
Na/AO {0
, AO; . p , . Soude (0,5M) H,0 Na/AO
S G & neor LS NalAO
PUFS R PO SR PUIF SR
L)lll > !EIII > Naao Na/AO
pH3 AO pH3 pH12 Lecture de

Enexcés l'absorbance a 485 nm

Figure 43. A. Formule chimique du sel de sodium oge Il. B. Etape de la
guantification des fonctions amines primaires litsgar échange ionique.
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Une solution d'AO & 2,% 10 M est préparée dans l'eau ultrapure et ajustéé & p
avec de l'acide chlorhydrique a 0,5 M. Chaque édlam (11 mm de diamétre) est ensuite
imprégné dans 10 mL de cette solution sous agit&ia00 rpm pendant une nuit a I'abri de la
lumiere a température ambiante. Les échantillons sosuite rincés par 2 fois 20 mL d'eau
ultrapure ajustée a pH 3 avec la solution d'achderbydrique a 0,5 M sous agitation (200
rpm) pendant 5 minutes a deux reprises pour élinfieacés d'acide orange. La désorption de
I'acide orange est réalisée dans un volume de 1@'edu ultrapure dont le pH a été ajusté a
pH 12 avec de la soude a 0,5 M pendant une nug agiation a 200 rpm a l'abri de la
lumiére a température ambiante. La lecture dedilasice est effectuée a 485 nm aprés avoir
ajusté le pH de la solution a pH 3 avec 1 mL d&cidlorhydrique a 0,1 M afin d'obtenir une
absorbance maximale a 485 nm. Une courbe d'étajerma&té réalisée au préalable avec une
solution d'acide orange a 0,25 mM pour calculeguantité totale de groupements amine
selon la formule suivante:

Ve= Absorbancex Volume, L
mmol/g = Coefficient d'extinction molaire, L. mM-1

Fonctions -NH,, /masse, g

Cette analyse est réalisée pour étudier I'évolutieria réaction entre le CHT et le
CTR. L'étude de la quantité de fonctions aminefration de la concentration en CTR et sur
les systemes PEM a aussi été menée par cette reéti@ependant, la quantité des
groupements amines sur les systemes PEM a étdémabrion la formule suivante:

Absorbance X Volume, L
Coefficient d'extinction molaire, L. mM-1

Fonctions —-COOH mmol =

Dans le cas des systéemes PEM, la quantité desegrmmis amines n'est pas calculée
en fonction de la masse des échantillons afin digrenen évidence l'influence du nombre de

paires de couches sur la quantité de fonctionsesnin

e. Dosage des principes actifs

. Dosage de l'argent

La quantification de I'Ag a été réalisée par armtementaire a Villeurbanne a Lyon
par I'Institut des Sciences Analytiques (ISA, UMRBZNRS).

Un dosage a également été mis au point durantoget jgie recherche afin de permettre
la quantification de I'Ag en routine (Cf. Annex&4.I

Les échantillons (& 11 mm) sont pesés),(mongés dans 5 mL de soude a 0,5 M et
placés pendant 45 minutes aux ultrasons pendantnuitesous agitation a 300 rpm. Ce

traitement permet d’hydrolyser le polymeére et pguenla libération de I'Ag dans la solution.
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Un volume de 10 mL de polymére de p@D (polyCTR-M&@CD) a 6,25 mg/mL est ajouté a
la solution puis placée sous agitation a 300 rpuotetda nuit. Le rdle du polymére est de
stabiliser les ions Ag en solution. Une lecture si@sitions a 400 nm est ensuite réalisée par
spectroscopie UV/Visible (Shimadzu UV 1800). Engllate, une gamme d’étalonnage d’une
solution de sulfate d’argent est réalisée afin deéter les absorbances aux concentrations
selon la formule suivante :

absorbancexVolume, mL

Quantité d'Ag, mg/g de textile=

- — _l/mi, g
pente de la droite détalonnage,mL . ug

. Dosage de l'iode

La quantification de liode a été faite par une lys®a €lémentaire réalisée a
Villeurbanne a Lyon par I'Institut des Sciences Kxigues (ISA, UMR5280-CNRS).

. Dosage de la chlorhexidine

- Méthode de dosage par spectroscopie UV/Vis

La quantification de la Chx est réalisée par umtule de I'absorbance des solutions
par spectroscopie UV/Vis (Shimadzu UV-1800) a 25%.rLa concentration en Chx
solubilisée est ensuite calculée a partir d'unengand'étalonnage (y=0,0518x) obtenue a

partir de solutions aqueuses de Chx.

- Méthode de dosage par HPLC
La quantification de la Chx chargée sur les systeRPEM est évaluée par HPLC
(Shimadzu LC-2010A-HT) selon la méthode décrite Yae™° et Kudd“’. La phase mobile

utilisée est un meélange acétonitrile/eau (40:60)tamant 0,05%d'acide trifluoroacétique,

0,05% d'acide heptafluorobutyrique et 0,1%e triethylamine. La phase mobile est pompée
avec un débit de 1 mL/min dans une colonne Capuatl® C18-MG (4,6 x 25 mm)
maintenue a 40°C. Le volume d'injection est fix€0auL. Les lectures sont réalisées a 260
nm. Une gamme de concentration croissante en Ghgassée a partir d'une solution de Chx
a 60 pg/mL dans la soude a 0,5 M puis ajustée a4 pttc de l'acide acétique a 50&8fin de
solubiliser la Chx. L'utilisation de la soude s'éqye par la méthode de désorption de la Chx
chargée sur les systemes PEM. Aprés avoir filtséstdutions (filtre en PVDF de 0,2 um),
une courbe de calibration rapportant I'aire dudaaétention, correspondant a la Chx, a 6-7
minutes (en Unité Arbitraire, UA) est tracée enchkion de la concentration en Chx. La
guantité de Chx sur les échantillons est calcudémnda formule suivante:

Aire du pic de la Chx(UA)
Coefficient linéaire (ug1.mL)

Quantité de Chx(ug) = xVolume (mL)
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- Diagramme de solubilité de la chlorhexidine

Le diagramme de solubilité¢ (diagramme d'Higdithide la Chx est réalisé afin de
définir le polymére de CD le plus efficace pourukidliser la Chx, composé lipophile. Le
diagramme de solubilité a été réalisé avec dift@enCD (HPB-CD, Méthylep-CD
(MeBCD), y-CD, B-CD, HP-CD), la maltodextrine (MD) et leurs polyméres $yiisés avec
le CTR décrits précédemment. Un volume de 4 mL htbgee solution aqueuse de CD ou
polyCD (0; 5; 10; 20; 35; 50 et 100 mg/mL) est &goa 100 + 1 mg de Chx pour obtenir une
concentration maximale théorique en Chx de 25 mglmek solutions sont ensuite vortexées
pendant 30 secondes afin d'homogénéiser le méfarigelacées sous agitation a 210 rpm a
température ambiante pendant une journée. Afinédepérer la fraction soluble de Chx,
chaque solution est filtrée avec un filtre cellelate 0,45 pm. La quantification de la Chx
solubilisée est realisée par spectrophotométrievisvLa ligne de base est réalisée avec une

solution de CD ou de polymére a la méme conceatrajiie le complexe.

- Quantification de la chlorhexidine chargée surshkestémes PEM

Les échantillons chargés par la Chx sont plongés dae solution de soude a 0,5 M
puis passeés aux ultrasons pendant 1 heure. llessnite agités a 300 rpm pendant une nuit &
température ambiante. lls sont repassés aux ulisagendant 1 heure puis séchés a 90°C

pendant 15 minutes. La quantification de la Chxeesuite réalisée par HPLC.

- Cinétigue de libération de la Chx

La cinétique de libération de la Chx chargée siRHM est réalisée dans le PBS. Les
échantillons (@ 11 mm) ayant un nombre de pairexalgches 5,5; 7,5 et 10,5 traités
thermiquement ou non et chargés ou non par la @et@ testés. Apres avoir stérilisé les
échantillons par un bref passage dans l'alcoollables échantillons ont été déposés au fond
d'une plague 24 puits (CytoOne®). Un volume de 1dalPBS stérile est ajouté dans chaque
puits et la plaque est placée a 37°C sous agitaemalant différents temps de libération (30
minutes, 1, 2, 3, 4 et 6 heures, 3, 5, 7, 10, 7421, 24, 30, 37, 41 et 51 jours). A chaque
temps, le milieu est prélevé en totalité puis remtd par du milieu frais. Les prélevements
sont évalués par un test microbiologique décri? €net par un dosage HPLC de la quantité
de Chx libérée en utilisant la méthode décrite gnlémment. La quantité de Chx libérée a
chaque temps est calculée grace a une droite iteat@n réalisée dans le PBS a partir d'une
concentration en Chx de 60 pg/mL. Les résultats exprimés en quantité et en pourcentage

de Chx cumulée en fonction du temps selon les f@snsuivantes:
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Quantité de Chx libérée au temps _Alre du picdela Chx, UA xVolume, mL
Ps,Hg = Pentg pg/mL ’

Quantité de Chx libéréeau temps t, ug y
Quantité totale chargée sur le textilgug

Quantité de Chx libérée au temps,t% =

5. Evaluation biologiquein vitro

Les évaluations biologiques sont effectuées sucedkisles épithéliales embryonnaires
de poumon humain : lignée L132 (ATCC-CCL 5) en adgcavec la norme ISO/EN 10993-5
standard® **3 Ces cellules présentent la particularité de résggisiblement & la cytotoxicité,
et surtout de former des clones avec des coeffida clonage élevés (37 a 46%)Le
choix de cette lignée cellulaire, L132 s'expliqae ka bonne reproductibilité de la lignée et de
sa sensibilit¢ en cas de toxicité d'un composé. flasgue de 25 cm? (T25 Nuncidh
surface) est ensemencée avad @ cellules dans 5 mL de milieu minimum essentiel WE
Gibco®) supplémenté a 1Q% de sérum de veau feetal (SVF). Les cellules sontbiées
pendant 3 jours a 37°C a 5% de L£L@pres 3 jours, la flasque (T25, 25 cm?) est vidae
milieu puis rincée par une solution tampon salieédank (HBSS) pour éliminer les traces de
milieu contenant des protéases. Les cellules sosiie traitées par la trypsine (0,05%
pendant 8 minutes a température ambiante afin sledé¢acher du support. Apres avoir
récupéré I'ensemble de la suspension cellulairejiieu de culture (MEM a 10%, de SVF)
est ajouté pour neutraliser I'action de la trypsgrace a la présence de protéases dans le
milieu. La numération cellulaire est ensuite effiéet afin de déterminer le nombre de cellules
par millilitre de milieu. Un volume correspondan8@0 000 cellules est ensemencé dans une
nouvelle flasque afin de conserver des cellulesudture. Les cellules sont ensuite replacées a
'étuve a 37 °C a 5% COUne dilution est effectuée avec la suspensiolulegke restante
afin d'obtenir une concentration de “1@ellules/mL pour le test de viabilité, et une

concentration de 70 000 cellules/mL pour le tegpradifération et de vitalité cellulaire.

a. Evaluation de la cytocompatibilité des polyméres

Les polyméres de CTR/CHT et Gpn/CHT obtenu$artie 1. 2. sont stérilisés aux
UV pendant 15 minutes. Une suspension du polymsraéalisée a la concentration de 2
mg/mL dans le milieu essentiel minimum (MEM) detatg d’Eagle (Gibco®, gentamicine ;
50 pug/mL et SVF a 109y ), préparé au préalable. Une gamme de concentratiggolymeére
(O, 25, 50, 100, 200 et 400 pug/mL) est effectuéer aette solution stock de polymére. Puis,
un volume correspondant a 900 cellules de la sssperellulaire est ajouté avec du milieu.
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Le mélange est ensuite réparti dans trois boiteBélg (& 6 cm) (Nunc™) puis incubé a
37°C (5% CQ) pendant 9 jours. Aprés avoir 6té le milieu detung, les clones sont colorés
au cristal violet (0,2%yv) pendant 5 minutes puis lavés a I'eau distillées Iclones sont
ensuite comptés apres séchage. Les résultats xqominés en pourcentage par rapport aux
cellules sans polymere, dont le pourcentage déberran taux de survie relatif de 100%.
L’expérience a été répétée deux fois avec deslesll+132 pour le polymere CTR/CHT et
Gpn/CHT.

b. Evaluation de la cytocompatibilité des textilesdionnalisés

Apres avoir stérilisé les échantillons (15 mm dantktre) par un bref passage dans
l'alcool absolu et séché a 37°C pendant une rest,phstilles sont placées au fond d'une
plaque 24-puits (Costar®). Des anneaux en Viton@ 8tsérés au-dessus pour maintenir les
échantillons au fond des puits et ainsi éviter tpge cellules proliferent en-dessous des
échantillons. Apres avoir ajouté 900 pL de MEM-1R#6VF, les cellules sont délicatement
ensemencées dans chaque puits avec une densitédicelie 3500 cellules/ctnUn contrdle,
"tissue culture polystyrendTCPS), est réalisé avec des puits ensemencésésaantillons.

La vitalité cellulaire est évaluée apres 3 et @godiincubation avec un renouvellement du

milieu de culture. Le milieu de culture est reti@s puits et 0,5 et 1 mL de milieu de culture

contenant du bleu Alamar a 1Q% (AlamarBlue®), est ajouté dans chaque puits. Apres
incubation a 37°C pendant 2 heures, le milieu cantele colorant est transféré dans une

plaque 96-puits et la fluorescence est mesuréduatimeétre (Twinkle LB970M) & 560 nm.

Le taux de vitalité est exprimé en pourcentageadadyenne de la fluorescence mesurée pour

les échantillons d'un méme groupe selon la forrauieante:

(fluorescence échantillon-fluorescence de basxeioO

Taux de vitalité %=
aux de vitalite,% fluorescence TCPS

6. Evaluation microbiologique in vitro

Une culture deStaphylococcus aureu€CIP224) ou dEscherichia coli(K12) est
réalisée par ensemencement d'une gélose en pemriteiMdinton Agar (MHA) pendant une
journée a 37°C. Les bactéries sont ensuite décescté la gélose a l'aide d'une pipette
pasteur fermée dans 10 mL de milieu Ringer cystéi@). Cette suspension constitue la
suspension bactérienne stock a environ 141BC/mL et sera utilisée pour I'ensemble de

I'évaluation microbiologique.
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a. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La détermination de la CMI est réalisée afin déegal'efficacité inhibitrice de I'Ag
de l'iode ou de la Chx sur la prolifération ba@sgrie. Les mémes soucheslaureust dE.
coli ont été utilisées pour cette évaluation.

Une dilution en série (au ¥2) est réalisée avec ileeunde culture MH directement
dans une plaque 96 puits (lwaki®) a partir de latsmn mere de sulfate d'argent (/&) a
2,5 g/L, diiode ¢) & 1,5 g/L ou de Chx & 0,4 mg/L. Une suspensiariénenne a 1x10
UFC/mL est préparée par dilution dans du milieu &@artir de la suspension bactérienne
stock. Un volume de 100 pL est ensuite ajouté damgé avec les différentes dilutions
préparées dans la plague 96 puits. Les bactémtsrambées a 37°C pendant 24 et 48 heures.
La détermination de la CMI est définie pour le puibntenant la solution a évaluer la plus
diluée et ne présentant aucune turbidité du miliddin de déterminer [l'activité
bactériostatique ou bactéricide sur ces bactéti@8, L du milieu a la concentration de la
CMI et les cupules adjacentes avec des concemsatsupérieures a la CMI ont été
ensemencés sur une gélose MHA incubée a 37°C peBdameures. Dans le cas d'un effet
bactéricide, aucune bactérie ne devrait se dévetoppors que dans le cas d'un effet
bactériostatique, les bactéries viables devraiemtiif@¢rer. La concentration minimale
bactéricide (CMB) est définie comme la concentratiminimale bactéricide donc la
concentration de la cupule ne présentant pas drikuie.

b. Cinétique de la réduction bactérienidl-time

Cette évaluation est réalisée pour évaluer l'effiéabactéricide des supports chargés
par I'Ag, I'iode ou la Chx. Les mémes soucheSdaureuset dE. coliont été utilisées pour
cette évaluation.

Une suspension bactérienne & 1’xWEC/mL est préparée dans du milieu RC & partir
de la suspension bactérienne stock. Un volume @qu20de la suspension est déposé sur les
échantillons disposés au fond d'une plague 24 gG¥t0One®). Les plaques sont ensuite
incubées a 37°C pendant différents temps d'incoilbgB0 minutes, 2, 4, 6, et 24 heures).
Aprés chaque temps d'incubation, les échantillmm sécupérés dans 2 mL de PBS puis
passés aux ultrasons pendant 1 minute puis vorédant 30 secondes afin de décrocher
les bactéries adhérentes. La suspension obtenudpsanére, est diluée successivement au
1/16™ jusqu'a 1d. Un volume de 100 pL de chaque dilution et dedmtion mére est

ensuite ensemencé sur une gélose MHA puis incul8°&€ pendant 24 heures. Un
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dénombrement est ensuite effectué afin de caldalesoncentration bactérienne selon la
formule suivante:
Logio UFC/mL=Log10(n x 10 x 10%
n=nombre de colonies (15<n<150)
d=dilution

Les résultats sont exprimés en LogFC/mL en fonction du temps.

c. Diamétre de la zone d'inhibition : Antibiogramme

Ce test est réalisé afin d'étudier la durée ddivigr antibactérienne des supports
chargés par la Chx. Cette évaluation est réalisela souche d8. aureus

Pour effectuer la mesure du diametre de la zonehidition, une suspension
bactérienne a 1xPOUFC/mL est préparée dans du milieu RC & partifadsuspension
bactérienne stock. Des boites de Pétri sont prépanéec 18 mL de milieu MHA. Apres avoir
ensemenceé 100 pL de la suspension bactérienna gélose solidifiee, des puits de 6 mm de
diamétre (définissant la limite de détection) saalisés directement dans la gélose a l'aide
d'une pipette Pasteur. L'ensemble des prélévencentsspondant au milieu de libération a
différents temps obtenus ersont ensuite déposés a raison de 50 pL par puitipiicata. La
mesure du diamétre de la zone d'inhibition esigéalapres incubation a 37°C pendant une

journée. Les résultats sont exprimés en millimetréonction du temps de libération.
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Partie 1: Fonctionnalisation et activation antibacérienne du textile

La premiere partie de ce travail a été consacrée fanctionnalisation du textile
(structure en 3 dimensions) en polyester (PET) fmrCHT. L'objectif de cette
fonctionnalisation étant de contréler la naturéaetensité des charges présentes a la surface
du textile pour l'activer ensuite avec l'iode oaryent. Dans un premier temps, nous avons
étudié l'influence des paramétres opératoires adorctionnalisation du PET par le CHT.
Pour cela nous avons étudié l'influence du tempegaletion et de la concentration des réactifs
sur la réticulation du CHT par le CTR d'une pattpar la Gpn d'autre part. Aprés avoir
caractérisé le support et validé sa cytocompathitious avons dans un second temps chargé
les différents textiles fonctionnalisés par le Cédiec I'Ag et I'iode et nous avons évalué leur

activité antibactériennia vitro.
1. Fonctionnalisation du textile par le CHT

a. Réticulation du CHT par le CTR

. Influence de la concentration en CHT

L'évolution de la réaction de réticulation entreCldT et le CTR en fonction du temps
de réaction a été étudiée, tout d'abord, par getvienafin d'évaluer la prise de masse du PET
apres lavage, puis par dosage des fonctions réadibres pour évaluer la nature et la densité

de charges en surface.

L'étude du temps de réticulation par le CTR pavignétrie (Figure 44) montre une
augmentation du gain de masse jusqu'a 15 minutesupe stabilisation de ce dernier avec
une concentration en CTR de & quel que soit la concentration en CHT J9%et
2.5%m). Cependant, on remarque que le gain de masss apraninutes de réticulation est
deux fois plus important avec une concentrationGéT de 2,5%, par rapport a une
concentration en CHT de 1% avec un gain de masse respectif de 3,&¥l,3%,. La prise

de masse du PET est donc directement dépendatgedeacentration de la solution en CHT.
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Figure 44. Evolution du gain de masse du PET en @ion du temps de réaction et
de la concentration en CHT dans la solution d'immpéation (1%, et 2,5%n). La
concentration en CTR est fixée a 5%.

D'apres ces premiers résultats, nous avons dogc uix temps de réaction de 15
minutes. Au-dela de 2,5%, la solution de CHT est trop visqueuse pour pauwvoprégner
de fagcon homogene le textile. C'est la raison pemyelle la suite de notre étude sera réalisée

avec une concentration maximale en CHT de 2,6%

Nous avons ensuite étudié la quantité de fonctiéastives libres présentes sur les
textiles fonctionnalisés pour compléter la méthauavimétrique précédente. Cette étude
permettra d'évaluer l'influence du temps de réadtio la densité des groupements chimiques
libres présents a la surface du textile a savairfdéections amines et acides carboxyliques.
Pour cela, la quantification des fonctions aminBig) apportées par le CHT et des fonctions
carboxyligues (-COOH) apportées par le CTR a édfisée a différents temps de réaction
(Figure 45).

Avec une concentration en CHT de Jdf% une densité maximale en fonctions
carboxyliqgues de 0,08 mmol/g est atteinte apresnitfutes de réticulation allant dans le
méme sens que I'étude gravimétrique. Cette dedaiténue a une valeur de 0,05 mmol/g
apres 30 minutes de réaction. Cette diminutionadgehsité de fonctions carboxyliques peut
s'expliquer par la réaction entre les fonctiondoayliques du CTR avec les groupements

hydroxyles du CHT, lorsque toutes les fonctionsrewiont été consommeées. Par contre, quel
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gue soit le temps de réaction, aucune fonction emmiest détectée (dans la limite de
détection). Cela peut s'expliquer par la consononatpide des fonctions amines par le CTR
en large exces.

Avec une concentration de 2,5% en CHT, la densité de fonctions carboxyliques
atteint la valeur maximale de 0,07 mmol/g apres iButes de réaction. La densité de
fonctions carboxyliques se stabilise ensuite awaleur comprise entre 0,05 mmol/g et 0,07
mmol/g. La densité de fonctions amines atteint wadeur de 0,005 mmol/g aprés 5 minutes
de réaction puis diminue en dessous de la limitedékection au-dela de 10 minutes de
réaction. La présence de fonctions amines aprembtes de réaction peut s'expliquer par le
fait que la consommation des amines par le CTRt ipas terminée. Par rapport a une
concentration en CHT de 19, la quantité de fonctions amines apportée paH& €st, en
effet, 2,5 fois plus importante. Le calcul du raggpmolaire (Rm): -COOH/-NK dans la
solution d'imprégnation confirme cela, car, poue goncentration en CHT de 2,5% le Rm
est de 4 alors qu'avec une concentration en CHI®glg,, le Rm est de 11 (Cf. annexes II).

Quel que soit la concentration en CHT, pour unecentration fixe de CTR, le
processus de fonctionnalisation est le méme aveaésrction entre les fonctions amines du
CHT et les fonctions carboxyliqgues du CTR. Cechvpgue une augmentation de la densité de
fonctions acides carboxyliques et amines les pramiminutes allant dans le méme sens que
'évolution du gain de masse. Ce phénoméne se paiticulierement bien avec la
concentration en CHT de 2,5%. Lorsque le gain de masse du textile se stablaseaction
se poursuit avec la consommation des fonctions dxytes du CHT par les fonctions

carboxyliques. Ceci se voit particulierement bieacala concentration en CHT de 4%
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Figure 45. Evolution de la densité de fonctions ames et carboxyliques sur les
textiles fonctionnalisés par le CHT (1% : A ou 2,5%, : B) en fonction du temps de
réticulation (a 140°C). La quantité de CTR dans $alution d'imprégnation a été fixée a
5%

L'étude de l'influence de la concentration en CHTde temps de réaction sur la
fonctionnalisation du PET permet de soulignerlliahce de la concentration en CHT sur le
gain de masse mais peu sur la nature et la detesitbarges présentes sur le textile. En effet,
avec le CTR (5%v), une densité de 0,07 mmol/g de fonctions carbqugk est atteinte quel
gue soit la concentration en CHT. De plus, la gtéamte fonctions amines présente sur le
textile est négligeable méme avec la plus fortecentration en CHT (2,5%). La

concentration en CTR (5% ) est probablement trop importante et consommeleapent les
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fonctions amines du CHT. Pour la suite de I'étumeis avons donc évalué l'influence de la
concentration en CTR sur la fonctionnalisation dtTPpar le CHT. Afin d’obtenir des
fonctions amines en surface, nous avons pourseivde avec une concentration en CHT de
2,5%mv.

. Influence de la concentration en CTR

L’évolution du gain de masse du textile fonctioms@lpar le CHT (2,5%y) en
fonction de la concentration en CTR a été étudi®40iC pendant 15 minutes (Figure 46.A.).
Parallelement, la quantification des fonctions awirt acide carboxyliques a été realisée
(Figure 46.B.).

La Figure 48.A. montre une augmentation du gaimdsse du textile en deux temps.
En effet, jusqu’a une concentration de@¥de CTR, le gain de masse évolue rapidement dd
au greffage du CHT sur le textile. Au-dela de cettecentration en CTR, le gain de masse du
textile continue d’augmenter mais de maniere maimgortante. La concentration en CHT
restant inchangée, cette augmentation du gain dsarest probablement due au greffage du
CTR en large exces sur le CHT aboutissant a ladtom de liaison esters comme cela a été
démontré par une analyse infrarouge sur un textidase de polypropylene (Cf. annexes lll).

La figure 48.B. montre que la quantité de fonctiamsnes évolue de fagon importante
jusqu'a une concentration de 3R de CTR (0,06 mmol/g) puis décroit. A partir d'une
concentration en CTR de 5%, la quantité d'amine devient négligeable.

D'autre part, la quantité de fonctions carboxylgj@igmente légerement pour des
concentrations en CTR comprises entre 0 et L% ela peut s'expliquer par la quantité de
fonctions amines, apportées par le CHT dans laisald'imprégnation, en excés par rapport
a la quantité de fonctions carboxyliques. En d&é®m entre 0 et 1%, en CTR est inférieur
a 1, ce qui veut donc dire que les groupementsoggliques présents dans la solution
d'imprégnation réagissent rapidement avec les ardoneCHT. Seule une des 3 fonctions
carboxyliques du CTR reste libre.

Au-dela d’'une concentration de I} en CTR, le Rm est supérieur a 1. Autrement dit
la quantité de fonctions carboxyliques est en eymasrapport a la quantité de fonctions
amines. Ceci explique l'augmentation importantéadgiantité de fonctions carboxyliques sur
le textile entre 1 et 2%, en CTR. Les fonctions acides résiduelles sont plusbreuses car
le CTR est en exces.
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Au-dela d’'une concentration de 5% en CTR, la densité de fonctions carboxyliques
sur le textile est 2 fois moins importante qu'a2eég,y de CTR. Toutes les fonctions amines
du CHT ayant réagi avec le CTR, les fonctions aidsiduelles et réactives du CTR déja
liées peuvent ainsi réagir avec les groupementsolytes du CHT disponibles.

La densité de fonctions carboxyliques augmenteimoeiement avec I'augmentation
de la concentration de CTR jusqu'a 0,055 mmol/gg@ies'explique toujours par la présence
importante de CTR (Rm = 8,7) et donc une réactiat ¢és fonctions hydroxyles du CHT.

Les résultats obtenus pour le dosage des fonctioimsiques est en corrélation avec
'étude gravimétrique. En effet, entre 0 et 2%,g@in de masse augmente et le CTR
consomme toutes les fonctions amines disponiblgSHIT. Ceci se traduit par une densité de
fonctions amines majoritaires pour les faibles emtiations en CTR (< 1%w) et de
fonctions carboxyliques majoritaires pour les fertmncentrations en CTR (> 1%). Le
gain de masse n’évolue plus de maniere aussi iamercar les fonctions amines du CHT ont
été consommées. L'augmentation est due a la réaetitre le CTR en exces et les fonctions
amines résiduelles du CHT puis avec les fonctiomrdxyles, confirmée par le dosage des
fonctions amines (quasiment nulle au-dela dg,©%e CTR) et carboxyliques (augmentation
au-dela de 5%, de CTR)
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Figure 46. A. Gains de masse en fonction de la concentration @0R dans la
solution d'imprégnation.B. Quantité de groupement amine et acide sur le PETR/CHT
en fonction de la concentration en CTR dans la stun d'imprégnation. La concentration
en CHT est fixée a 2,5%v et le temps de réaction a 15 minutes.

L'étude de linfluence de la concentration en CaBporte que celle-ci permet de
contrbler la nature et la densité des charges piE€sesur le PET. Ainsi une concentration de
1%myv en CTR permet d'obtenir un textile riche en fomsi cationiques (-N#) et entre 5 et
10%,v un textile riche en fonctions anioniques (-CPQOCe systeme modulé par la
concentration en CTR permet ainsi d'obtenir un ésgset chargé soit positivement soit
négativement. Le Rm déterminé a partir de la qt&ade fonctions carboxyliques réactives du

CTR par rapport a la quantité de fonctions amirs¢eg@al a 1 avec une concentration en CTR
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de 1%, et une concentration en CHT de 2,5% A cette concentration, la quantité de
fonctions carboxyliques présentes dans la soludlonprégnation est identique a la quantité

de fonctions amines.

b. Réticulation du CHT par la Gpn

. Influence de la concentration en CHT

La réaction de réticulation du CHT par la Gpn aliqarbgressivement a la coloration
du textile en bleu (Figure 47). Cette coloratiopaxait de fagcon homogene sur le textile. La
concentration en CHT influence le temps d'apparitite la coloration. En effet celle-ci
apparait dés 3 heures de réaction avec une coatenten CHT de 2,5%, alors qu'elle
n‘apparait qu'aprés 24 heures avec une concentosit %, avec une concentration de Gpn
de 0,1%,. Cette différence peut s'expliquer par I'apporfatetions amines, dans la solution
de réaction, proportionnel a la concentration edTCA une concentration donnée en Gpn,
des quantités croissantes en CHT acceéléerent ldiogade réticulation de la Gpn avec les

fonctions amines de plus en plus présentes cexgligae la différence observée.

CHT 1%,

CHT 2,5%,,

Oh 3h 6h 8h 24h 8 72h

Figure 47. Photographie des échantillons de PET (Byec du CHT (1% et
2,5%q,v) réticulé par 0,1%,v Gpn a 25°C pendant 3, 6, 8, 24, 48 et 72 heures.

Le suivi de la cinétique de réaction entre la Gpn le CHT réalisé par
spectrophotométrie UV (Figure 48) montre une réactie réticulation impliqguant deux
mécanismes réactionnels; une réaction rapide quicshiit des le début, et, une réaction lente
qui se produit progressivement et avec un retaavdon 5 heures par rapport a la premiere
réaction. Ces résultats sont en accord avec cecritsiélans les travaux de Bufleron
constate qu'a partir de 5 heures la premiére mrasiemble se stabiliser. Cependant il faut
noter qu'a partir de 5 heures, le signal saturequiene permet pas de suivre la réaction
jusqu’au bout. En revanche, la seconde réactiomlkeeait se stabiliser a partir de 25 heures.
Cependant, il est également possible, au regala weur de I'absorbance, qu'un phénomeéne

de saturation soit observé apres 25 heures.
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Figure 48. Cinétique de la réaction de réticulatiqgmar spectroscopie UV a 373 nm
et 604 nm d'une solution de CHT (1,25%) et de Gpn (0,05%\) & 25°C sous atmosphére
saturée en humidité.

La Figure 49 montre I'évolution du gain de massetahiile fonctionnalisé avec le
CHT (1% et 2,5%) réticulé avec la Gpn (0,1%). Le temps de stabilisation
correspondant au gain de masse maximum est de @reshet 48 heures avec des
concentrations en CHT respectives de 2,8%t 1%,y. La concentration en CHT dans ce
cas influence donc la vitesse de réaction comnd€irontraient les observations du textile
dans la Figure 47. A I'équilibre, on constate aveau, comme cela a été observé dans notre
étude de réticulation par l'acide citrique, que @Ens de masse sont deux fois plus
importants avec une concentration en CHT de 2%ar rapport a une concentration de
1%,v. L'absence de gain de masse avant 24 heures agemmncentration en CHT de 1%
peut s'expliquer par une réticulation insuffisatiteCHT par la Gpn qui ne résiste pas aprées
lavage.

L'utilisation d'une concentration en CHT de 2,5%«dans la solution d'imprégnation
permet d'obtenir des gains de masse plus imponantsapport a une concentration de;\%
C'est pourquoi nous avons continué I'étude avde cenhcentration de 2,5%. Au-dela de
2,5%mny, la solution de CHT est trop visqueuse pour paudie imprégnée de facon
homogene sur le textile comme nous I'avions dégipé avec I'étude du CTR comme agent
réticulant.

D'apres ces premiers résultats, avec une condentrah Gpn de 0,01% et une

concentration en CHT de 2,5%, nous avons donc fixé le temps de réaction a 2dekeu
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Figure 49. Evolution du gain de masse du PET en @ion du temps de réaction et
de la concentration en CHT dans la solution d'immpéation (1%, et 2,5%n). La
concentration en Gpn est fixée a 0,1%.

Ces résultats rapportent uniquement les gains desendu textile, nous avons donc
etudié la quantité de fonctions réactives libre&spntes sur ces differents textiles. Cette étude
permet d'évaluer l'influence du temps de réactiomla densité des groupements chimiques
libres présents a la surface du textile. Pour ¢alguantification des fonctions amines (- H

apportées par le CHT a été realisée en foncticemps de réaction.

L'évolution des fonctions amines en fonction dugerde réaction (Figure 50) montre
une réaction plus rapide avec une concentratio€ldim de 2,5%,. En effet, la densité
maximale en fonctions amines est atteinte apresuéels pour une concentration en CHT de
2,5%mn\ et aprés 24 heures de réaction avec une condgenteat CHT de 1%.,. Aprées 24
heures de réaction, la quantité de fonctions amaex une concentration en CHT de
2,5%n est 2 fois plus élevée qu'avec une concentratioilCldT de 1%,y. Les rapports
molaires Rm dans la solution d'imprégnation son0@s et 0,1 (Gpn a 0,1%) avec une
concentration en CHT de 1% et 2,5%, respectivement. La réaction de réticulation fait
donc intervenir 20 a 10 moles de fonctions amirmas @ mole de Gpn respectivement. La
quantité en CHT est en large excés par rapportjadatité de Gpn.
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Figure 50. Quantité de groupements amines sur lehantillons PET-Gpn/CHT
réticulés par la Gpn (0,1%\) en fonction de la concentration en CHT (1% et 2,5%)
et du temps de réaction

L'étude de l'influence de la concentration en CHTde temps de réaction sur la
fonctionnalisation du PET permet de soulignerlliafce de la concentration en CHT sur le
gain de masse et sur le temps de réaction. Uneeptation en CHT de 2,5% permet
d'obtenir des gains de masse plus importants d@ptéseures de réaction avec la Gpn a
0,1%yv et implique une réaction qui se stabilise plusdapient. Pour la suite de I'étude, une
concentration en CHT de 2,5% sera utilisée avec un temps de réaction entreHE € la
Gpn de 24 heures. Dans le but de contréler la teedsifonctions amines, nous avons étudié

I'influence de la concentration en Gpn sur la faomatalisation du PET par le CHT 2,5%.

. Influence de la concentration en Gpn

La Figure 51.A. montre I'évolution du gain de massefonction de la concentration
en Gpn. Les résultats montrent une augmentatiodeatu gain de masse des textiles pour
des concentrations en Gpn de 0 a Q,42®Au-dela d'une concentration de 01%en Gpn, le
gain de masse n'évolue plus de facon significatre.constate également que les gains de
masse obtenus avec une concentration en Gpn unférée0,01% ne sont pas significatifs.
Cela peut s'expliquer par une concentration tradpdaen Gpn qui ne permet pas de greffer
efficacement le CHT a la surface du PET.

L'observation des textiles sur la Figure 51B. metigpparition de la coloration bleue

du textile a partir d'une concentration en Gpn @%%,,y. La quantification des fonctions
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amines montre qu'aucune fonction amine n'est dd&ede facon significative avec des
concentrations en Gpn inférieures a 0,Qa%L'absence de fonctions amines sur les textiles
traités sans Gpn montre que le CHT n'est pas fetéceci indique donc lintérét de la
réticulation de ce dernier qui est nécessaire fiearobage efficace des fibres textiles. La
guantité d'amines obtenue avec une concentratioBpnde 0,05%. est négligeable par
rapport a celle obtenue avec une concentration gm @& 0,1 et 0,5%y. En effet, une
guantité d'amines, plus de 8 fois supérieure, lestnoie avec une concentration en Gpn de 0,1
ou 0,5%v. Entre ces deux concentrations, aucune différsmggeficative n'est observée. Ces
résultats confirment ceux obtenus par gain de magse un début de fonctionnalisation du
CHT (2,5%) des 0,05%y en Gpn.
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Figure 51. A. Gain de masse du PET-Gpn/CHT en fonction de lancentration en Gpn.
B. Photographies et densité des fonctions aminesfarction de la concentration en Gpn
sur les échantillons PET-Gpn/CHT. La concentratian CHT est fixée a 2,5%..

c. Conclusion sur la fonctionnalisation.

La modification de surface du PET par le CHT abicautun systéme présentant des
charges (fonctions amines et carboxyliques) donddasité peut étre modulée par la
concentration et la nature des agents réticula@it®k(ou Gpn). La Gpn permet d'obtenir un
systeme présentant des charges cationiques unigtiebee CTR, en fonction de son ratio
molaire par rapport au CHT, permet de contrblecHarge globale présente a la surface du
textile. Le CTR en défaut permet d'obtenir un sygt@résentant majoritairement des charges
cationiques (-NH), tandis qu'en excés, il permet d'obtenir un systéprésentant

majoritairement des charges anioniques (-QODans les études suivantes, le textile
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fonctionnalisé avec le CHT par la Gpn (PET-GpnOHTC densité =6,8 mg/cm?2) et deux
textiles fonctionnalisés avec le CHT réticulé pardTR: I'un chargé négativement (PET-
CTR1/CHT, densité =7,6 mg/cm?) et l'autre chargéati@éement (PET-CTR10/CHT, densité
= 9 mg/cm?) seront évalués.

Les textiles fonctionnalisés par le CHT a 2,5%éticulé par la Gpn a 0,1% seront
dénommés, pour la suite de I'étude, PET-Gpn. De enées textiles fonctionnalisés par le
CTR a 1 et 10%yv avec le CHT a 2,5%y seront dénommeés respectivement PET-CTR1 et
PET-CTR10.

Tableau 6. Récapitulatif des trois textiles utils@our la suite de I'étude.

Résultats PET-Gpn PET-CTR1 | PET-CTR10
Paramatres de a 25T pendant 24 heur
fonctionnalisation sous atmosphere saturée a 140°C pendant 15 minutes
en eau
[CHT], Y%mv 2,5%mv
[Agent réticulant], Yomn 0,1 1 10
Gain de masse&/om 1 1 6
Taux de -COOH, mmol/ - 0,008 0,06
Taux de -NHz,mmol/g 0,1 0,06 0,002

2. Caractérisations physico-chimique et biologique de®xtiles

a. Analyse infrarouge des textiles

L'analyse par infrarouge a été réalisée dans lelbunettre en évidence la présence
des groupements caractéristiques du CHT réticulé lpaGpn ou le CTR par une

caractérisation directe des textiles fonctionnalisé

La Figure 52.A. montre les spectres infrarouges éidmantillons fonctionnalisés. Le
spectre du PET vierge met en évidence la présesgiaisons ester et les cycles aromatiques
trés présents dans la structure chimique du PETuparbande de vibration & 1700 tret
750-800 crit respectivement. De nombreuses bandes additiesnetbrrespondant aux
liaisons G-H et C=0 sont également observées a 1100 et 1480 cm

Une bande large de vibration, correspondant austifams amines est retrouvée entre
3000 et 3600 cih sur les textiles fonctionnalisés montrant la enée du CHT sur les
textiles. Les bandes de vibrations correspondantiaisons G-H et C=0 & 1100 et 1400 &m
sont toujours visibles sur les textiles fonctiomsed. Les bandes de vibration correspondant

aux fonctions carboxyliques présentes sur les éitloais fonctionnalisés ne sont pas mises
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en évidence car les bandes de vibration caradtgrest du PET empéchent la distinction du
signal correspondant au textile et les bandes teaton correspondant aux fonctions
carboxyliques.

Deux bandes de vibrations de déformation & 900 Bt® cn correspondant aux
fonctions amines sont également retrouvées sypdetie agrandi dans la Figure 52.B. Une
bande de vibration & 800 éntorrespondants aux cycles aromatiques est reteopeér les
échantillons PET-Gpn/CHT. La modification du specpar rapport au PET a ce niveau
reflete la présence d'hétérocycles aromatiquepeaent provenir de la Gpn.

Les liaisons amides n'ont pas été mises en évideacceette analyse. La bande de
vibrations correspondant & I'étirement des liaisshis(NH stretching & environ 3200 cih
n'a pas été mise en évidence et les liaisons C=0O-Ntne peuvent pas étre dissociées du
signal correspondant au PET et aux fonctions amines

L'analyse infrarouge des textiles fonctionnalisésdntre la présence du CHT sur ces

textiles, quel que soit la nature et la concertdra¢in agent réticulant.
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Figure 52. A. Spectre infrarouge sur les différentygpes de supports textiles obtenus.
B. Agrandissement des spectres entre 650 et 1708 cm

b. Observation par microscopie électronique a balayage

Une analyse MEB a ensuite été réalisée pour ohskagpect du textile avant et aprées

fonctionnalisation.

L'observation par MEB présentée sur la Figure 53itneodes fibres lisses pour le

PET. On peut observer que certaines fibres somtréégent déformées au niveau de leur
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intersection. Cela s'explique par le procédé dedation du textile non tissé de base en PET
qui subit un calandrage a chaud qui provoque Béetnent des fibres. La fonctionnalisation du
PET par le CHT réticulé par la Gpn laisse apparaiés fibres a la surface légérement moins
lisse (agrandissement plus important). On remagpeele revétement polymere déposé est
homogéne autour des fibres et que les interstardee les fibres, sont partiellement comblés.
L'observation de la surface du PET-CTR1/CHT ne meopés de différence majeure avec le
PET-Gpn/CHT. Cependant avec le PET-CTR10/CHT, avstede que les fibres présentent un
diameétre plus important par rapport au PET et a0l-EER1/CHT. L'augmentation du
diametre des fibres est en corrélation avec lessgdé masse décrits précédemment qui sont
respectivement de 1 et §%our le PET-CTR1/CHT et le PET-CTR10/CHT. De plles

interstices sont quasiment comblés en totalitéiaean de certains interstices.

PET-Gpn/CHT

PET-CTR1/CHT . " 50 0un PET-CTR10/CHT
Figure 53. Observation microscopique de la surfage PET fonctionnalisé par la

CHT (2,5%) réticulé par la Gpn (0,1%) ou par le CTR (1 et 10% réalisée par
microscopie électronique a balayage.
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c. Evaluation biologique des supports PET-CHT

La viabilité des cellules épithéliales L132 misespeésence des polyméres dans le
milieu de culture permet d'évaluer la cytocompéitédde ces derniers.

La Figure 54 montre les taux de survie des celluld82 en présence de
concentrations croissantes en polyméres de CHautétavec le CTR ou la Gpn. Quel que
soit le polymere testé (CHT, Gpn/CHT ou CTR/CH®Es taux de survie sont supérieurs a
80% aux plus fortes concentrations de 400 mg/L dérant la cytocompatibilité des
polyméres. On constate ainsi que la Gpn est tnagiue des 25 mg/L mais I'absence de

cytotoxicité du polymere Gpn0,1/CHT2,5 signifie queedernier ne contient pas de Gpn ayant
réagit partiellement ou a I'état libre.

120% - EGpn ECHT mGpn0,1/CHT2,5 BCTR5/CHT2,5

100% -
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Figure 54. Viabilité des cellules L132 en fonctiate la concentration en polymere
ou Gpn dans le milieu de culture aprés 9 jours ddtare a 37°C.

La Figure 55 montre les taux de vitalité des ceBul132 ensemencées directement
sur les textiles fonctionnalisés afin d'évaluecytocompatibilité du revétement de polymére.

Le PET fonctionnalisé par le polymére @IeD réticulé par le CTR a été évalué en tant que
controle.

Les taux de vitalité des cellules sur le PET sespectivement de 90% et 100% a 3 et
6 jours de culture. Le seul textile présentant dimeinution de la cytocompatibilité par
rapport au PET, est le PET-CTR/CD avec un taux itiité de 54 et 67% a 3 et 6 jours
respectivement. Ce résultat est conforme aux difté&s études précédentes menées par le
laboratoire. Les autres textiles évalués montree® thux de vitalité identiques au PET

supérieurs a 80% apres 3 jours de prolifératiorc ave |€gere augmentation de la vitalité au
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6°Mjour témoignant d’'une excellente cytocompatibitié nos textiles fonctionnalisés. Ainsi,
quel que soit I'agent réticulant utilisé, la fooathalisation du PET par le CHT n’altére pas sa

cytocompatibilité.
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Figure 55. Vitalité des cellules L132 ensemencéasles textiles fonctionnalisés par
le CHT aprés 3 et 6 jours de culture a 37°C.

d. Conclusion sur les caractérisations physico-chiesget biologiques

L'analyse infrarouge des textiles fonctionnalisés lg CHT montre la présence du
CHT a la surface des textiles. Les liaisons amatesster impliquées dans la réticulation du
CHT par le CTR n'ont pu étre distinguées du PEdbdervation microscopique de la surface
des échantillons fait apparaitre une fonctionnatisahomogéne des fibres textiles ou la
présence du polymére est observée sur chaque fildealuation biologique montre une
excellente cytocompatibilité des polymeéres utilisésssi bien seuls que déposés sur les
textiles. Ainsi quel que soit I'agent réticulantgetel que soit la charge en surface du PET, les

textiles sont cytocompatibles.
3. Activation des textiles par I'argent ou l'iode

Les textiles fonctionnalisés par le CHT ont étévast par deux agents antibactériens
de charges opposées en fonction de la charge gldbatextile. De l'iode (l:31) a été chargé
sur le PET-Gpn/CHT et le PET-CTR1/CHT et de l'atdéw: Ag') a été chargé sur le PET-
CTR10/CHT. Les textiles ont été imprégnés danssahgtion de sulfate d'argent (480,) a
10 g/L ou d’iode (@) a 1,5 g/L pendant 24 heures comme décrit damsthode.
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a. Quantification de I'argent et de l'iode adsorbéassitextiles

La quantification de I'Ag et de l'iode sur les tlegt a été réalisée par une analyse
élémentaire afin d'évaluer la spécificité de chatguéle fonctionnalisé, riche en amine d'une
part ou riche en acide carboxylique d'autre pagt.chargement préférentiel de I'Ag ou de

I'lode sera ainsi étudié en fonction des chargésqgmtes a la surface du textile.

La quantification par analyse élémentaire de I'Aigde l'iode chargé sur les textiles
fonctionnalisés est présentée dans la Figure 56PEE€-Gpn ne portant que des charges
cationiques, le chargement d'Ag n'a pas été effestu ces supports. On constate sur la
Figure 56.A. que I'Ag est adsorbé 8 fois plus sUPET-CTR10 (1,76%) que sur le PET-
CTR1 (0,22%,). Les ions Ag sont donc bien chargés préférentiellement suEl€-€TR10
dont la charge globale est négative.

A linverse, on constate que liode est chargéfdi plus sur le PET-CTR1 (1277
ppm) par rapport au PET-CTR10 (823 ppm). Cela imgligionc que l'iode est chargé
préférentiellement sur un systéme dont la chargealdg est positive. Le chargement de l'iode
sur le PET-Gpn est évalué a 1923 ppm soit 1,5plois que sur le PET-CTR1 (1277ppm). La
différence de chargement de liode sur ces deutdegxmalgré une densité de fonctions
amines identique décrite dans les résultats prétgdeeut s'expliquer par la présence d’'une
faible quantité de fonctions carboxyliques sur EETRCTR1 qui peut exercer un effet répulsif

sur l'iode.
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Figure 56. Quantification de I'Ag Q) et de l'iode B) par analyse élémentaire
chargé sur les textiles fonctionnalisés.
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b. Evaluation microbiologigu@n vitro

. Concentration minimale inhibitrice de I'argent et Biode

Dans un premier temps, une évaluation de I'effi€éaantibactérienne de l'iode et de
I'Ag a été réalisée afin de déterminer la concéntraminimale pourS. aureuset E. coli
(Tableau J. Quel que soit la souche et le temps d'incubateolCMI de I'Ag est plus faible
gue celle de l'iode. Ce qui indique que I'Ag efitate avec des concentrations inférieures par
rapport a l'iode. En effet, la CMI de l'iode p&iraureusest 13 a 26 fois plus élevée que celle
de I'Ag a 24 et 48 heures respectivement. Fowoli, la CMI de l'iode est de 100 a 50 fois
plus élevée que celle de I'Ag a 24 et 48 heurgeeotisement. De plus I'Ag est plus efficace
surE. colicar la CMI a 24 et 48 heures est respectivemefit@emg/L et 13,88 mg/L contre
27,8 mg/L suiS. aureusa 24 et 48 heures. Les différences observées lesttemps 24 et 48
heures peuvent s'expliquer par la présence de wpselhactéries encore viables apres 24
heures qui ont pu proliférer jusqu'a 48 heuressagésactivation de I'Ag ou de l'iode par les
autres bactéries.

Apres 48 heures, les milieux déterminants la CMléia étalés sur des géloses MHA
afin de vérifier l'effet bactériostatique ou baiéle. L'absence de prolifération sur les
géloses permet de conclure sur I'effet bactérideleAg ou de l'iode contre ces bactéries.

Tableau 7: CMI d'une solution d'iode (Ki+4 1-a 1,50 g/L) ou d'argent (AsS5Os, Ag
al1,75 ag/L) surS. aureus CIP224 etE. coli, K12 apres 24 et 48 heures d'incubation a 37°C.

S. aureus CIP224 | E. col, K12
CMI, mg/L
Temps, heures Ag I Ag I
24 27,8 364,5 6,9 729
48 27,8 729 13,8 729

Au regard de ces derniers résultats, l'utilisatierliode en tant qu'agent antibactérien
sur les textiles est donc moins intéressant que Eh effet, des quantités plus importantes en
| seront nécessaires pour obtenir une activitébaatérienne efficace par rapport aux
guantités d'Ag. De plus, nous avons démontré gueuantités d'iode sur les textiles étaient
inférieures a celles de I'Ag. L'argent sera donaseové comme principe actif de choix dans
le traitement des plaies infectées.
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. Evaluation de I'efficacité antibactérienne

L'efficacité antibactérienne des textiles chargaés|\g a été évaluée par un test de
réduction bactérienne ddll-time. Ce test permet de suivre la quantité de bactéidddes (en
UFC/mL) en fonction du temps et permet ainsi déeala vitesse et 'efficacité d'action de

'agent antibactérien.

La Figure 57 montre les résultats obtenus Suaureuset E. coli avec les textiles
chargés par I'Ag. Dans cette évaluation, le PEiEtionnalisé par le polymere §eCD a été
inclu dans cette étude en tant que témoin. Celai-été inclu dans cette évaluation car il
présente des charges négatives apportées par leédi¢iant les CD.

Tout d’abord, on ne constate aucune différenceifgigtive en terme d’activité
antibactérienne entre le PET et le PET-CTR/CD. Gdaet on constate que le PET-CTR10
présente une réduction de 1 a 2 {gogurS. aureuset E. coli respectivement apres 24 heures
par rapport au PET. Il est possible que cette &géduction soit imputée a la présence du
CHT ou bien au caractére acide de l'enrobage (radheCOOH). Une quantification des
fonctions carboxyliques réalisée par échange iaigupermis de démontrer que le PET-
CTR/CD présente 1,5 fois plus de fonctions carbigugs que le PET-CTR10 (résultats non
montrés). Ceci indiquerait donc que la |égere rédndactérienne observée avec le PET-
CTR10 serait due aux propriétés antibactérienneSHIL.

Avec le PET-CTR10-Ag une réduction importante desple 5 Logy de S. aureusest
obtenue dés 4 heures de contact avec le textila.Sgmifie que la concentration en bactéries
viables se situe en dessous de la limite de déte€tli LogymL). La réduction bactérienne
avec le PET-CTR/CD-Ag est progressive et atteinhéme niveau que le PET-CTR10-Ag
apres 24 heures.

Concernank. coli, une réduction de plus de 5 Lggst obtenue apres seulement 2
heures de contact avec le PET-CTR10-Ag et dés 3ites avec le PET-CTR/CD-Ag. Le
PET-CTR10-Ag semble donc efficace plus rapidemenks coli par rapport &. aureusLa
différence observée peut s'expliquer par la vatluta CMI qui est 4 fois plus élevée a 24
heures pouB. aureuq27,76 mg/L) par rapport a celleed'coli (6,94 mg/L). Le chargement
en Ag sur les textiles est donc supérieur a la @bH deux bactéries. Le PET-CTR10-Ag
démontre une efficacité antibactérienne importaotéreS. aureusetE. coli. L'action de I'Ag
sur E. coli semble plus rapide que sBr aureugpar contre on ne constate pas de différence
significative avec le PET-CTR/CD-Ag.
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Figure 57. Nombre de bactéries viables en fonctauntemps sur les textiles chargés
par I'Ag avecS. aureus CIP224 @) etE. coli, K12 @). C. Bilan des résultats en réduction
bactérienne sur les échantillons imprégnés par I'Agrés 24 heures suB. aureuset E.
coli. L'absence d'histogramme traduit une absence daité.

Afin d'expliquer la différence de vitesse d'actvite I'Ag suiS. aureusetE. coli, cette
méme évaluation a été réalisée avec des solutihiy dans le but de s'affranchir de
l'influence possible du textile. Les résultats sdohnés dans la Figure 58. On observe les
mémes profils de réduction bactérienne que ceurnoist avec les textiles. Ces résultats
indiquent donc que I'Ag réagit de facon différeate S. aureuset E. coli. Ceci peut étre
expliqué par les différences structurelles de lanbmane de ces bactéries. En efftaureus
est une bactérie Gram+ alors Kuctoli est une bactérie Gram-. Or la structure de ceg deu
types de bactéries differe notamment par I'épaisdeda couche de peptidoglycane qui est
plus épaisse chez les bactéries Gram+. Il estldesgiie dans ce cas, I'Ag nécessite plus de
temps pour traverser la paroi bactérienne.
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Figure 58. Cinétique de réduction bactérienne s8r aureus CIP224 @A) et E. coli,
K12 B) avec une solution de sulfate d'argent a 5g/L.

4. Conclusion de la premiere partie

La fonctionnalisation du CHT par la Gpn permet tdolr un systeme présentant
uniquement des fonctions amines en surface doohdage globale est positive alors que
l'utilisation de CTR en concentrations variablesnpet d'obtenir un systeme chargé soit
positivement par la présence majoritaire de fonstioamines ([CTRJ1%yy) Soit
négativement par la présence majoritaire de fonstaarboxyliques ([CTR]> 1%). Le taux
de chargement de I'Ag ou de l'iode est ainsi dépeinde la charge globale a la surface du
textile. Le PET-CTR1 permet de charger préféreetieént des especes anioniques comme
l'iode et le PET-CTR10, chargé négativement, petlmathargement préférentiel d'espéeces
cationiques comme I'Ag.

L'Ag rapporte une efficacité antibactérienne imaoté contreS. aureuset E. coli. |l
est actif a une concentration plus faible que diel montre également un effet bactéricide
plus rapide. L'Ag semble, cependant, agir plusdepient sur les bactéries Gram-, contine
coli que sur les bactéries Gram+, comg&eaureus Ceci devrait bien sOr étre confirmé sur
d'autres bactéries. L'Ag représente donc un bondidain pour conférer, au PET
fonctionnalisé, une activité antibactérienne.

Cependant, I'Ag présente une toxicité vis-a-vis clules (taux de vitalité nul sur les
textiles activés par I'Ag, résultats non montrégpplication de ce systéme, tel quel, sur une
plaie pourrait provoquer une réponse inflammatainportante au niveau des tissus sains
voire méme prolonger le temps de guérison. C'esdi$®n pour laguelle un systeme PEM a
été construit sur ces textiles, dans le but dedima libération de I'Ag par diffusion hors du
dispositif.
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Dans un premier temps, la construction du systeEM a d'abord été optimisée sur le
PET-Gpn qui présente l'avantage de porter uniquedescharges cationiques; il représente
donc un systeme plus simple que le PET-CTR/CHT tmmharge varie en fonction de la
concentration en CTR. Dans un second temps, usejie la construction du systeme PEM a

éte optimisée, celui-ci a été construit sur le RETIR10-Ag.

Partie 2: Construction du systeme polyélectrolyte miticouche

La construction du systeme PEM est basée sur lnadétdécrite par A. Martiat al.
utilisant un polymeére de cyclodextrine comme” REle chitosane comme PH.e but est
d'apporter un effet barriere pour limiter la diffus de 'Ag cytotoxique mais également
d’apporter une activité thérapeutique supplémentair textile par le biais du systéme PEM
chargé par un principe actif (antibactérien, amngaig ou pro-cicatrisant,...). La Chx a été
choisie pour son efficacité antibactérienne et cenprincipe actif de choix dans certains
pansements.

Pour cela, une étude préalable a été realiséés stoix du polyCD (en fonction de la
CD polymériséepCD, yCD, MeCD,...) a utiliser dans la construction du éys¢ PEM. Le
but est de choisir le polyCD capable de solubillagplus grande quantité de Chx pour qu'il
soit ensuite utilisé pour la construction du syséPEM. La construction du systéme PEM
sur le PET-Gpn a ensuite été réalisée avec le ly€finit puis la Chx a été chargée sur le

systeme PEM.
1. Optimisation de la construction du systéme PEM

a. Choix du polymére de cyclodextrine

L'étude de la solubilité de la Chx a été établie lparéalisation d'un diagramme de
solubilité (Higuchi et Connors, 196%) afin de déterminer le polyCD capable de solubilis
le mieux ce principe actif lipophile. Le polyCD aeainsi utilisé dans la construction du

systeme PEM.

Le diagramme de solubilité présenté sur la Fig@en®ntre la concentration en Chx
solubilisée en fonction de la concentration en Cep polyCD. La solubilité de la Chx dans
'eau passe de 76,4 pg/mL en l'absence de CD agl@lmen présence de 100 mg/mL de
polyCTR-HRBCD ou de polyCTR-MgCD (augmentation de la solubilité d'un facteur 210
environ) alors qu'elle n'est que de 3,73 et 6,68nrhgpour 'HBCD et la MeCD non

polymérisées respectivement (augmentation de tdb#ioé d'un facteur 49 et 88).

97



Chapitre lll: Résultats

L'amélioration de la solubilité de la Chx avec IB Geule correspond a la capacité
intrinséque de solubilisation de la CD. La difféarerde solubilité de la Chx entre le polymeére
de CD et la CD seule s'explique par la participatiac CTR dans la solubilisation de la Chx.
La solubilisation de la Chx par le CTR s'expliqu pn échange ionique entre les fonctions
carboxyliqgues du CTR et les fonctions guanidinetadehx. En tenant compte de la solubilité
de la Chx avec le polymere de CD ou avec la CDesdelpolymére de MeCD est donc le
plus efficace pour solubiliser la Chx en solutigueuse.

En tenant compte de la solubilité de la Chx avepdigmere de CD ou avec la CD
seule, le polymere de MeCD est donc le plus eféicaour solubiliser la Chx en solution

aqueuse.
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Figure 59. Diagramme de solubilité de la Chx en fdion de la concentration en

CD native ou du polymére de CD associé aprés undé sous agitation a 180 rpm a
température ambiante.

Tableau 8. Solubilité de la Chx en fonction de 1&DGt du polyCD a 100 mg/mL.

Solubilité de la Chx, mg/mL
CD a 100 mg/mL | polyCD & 100 mg/mlL
Me-p-CD 6,7 17
HP-B-CD 3,7 17
y-CD 0,2 9,6
0,3 (& 20 mg/mL) 6
HP-y-CD 0,2 1,7
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D'apres les résultats obtenus avec le diagramnsoldéilité de la Chx, on constate
gue la présence du CTR dans la structure du polyCDRoermet d'améliorer fortement la
solubilité de la Chx. C'est pour cette raison qaesblubilisation de la Chx par la
maltodextrine (MD) ou le polymére de maltodextrifplyCTR-MD) a été realisée pour
evaluer le role de la CD dans la solubilisationad€hx. Cependant la solubilisation de la Chx
par la MD ou le polyMD n'a pu étre évaluée qu'ades concentrations inférieures a 20
mg/mL de MD ou polyMD. A cette concentration, ldydD solubilise 10 fois moins de Chx

gue le polyCTR-MBCD a la méme concentration.

b. Chargement de la chlorhexidine sur les textiles

Afin de charger la Chx sur le systeme PEM, dewewvaint été évaluées a savoir
l'imprégnation du systeme PEM dans une solutiorChe (0,4 mg/mL avec un rapport de
bain de 5 mL/échantillon, @ 11 mm) ou bien l'uéitisn d'une solution de polyCTR-BMED
pré-complexé avec la Chx. Les concentrations ob®ipbur obtenir le complexe polyCTR-
MeBCD/Chx ont été fixées par rapport aux résultatemid dans le diagramme de solubilité
de la Chx (35 mg/mL de polyCTR-MED et 10 mg/mL de Chx).

Tout d'abord, il a donc été nécessaire d'étudieotstruction du systéme PEM avec le
complexe polyCTR-MBCD-Chx par rapport au polyCTR-MED seul. Pour cela, I'étude a
été réalisée sur un systeme PEM de 1,5 paires ulghes seulement afin de confirmer les
résultats obtenus par A. Martin lors de ses tradmithés®.

Le choix de ce systeme a 3 monocouches permet gamel'évaluer le dépbt d'une
seule couche de polyCTR-MED et d'autre part d'évaluer l'influence du comelprlyCTR-
MeBCD-Chx sur linteraction avec les couches inféesuet supérieures (Figure 60). Ce
systeme étant ensuite répété dans la construaic@ysteme PEM, les différences qui seront

observées seront répétées avec un systeme PEMuw&wlst 10,5 paires de couches.

[ CHT | 1 paire de couches
olyMeCD répétée jusqu'a 10,5
poly paires de couches

l n=10,5 paires de couches

I cHT |
olyMeCD
R A

La suite de la construction du ~
systeme PEM fait intervenir les
mémes interfaces
(CHT/polyMeCD)

n=1 paire de couches

" ogeco  t
olyMeCD

Figure 60. La construction du systeme PEM fait imtenir l'interaction polyCTR-
MepCD/CHT répétée n fois en fonction du nombre n deinea de couches souhaitées.
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La Figure 61.A. montre ainsi les gains de massésalar construction d'un systeme
PEM constitué de 1,5 paires de couches avec leleampolyCTR-M@CD-Chx ou non.

On remarque que le gain de masse pour un systeiecBistruit avec le polyCTR-
MeBCD non pré-complexé (1,83%est 1,5 fois plus élevé qu'avec le polyCTRB® pré-
complexé (1,25%).

La Figure 61. B. montre la quantité de fonctionoayliques présentes sur le textile
apres dép6t du systeme PEM comprenant 1,5 pairesudines. Les résultats rapportent une
guantité de 67 umol de fonctions carboxyliqueslswsysteme PEM ayant été construit avec
le polyCTR-M&CD seul alors que la quantité de fonctions carbgugs est de 32 pmol sur
le systeme PEM utilisant le complexe polyCTRA@®-Chx. L'utilisation d'un complexe

préformé de polyCD avec la Chx altére donc la gooibn du PEM et l'intégration du

polyCD dans le systeme PEM.

PET-CHT-IPEM1,5 PET-CHT-IPEM1,5 PET-CHT-PEM1,5 PET-CHT-PEM1,5cpxe
cpxe
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Figure 61. A. Gain de masse des textiles aprésdastruction d'un systeme PEM de
1,5 paire de couches en fonction de limprégnatiatans une solution du complexe
polyCTR-MgCD-Chx (cpxe) ou non. Test t de Student, p<0,5.

B. Quantification des groupements carboxyliques slas systemes PEM de 1,5

paires de couches en fonction de l'imprégnation @gaaone solution de polyCTR-M¥D
pré-complexée (cpxe) ou non.

Le dosage de la quantité totale de Chx présentke daxtile a ensuite été realisé afin
de vérifier la quantité en Chx encore présentesaf@econstruction du systtme PEM. Les
résultats montrent une quantité de Chx 39 fois physortante sur le systeme PEM construit

avec le polyCTR-MBCD puis imprégné dans une solution de Chx (93,97pagrapport au
systeme PEM construit avec le complexe polyCTRBUR.

100



Chapitre lll: Résultats
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Quantité de Chx sur le textile

Figure 62. Quantification de la Chx totale sur lesystémes PEM de 1,5 paire de
couches construit avec le polyCTR-€D pré-complexé avec la Chx (cpxe) ou imprégné
dans une solution de Chx (0,4 mg/mL) apres constioc du systeme PEM (impr).

Au vu de I'ensemble de ces résultats, le chargempanta Chx sera donc effectué
apres la construction du systeme PEM afin de pérenghe construction optimale du systeme

PEM et permettre le chargement maximal en Chx.
2. Construction du systeme polyélectrolyte multicouche

a. Construction par gravimétrie

L'évolution de la construction du systeme PEM emcfion du nombre de paire de
couches est présentée sur la Figure 63. La premidxgche correspondant a la
fonctionnalisation du PET par le CHT réticulé paQpn correspond donc a une monocouche
(n=0,5) dont le gain de masse est de 1%. Le gamatse évolue suivant deux phases, l'une
correspondant a une faible augmentation du gamatse entre 0 et 3,5 paires de couches, la
seconde décrivant une évolution importante et ireéau-dela de 3,5 paires de couches
(r2=0,9946 entre 3,5 et 10,5 paires de couchegjarfir de 3,5 paires de couches, le gain de
masse moyen entre deux paires de couches est gdd a%remiére phase dans I'évolution du
gain de masse peut s'expliquer par une densitdéefahb charge au démarrage de la
construction. Le phénoméne de surcompensation lteges, déja démontré par A. Martin,
permet ensuite une évolution linéaire du gain desmapres la construction de 3,5 paires de

couches.
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Figure 63. Evolution du gain de masse en fonction dombre de paires de couches
sur le PET-Gpn/CHT.

b. Amélioration de la stabilité du systéme polyélelgte multicouche

Lors de travaux précédents réalisés par A. Mantire, dégradation rapide du systeme
PEM apres 6 heures dans une solution de PBS dseévee. Afin d'améliorer la stabilité du
systeme PEM, deux voies sont alors possible. Ldéje étudiée par A. Martin, correspond a
la réticulation du systéme PEM, aprés sa constmctiar la Gpn. Les résultats n'étant pas
concluants, une seconde voie a été envisagéeaseaapr un traitement thermique, un recuit,
qui est réalisé sur le systeme PEM apres sa catistiu

Aussi, afin d'évaluer I'efficacité du recuit, usttele dégradation dans le PBS dont les
résultats sont présentés sur la Figure 64 a étisédédes résultats représentent la masse
restante en pourcentage en fonction du temps guague échantillon. Les systemes PEM
construits sur le PET-Gpn seront dénommeés PEMnalenombre de paires de couches.

Aucune dégradation significative n'a été obserugeles échantillons PET et PET-
Gpn apres 5 semaines, ce qui confirme la staldiitéPET et celle de la couche de CHT
réticulé par la Gpn dans ce milieu. En revanchecaomstate que les systemes PEM non
recuits subissent une dégradation rapide et impiaria@pres 3 jours de séjour dans la solution

de PBS. La dégradation se stabilise ensuite apj@sS correspondant a la dégradation de la
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guasi-totalité du systeme PEM au regard de laifnaacn masse du systéeme PEM. Ainsi, le
systeme PEM avec 5,5; 7,5 et 10,5 paires de coymregnt respectivement 1Q%d5%, et
20%, de sa masse, ce qui correspond a la totalité shérag PEMLes échantillons traités
par un recuit se dégradent nettement moins avetada&sde dégradation de 4,3%1%, et
4,5%;, pour les systemes PEM avec 5,5; 7,5 et 10,5 ra@gpeent.

Le traitement de recuit permet donc d'améliorefag®n significative la stabilité du
systeme PEM dans un milieu salin tamponné tel gurRBIS.
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Figure 64. Perte de masse (enYodes systéemes PEM5,5/7,5 et 10,5 recur¥ ¢u
non dans le PBS a 37°C a 80 rpm (11 mm de diametre3). Les zones colorées
représentent la fraction en masse {Jodu PET (vert) et du systeme PEM (rouge).
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c. Caractérisation physico-chimique

Un dosage des fonctions carboxyliques et aminég géélisé sur le systéme PEM afin
de mettre en évidence et quantifier la présendgHil et du polyCTR-MBCD sur le PET en

fonction du nombre de paire de couches.

. Quantification des fonctions carboxyliques

La Figure 65.A. montre la quantité de TBO adsorhdeles textiles en fonction d'un
nombre de paires de couches croissant. L'adsorphioiTBO sur les textiles comprend
l'interaction avec les groupements carboxylatesOQ® et la formation de complexe
dinclusion avec les CD comme cela a déja été déwtdh L'absence de fonctions
carboxyliques sur le PET et le PET-Gpn a été déréerdt on ne remarque pas de différence
significative entre les systemes PEM recuits et mecuits. La quantité de fonctions
carboxyliques sur les échantillons recouverts dsiesge PEM augmente avec le nombre de
paire de couches avec 0,6 pmol et 0,9 umol reseectint pour 5,5 et 7,5 paires de couches.
La quantité de fonctions carboxyliques est doncfdi$ plus importante avec 7,5 paires de
couches par rapport a 5,5 paires de couches. Deerf@&quantité de fonctions carboxyliques
est de 1,2 umol avec 10,5 paires de couches $uig plus qu'avec 5,5 paires de couches.

Ces résultats montrent que le polymére de CD sesdgéproportionnellement au
nombre de paire de couches avec environ 0,12 ped@OH par couche de polyCTR-
MeBCD déposée.

. Quantification des fonctions amines

Le dosage des fonctions amines est représenta@ sugure 65.B. Une quantité de 0,4
pmol d'amines est obtenue sur le PET-Gpn. On denétgalement que I'étape de recuit ne
modifie pas la quantité de fonctions amines suréohiantillon. Sur les systemes PEM, la
guantité de fonctions amines augmente avec le rodmpaires de couches avec un facteur
de 1,3 entre le PEM5,5 et le PEM10,5. L'étape dmiitreprovoque une diminution
significative d'un facteur 2 environ de la quantitamines libres présentes sur les textiles
recuits par rapport aux textiles non recuits. Lduction de la quantité d'amines aprés |'étape
de recuit peut s'expliquer par la consommationateimes dans la formation de liaison amide

ou par la diffusion difficile de I'AO a traversdgstéme PEM plus dense.
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Figure 65. Quantification des groupements carboxglies A) et amines B) sur le
PET-Gpn/CHT et les systetmes PEM avec un nombre d@gs de couches croissants
recuits ou non (n=3).

. Observation par microscopie électronique a balayage

L'observation de la surface des textiles recouwads systeme PEM avec un nombre
croissant de paires de couches (5,5; 7,5 et 1@5)nicrocopie électronique a balayage est
présentée sur la Figure 66. Les fibres du PET gisot d'apparence lisse, les interstices sont
vides et on remarque que certaines fibres sontdéggnt déformées et soudées entre elles, di
au procédé de fabrication du textile par calandideg fibres a chaud. Le PET-Gpn laisse
apparaitre la présence du polymére a la surfacéldes par une modification de I'apparence
des fibres qui sont moins lisses. Le polymere esfuelé au niveau des interstices comblés
partiellement par le polymére de CHT. Le nombrassant en paires de couches du systeme
PEM fait apparaitre de plus en plus I'aspect phgsieux de la surface des fibres. De plus les
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interstices sont de plus en plus comblés par legnemes jusqu'a leur obturation totale aprés
10,5 paires de couches. Les échantillons recuits dpparaitre un revétement polymérique
nervuré qui s'accentue avec un nombre de paireuehes croissant. L'apparition de ces
nervures peut s'expliquer par une fusion partigdligopolymére qui, en refroidissant, formerait
ces nervures. Le recuit fait également apparatireprésence de petites particules qui
deviennent plus nombreuses avec un nombre de meresuches croissant. La surface du
PEM10,5 R est recouverte a 80% de ces particulegrbkssissement plus important réalisé a
permis de révéler qu'il s'agit de cristaux. Unelys®apar EDX a révélée qu'il s'agit de
cristaux de sels et un rincage par de I'eau distdl permis de les éliminer totalement comme
le montre la Figure 67.

PEM5,5 R

Figure 66. Observation microscopique réalisée paEBl du PET, du PET-Gpn et
des systemes PEM avec un nombre de paires de cauninméssants recuits ou non.
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Figure 67. Observation réalisée par MEB du PEM10ES avant et apres rincage a
I'eau distillée.

3. Evaluation biologique

L'évaluation biologique réalisée par un test delié& sur les cellules L132 (Figure
68), permet d'évaluer la cytocompatibilité desétéhts systémes PEM (nombre de paires de

couches et recuit).

Le PET rapporte des taux de vitalité supérieurf% @ 3 et 6 jours de culture, ce qui
témoigne du caractére cytocompatible du PET. Cepentes taux de vitalité pour les
échantillons recouverts d'un systeme PEM présentesttaux de vitalité inférieurs a 70%
guel que soit le temps de culture, le nombre deepale couches et le traitement thermique.
On remarque également que le taux de vitalité dimiavec le nombre de paires de couches
croissant quel que soit le temps de culture atditetment thermique, de 54 a 21% et de 57 a
22% a 3 et 6 jours respectivement pour les échamgilnon recuits. De méme pour les
échantillons recuits, le taux de vitalité diminugakment avec le nombre de paires de
couches de 65 a 26% et 64 a 39% a 3 et 6 joursctdgpment. Une tendance se dégage de
ces résultats a savoir que les taux de vitalitdesiéchantillons recuits sont plus élevés par
rapport aux échantillons non recuits. Le traitemtyermique permet, comme nous l'avons
démontré précédemment, de diminuer de facon sigiiifie la dégradation du systéme PEM
et donc de diminuer significativement la libératida polymere dans le milieu de culture.
Cela permet d'écarter I'nypothése d'une concemtrédixique en polymeres dans le milieu de
culture. Au regard des résultats obtenus aveccleasndillons recuits, la diminution du taux de
vitalité avec un nombre croissant de paires delwsipeut s'expliquer par un effet de surface

(topographie de surface).
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Figure 68. Taux de vitalité des cellules L132 ensamées sur le PET et les systemes
PEM5,5/7,5 et 10,5 (15 mm de diametre) pendafBet 6 jours B) a 37°C.

4. Activation du systéme PEM par la chlorhexidine

a. Chargement de la chlorhexidine

Apres avoir construit le systeme PEM, il a été ghapar imprégnation dans une
solution de Chx a 0,4 mg/mL a raison de 5 mL paaatllon (& 11 mm). Une quantification
a ensuite été réalisée sur les textiles chargéséiadier l'influence du nombre de paires de
couches et du recuit sur le chargement de la Caxguantification de la Chx totale chargée
sur les systemes PEM a été réalisée par HPLC. Auttace de Chx n'est détectée sur les
textiles PET et PET-Gpn/CHT, ce qui indique querésence de polyCTR-MED, dans ce
cas, est indispensable pour permettre le chargedee@hx. En effet, la quantité totale en Chx
sur les systemes PEM augmente avec le nombre des gl couches. Une quantité en Chx 4
fois plus élevée est retrouvée sur le PEM10,5 papart au PEM5,5. En revanche, les
systemes PEM recuits ne permettent pas de chaigede 0,30 mg/cm?2 de Chx quel que soit
le nombre de paires de couches. Cela peut s'eepligar le traitement recuit qui rend le
systeme PEM plus dense, empéchant ainsi la difiud#ola Chx au sein du systéeme PEM. La
Chx diffuserait au niveau des couches les plus rfgjgdles uniquement, ce qui pourrait

expliquer la différence observée entre les échHansiinon recuits et recuits.
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La présence du polyCD, apporté par le systeme RIEMndispensable pour permettre
le chargement efficace de Chx sur le textile aamkgles résultats obtenus pour le PET et le
PET-Gpn/CHT.

1,6 5

Hnon recuits Hrecuits

Quantité en Chx totale, mg/cm?
o L
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1 1
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PETv PET-Gpn PEM5,5 PEM7,5 PEM10,5

Figure 69. Quantification de la Chx totale chargésur les systémes PEM en
fonction du nombre croissant en paires de couchg&$ (nm de diametre, n=3) par HPLC.

b. Cinétique de libération de la chlorhexidine

L'étude de la cinétique de libération de la Chxsdane solution tampon de PBS pH
7,4 a ensuite été réalisée afin d'évaluer l'infbeedu nombre de paires de couches et du
traitement thermique sur la cinétique de libération

L'analyse a été réalisée par HPLC afin de s'affiande I'absorbance parasite du
systeme PEM dans le dosage de la Chx. La FigurenGftre les résultats exprimés en
guantité de Chx libérée par échantillon (@ 11 m@r).constate que la quantité de Chx libérée
est plus importante avec un nombre de paires dehesicroissant. En effet, aprés 50 jours, la
guantité de Chx libérée est 1,5 fois plus élevag @ PEM10,5 par rapport au PEM5,5. En
revanche, pour les textiles recuits, la dose de IRiéxée aprés 50 jours est inversement 1,5
fois plus élevée pour le PEM5,5 R par rapport aMPES R. Les doses libérées sont plus
élevées avec les systemes PEM non recuits.
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La Figure 71 présente les résultats exprimant Entjieé de Chx totale libérée par
rapport a la quantité totale de Chx chargée avadtdtion. On constate que la libération de la
Chx est plus lente pour les systemes PEM contenmanhombre croissant de paires de
couches. En effet, que les échantillons soieftesau non par le recuit, apres 10 jours de
libération 70%, 43% et 30% de la Chx est libéréar pos systemes PEM5,5/ 7,5 et 10,5 non
recuits et 60%, 32% et 14% pour les systemes eec@jirés une quarantaine de jours de
libération, seuls les systemes PEM avec 5,5 pdeauches atteignent un plateau.

Le nombre de paires de couches permet de proldaddxération de la Chx que les
échantillons soient recuits ou non et il permetiggant de libérer des quantités plus
importantes en Chx pour les systémes PEM non secué recuit permet, également, de

prolonger de facon significative le temps de liltiérade la Chx.
0,87 *¢PEM5,5 = PEM7,5 A PEM10,5
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Figure 70. Quantité totale de Chx libérée en forami du temps pour les systemes
PEMS5,5/7,5 et 10,5 non recuits)(et recuits ¢).
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Figure 71. Quantité totale de Chx libérée en pountage de la quantité totale
chargée en fonction du temps pour les systemes PENES et 10,5 non recuitsA() et
recuits @).
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c. Evaluation microbiologigue

Un test de diffusion basé sur le principe d'unbaogjramme a été réalisé afin d'évaluer
la durée d'efficacité antibactérienne des systdPifd chargés par la Chx.
La Figure 72 montre les zones d'inhibition qui ét& obtenues, aprés 24 heures a

37°C autour des puits contenant le milieu de litiéna

Figure 72. Photographie des zones d'inhibition ohtees apres le dépét de 50 pL du
milieu de libération dans des puits réalisés sureugélose MHA ensemencée p@r aureus
(24 heures d'incubation a 37°C).

La Figure 73. A. montre les diametres de la zomehithition obtenus pour les
systemes PEM non recuits chargés par la Chx. Lar&igl. B. montre les résultats obtenus
avec les systemes PEM recuits et chargés par la Cbxme le montre la Figure 72, le
diametre des puits dans lesquels ont été dépasgsdievements est de 6 mm et définit ainsi
la limite de détection pour ce test. Sur la Figde rapportant le diametre de la zone
d'inhibition pour les systemes PEM chargés par Ha, @ne zone d'inhibition est observée
guel que soit le nombre de paires de couches,clgtret le temps de libération. Seul les
textiles PEM5,5 montrent une zone d'inhibition msignificative aprés 50 jours de libération.
Cela indique que la quantité en Chx sur ce systeElM est épuisée au bout de 50 jours. Ceci
peut s'expliquer par I'épuisement de cet échantiio Chx, confirmé sur la Figure 70.

Le chargement de la Chx sur le systeme PEM permethéhirger une quantité

suffisante permettant d'observer une activité aotiérienne jusqu'a 50 jours.
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Figure 73. Mesure du diamétre de la zone d'inhiloiti sur S. aureus(CIP224) pour
les systemes PEM5,5/ 7,5 et 10,5 recuit$ ¢u non B) (diametre du puits-dépot de 6 mm,
n=3).

La capacité du systtme PEM a charger un principié lgmophile tel que la Chx
augmente avec un nombre de paires de couchesarrbigsur un systeme non recuit. La

guantité en Chx chargée sur un systeme PEM retst pas influencée par le nombre de
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paires de couches mais la libération est prolopgéeapport a un méme systéme non recuit.
L'efficacité antibactérienne des systemes PEM dsapgr la Chx a été démontrée jusqu'a 51
jours de libération.

L'étude de la construction du systeme PEM, songemaent par un principe actif
lipophile antibactérien, le suivi de la cinétique libération de ce principe actif et enfin son

efficacité antibactérienne ont été démontrés.
5. Conclusion de la seconde partie

Dans cette partie, nous avons démontré que le palyleBCD est le plus efficace
pour solubiliser la Chx grace aux propriétés isgnues de la MeCD et également a la
présence du CTR dans le polyCD. Concernant la rdétide chargement du principe actif,
nous avons confirmé les résultats obtenus aveawtra principe actif par A. Martin dans ses
travaux de thése, a savoir que la construction ydtesie PEM est plus efficace avec le
polyCD non pré-complexeé.

De méme, nous confirmons la construction linéairesgsteme PEM, comme l'avait
déja démontré A. Martin sur un autre support, chaefte fois ci positivement. Le probléme
de stabilité du systeme PEM qui s'est égalemerd loos des travaux d'A. Martin, est résolu
par le recuit a 140°C pendant 1h45 comme le molféwaluation de la dégradation du
systeme PEM dans le PBS. En effet, les systémes miMecuits sont totalement dégradés
apres 3 jours alors que ceux recuits montrent égeadation de moins de 5% aprés 35 jours.

La cytocompatibilité des supports, évalués patdex de vitalité, rapportent des taux
inférieurs a 60%. Cependant, I'évaluation biologigéalisée sur les polymeéres utilisés ne
montre pas de toxicité.

La quantification des fonctions carboxyliques, apfpes par le polyCTR-MD,
montre un dépoét proportionnel du polyCTRMGD en fonction du nombre de paires de
couches gue les échantillons soient recuits ou berthargement de la Chx, est corrélé avec
les résultats obtenus pour les systemes PEM naritgecar la quantité de Chx chargée
augmente proportionnellement avec le nombre degdie couches. Le chargement de la Chx
sur les systemes PEM recuits est indépendant dibneode paires de couches et est constant
sur ces différents systemes.

Les doses de Chx libérées augmentent avec le notebpaires de couches pour les
systemes PEM non recuits et diminuent avec le nendar paires de couches pour les

systemes PEM recuits. La libération de la Chx esicdorolongée pour les systemes PEM
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recuits malgré des quantités en Chx plus faihlesas systemes. De plus, la quantité de Chx
totale libérée apres 50 jours est plus importamter ges systemes PEM non recuits par
rapport aux systémes recuits. Le recuit permet dtenprolonger la libération de la Chx en
régulant sa libération.

L'évaluation microbiologique réalisée démontrditetité antibactérienne du systéeme
PEM sur 50 jours. Pour les systtmes PEM non rededsdiametres de la zone d'inhibition
semblent diminuer progressivement en fonction dopgealors que pour les systemes PEM
recuits, les diameétres semblent relativement stable fonction du temps. Ces résultats

confirment ceux obtenus pour la cinétique de libénade la Chx.
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Partie 3 : Construction d'un systeme PEM sur le PEJCTR10-Aqg

1. Comparaison de la construction du systeme PEM avée PET-CTR10

Nous avons démontré qu'il était possible de comstta systeme PEM sur le PET-
Gpn0,1. Dans cette partie, nous avons étudié lataarion du systeme PEM sur le PET-
CTR10 afin de vérifier que la construction de ceise réalise de la méme facon.

On constate que les gains de masse évoluent dérteerfacon pour le PET-CTR10
par rapport au PET-Gpn0,1 en fonction du nombrepaiees de couches. La différence
observée des 0,5 paires de couches correspondpaséade masse du textile lors de sa
fonctionnalisation a savoir 6% et 1%, pour le PET-CTR10 et le PET-GpnO,1
respectivement. L'écart de gain de masse entrderestextiles reste le méme aprés le dépot
de chaque paire de couches; ce qui indique quenstreiction du systeme PEM évolue de la

méme facon sur ces deux textiles.
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Figure 74. Evolution du gain de masse en fonction dombre de paires de couches
sur le PET-CTR10 et le PET-GpnO,1.
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2. Construction d'un systeme PEM sur le PET-CTR10-Ag

Nous rappelons que la construction du systéme P&EMesPET-CTR10 chargé par
I'Ag a pour objectif de limiter la libération d&\d hors du dispositif. Pour cela le systéme

PEM est construit directement au-dessus du PET-OIRLlcomme le montre la Figure 75.

© NHg' NH

Construction du
systeme PEM

» (EOO' ?OO' ?OO'
poIIyMeCD

P

Dépot de Coo- COO  COO
10,5 paires He  NH
de couches N °

Ag* Ag* Ag* Hs* Ag*
o]0k

Figure 75. Principe de la construction du systemeN sur le PET-CTR10-Ag.

Nous avons démontré que la construction du systeEM se realise de la méme
facon sur le PET fonctionnalisé par le CHT aveGfmn ou le CTR. Dans cette étude, nous
avons voulu vérifier si la présence d'Ag sur letitexnfluence la construction du systéme
PEM. La construction d'un systtme PEM sur le PEROJFAg a donc été réalisée en
comparaison avec le PET-CTR10 afin d'évaluer ligriice de l'activation par I'Ag sur la
construction du systeme PEM.

On remarque que la présence d'Ag sur le textiletfomnalisé (Ag considéré comme
une monocouche) ne montre pas de différence sigtife dans I'évolution du gain de masse

au regard de celle du PET fonctionnalisé sans Ag.
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3. Evolution de la construction
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Figure 76. Evolution du gain de masse en fonction dombre de paire de couches
sur le PET-CTR10 chargé ou non avec I'Ag. L'évolati du gain de masse sur le PET-Gpn
est représentée en comparaison en rose (PEM10,5).

4. Evaluation de la stabilité du systéme PEM

L'étude de la dégradation a ensuite été réalisékesisystemes PEM chargés par I'Ag
afin d'évaluer l'influence de la présence d'Aglaustabilité du systeme PEM. Les résultats
sont présentés dans la Figure 77.

On constate que la dégradation en fonction du teawes le systéme PEM sur le PET-
CTR10 est semblable a celle obtenue précédemmestlavsysteme PEM construit sur le
PET-Gpn. La présence d'Ag sur le PET-CTR10 montre dégradation légerement plus
importante du systeme PEM avec une dégradatiorextilet de plus de 20% Cependant,
comme cela a été démontré précédemment, le rexidree la stabilisation du systeme PEM
et aucune différence significative n'est obserwédas dégradation du systéme PEM avec ou
sans Ag.

La présence d'Ag sur les textiles augmente légarela@égradation du systeme PEM
lorsqu'il est non recuit mais ne modifie pas defasignificative la dégradation dans les cas

des textiles recuits.
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Figure 77. Perte de masse (en,Y%du systeme PEM10,5 construit sur le PET-
CTR10 avecR)ou sans AgA) recuits R) ou non, dans le PBS a 37°C a 80 rpm (11 mm de
diametre, n=3). Les zones colorées représenteritdation en masse (%) du PET (vert) et
du systeme PEM (rouge).

5. Quantification de I'Ag

La quantification de I'Ag sur les textiles a da#té réalisée apres la construction du
systeme PEM (Figure 78. A.).

On constate que la quantité d'Ag sur les textH&S-CTR10-Ag est 20 fois plus
importante par rapport aux textiles avec le systBfEB. Cela signifie que la construction du
systeme PEM sur les échantillons chargés en Agopree une perte importante de la quantité
d'Ag.
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La quantification de I'Ag libérée dans un milieuldb&ration aqueux a été réalisée afin
d'évaluer la capacité du systeme PEM a limiteibiération de I'Ag hors du systeme.

Les résultats sont présentés dans la Figure 7BaBnéthode de quantification d'Ag
sur les textiles étant destructive, les mémes éitloais n'ont pu étre réutilisés pour la
guantification de I'Ag apres libération. C'estdsson pour laquelle la quantification de I'Ag a
été réalisée sur les milieux de libération. On tatesque la quantité d'Ag libérée sur le
systeme PEM recuit ou non recuit est identique.guantité d'Ag libérée pour le textile
CTR10-Ag est 8,6 fois plus élevée par rapport axtiles avec le systeme PEM. Au regard
de la quantité d'Ag chargée 1,8% de I'Ag est lilp@rer le textile CTR10-Ag alors que pour
les textiles avec le systeme PEM, 4,5% de la quéadthg chargée est libérée.
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Figure 78. A. Quantification de I'Ag chargé sur legextiles (11 mm de diameétre,
n=3). B. Quantification de I'Ag libéré dans le mdu de libération apres 24 heures a 37°C
sous agitation a 80 rpm.

6. Evaluation microbiologique

L'évaluation de I'efficacité antibactérienne dedilies chargés d'Ag et recouverts par
un systeme PEM a été réalisée afin d'évalueruémite du systeme PEM sur l'efficacité
antibactérienne.

Cette évaluation, menée par un testkilletime sur les textiles avant (JO) et aprés 3
jours (J3) de libération dans une solution de RE&$ présenté sur la Figure 79. Les témoins
sans Ag présentent une réduction bactérienne & J) de 0,5 et de 3 Legpour le PET-
CTR10, le PET-CTR10-PEM et le PET-CTR10-PEM R retipement. Cette réduction
bactérienne peut s'expliquer par un effet de seartica la présence de fonctions acides sur le
PET-CHT et les systemes PEM. En effet, apres 3sjder libération dans une solution de

PBS, on remarque que cette activité antibactérierapparait plus pour ces échantillons. La
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solution de PBS exercerait un effet neutralisamtles fonctions acides. En revanche, on
remarque que la réduction bactérienne a JO su&deantillons chargés d'Ag présentent une
réduction de 1,5; 3,7 et 0,5 Lpgoour le PET-CTR10-Ag, le PET-CTR10-Ag-PEM et le
PET-CTR10-Ag-PEM R respectivement par rapport aémadins correspondant sans Ag.
L'activité antibactérienne des textiles a J3 egmiBcativement maintenue pour les
échantillons avec I'Ag, méme aprés le passage WafBS. Les résultats obtenus a J3
témoignent de l'efficacité de I'Ag sur les systérR&M recuits ou non. Aucune différence
significative n'étant observée entre le PET-CTR0-&t le PET-CTR10-Ag-PEM, cela
signifie que le systeme PEM n'altére pas I'effigade I'Ag chargé sur PET fonctionnalisé.

Le dép6t d'un systeme PEM sur le PET-CHT-Ag n'mrilce pas l'efficacité
antibactérienne de I'Ag cont& aureus

Log,o UFC/mL

Figure 79. Nombre de bactéries viables 8eaureus CIP224 avant et apres 3 jours
de libération des textiles dans le PBS.

Un test de diffusion a été ensuite réalisé afimaliéer I'activité de I'Ag hors du textile.
Ce test permet donc d'évaluer la capacité du systerimiter la libération d'Ag hors du
systeme.

On constate une nouvelle fois que le support PERIDN présente un cercle
d'inhibition qui s'explique par l'acidité du suppqui diffuse dans la gélose. En effet, aprés un
passage dans le PBS pendant 3 jours, la neutiatisdd |'acidité par les sels présents dans le

PBS permet d'éliminer cette activité intrinseque ldmrobage. Cependant, une zone
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d'inhibition est observée sur les échantillons RHR10-Ag ayant subi un passage de 3 jours
dans le PBS. Ceci montre l'activité de I'Ag présemtles textiles, méme aprés 3 jours dans le
PBS. De plus, on constate que les textiles chaggéAg et enrobés d'un systeme PEM ne
montrent pas de zone d'inhibition importante p@peoat au PET-CTR10-Ag et aux textiles
témoins sans Ag. Ceci indiquerait donc que la ditfn efficace de I'Ag est réduite pour les

textiles recouverts par le systeme PEM.
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Figure 80. Diametre de la zone d'inhibition obsera&itour des textiles (11 mm de
diametre) avant et apres libération pendant 3 joulans le PBS a 37 °C sous agitation a 80
rpm.

Conclusion de la troisieme partie

La présence d'Ag sur le PET-CTR10 n'influencelgaslution de la construction du
systeme PEM par rapport au textile sans Ag. Ceperidadégradation du systtme PEM est
plus importante apres 2 jours pour les systemesemrits avec I'Ag par rapport aux textiles
sans Ag. Le recuit permet, cependant, de stabilegrsystemes PEM avec des résultats
identigues a ceux obtenus sur le systtme PEM ainstvec le PET-Gpn. De plus la
construction du systeme PEM au-dessus du PET-CPAglOmontre une activité
antibactérienne de I'Ag identiqgue au PET-CTR10-Agj,sce qui indique que le systéme PEM
n'inhibe pas l'activité antibactérienne. On comstapendant que la construction du systéme
PEM cause une perte importante de I'Ag chargé esUPHT-CTR10. Cette différence ne

permet pas de conclure sur I'efficacité du systeeR pour limiter la libération de I'Ag.
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Fonctionnalisation du PET par le chitosane

1. Reéticulation par l'acide citrique ou la génipine

L'utilisation des deux agents réticulants présehi@cun son intérét; le CTR engage
une réaction rapide qui nécessite une quinzaineidates et la Gpn implique une réaction
gui ne nécessite aucun apport d'énergie. Commeénwuirait Butler dans ses travaux, sur
I'étude de la réticulation du CHT par la Ghra réaction de réticulation fait intervenir deux
meécanismes réactionnels que nous avons mis ennéeiger spectroscopie UV/Vis (Figure
48). Ces deux réactions qui interviennent sur u@enenmolécule de Gpn conduisent a la
formation de liaisons de la Gpn avec deux fonctiamsnes, indispensables pour obtenir la
réticulation du CHT. L'absence de gain de masserwvbs avec le CHT a 1%et la Gpn a
0,1%m,, entre le début de la réaction et 24 heures gpeat s'expliquer par une réticulation
insuffisante du CHT rendant I'enrobage fragile.effet, les solutions de rincage, obtenues au
soxhlet, se sont colorées en bleu pour ces écloastilCeci signifie donc que la réaction de
réticulation a bien eu lieu, par l'observation @'woloration bleue sur les textiles avant
lavage, mais insuffisant pour permettre un enrobagH#isamment résistant pour étre
maintenu sur les textiles apres lavage.

La réticulation du CHT par le CTR permet d'obtemirsysteme modulable par rapport
a la nature et la densité des charges présengesuaface du textile. Lorsque les résultats de
la Figure 46 sont repris, comme le montre la Figdteon peut ainsi délimiter 3 zones en
fonction de la concentration en CTR:

-entre 0 et 1% en CTR: la quantité de CTR est suffisante poumetire I'enrobage
du CHT mais d'aprés le Rm, les fonctions aminesd sanexces par rapport aux fonctions
carboxyliques. D'ou la présence majoritaire de tions amines.

-entre 1 et 5% en CTR: Il s'agit d'une zone de transition. Le BRmverse avec un
exces de fonctions carboxyliques par rapport aumctfions amines dans la solution
d'imprégnation. Ce qui explique l'augmentation alguantité de fonctions carboxyliques sur
les textiles. La concentration de % explique par le fait que toutes les fonctionsnas ont
réagi avec le CTR. Cependant il est possible quaines fonctions carboxyliques du CTR
soient encore réactives (a savoir 2 fonctions esir3 du CTR) dles a leur large excés par
rapport aux fonctions amines, et qu'elles réagisségur tour sur les groupements hydroxyles
du CHT.

-entre 5 et 10% La quantité de fonctions carboxyliques qui augaexexplique par

la réaction du CTR sur les groupements hydroxybees du CHT.
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Figure 81. Quantité de groupements amines et ackle le PET-CTR/CHT en
fonction de la concentration en CTR dans la solutia'imprégnation. La concentration en
CHT est fixée a 2,5%y et le temps de réaction a 15 minutes.

La réaction du CTR se ferait donc exclusivementdes fonctions amines du CHT
puis, une fois que celles-ci ont réagi, les grougs hydroxyles réagiraient a leur tour avec
le CTR. Cela a pu étre démontré sur une étudel@larakalisée sur le polypropylene par
spectroscopie infraroug€&igure 85, en Annexe).

Le Rm dans la solution d'imprégnation avec une eotmation en Gpn de 0,5% et
CHT a 2,5%v est de 0,1739. Une concentration en CTR de @y2%erait donc nécessaire
pour obtenir le méme Rm de 0,1739 dans la solutiomprégnation. Or on constate que seule
une concentration en CTR supérieure a 8% permis d'obtenir un gain de masse
significatif dont la valeur est de 0,92%lors qu' une concentration en Gpn de @,5%
permis d'obtenir un gain de masse de 1,4E#n effet en-dessous d'une concentration en CTR
de 0,5%, dans la solution dimprégnation, la masse du PETpas augmenté de facon
significative. Avec un méme Rm, la Gpn est doncs @ificace pour fonctionnaliser le PET

avec le CHT.
2. Toxicité de la génipine

Concernant la forte toxicité de la Gpn rapportéesdia Figure 54, les résultats de
viabilité obtenus sur le polymére de Gpn/CHT (Fegb#) et de vitalité sur le textile PET-
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Gpn/CHT (Figure 55) rapportent la cytocompatibitité revétement polymérique sur le textile
et en solution. Ces résultats indiquent donc qudidation de la Gpn ne représente pas un
risque de toxicité pour les cellules une fois réagvec le CHT. La difféerence de

cytocompatibilité entre le Gpn seule et réticulég@ique par le fait que son implication dans
le polymere réticulé de CHT la rend inactive sgrdellules du fait de la formation de liaisons
covalentes avec les fonctions amines du CHT. Leti@atotale de la Gpn a été vérifiée avec
les eaux de lavage qui n'ont pas montré d'apparitie coloration lorsqu'elles ont été

meélangées avec une solution de CHT.
3. Intérét de la fonctionnalisation par le chitosane

Lorsque l'on compare les résultats de vitalité mimesur le PET fonctionnalisé par le
polyCD et les PET fonctionnalisés par le CHT, ihbkde que, pour une application en tant que
pansement, l'utilisation du CHT semble appropriee.effet, I'application cutanée d'un tel
dispositif est plus justifiée vis-a-vis d'une répennflammatoire qui serait provoquée avec le
PET-CTR/CD. Compte tenu du renouvélement et desitdéfaibles des liquides
physiologiques au niveau d'une plaie par rappame application du PET-CTR/CD en tant
que prothése vasculaifecomme cela a déja été étudié, I'utilisation durGemble donc plus

appropriée.
4. Activité antibactérienne de l'argent et de l'iode

La réduction bactérienne identique, a 24 heureseroe sur le PET-CTR10-Ag avec
S. aureusetE. colidémontre que la quantité d'Ag sur les textileseftsante et au-dessus de
la CMI évaluée pour ces deux bactéries. Les difiggs observées sur la vitesse d'action de
I'Ag s'expliquent par les difféerences de la strietde la paroi bactérienne de ces deux
souches. En efféd. aureusest une bactérie Gram+ dont la paroi bactérielomepcend une
couche de peptidoglycane plus épaisse par rapfiorcali. La pénétration des ions Agerait
donc ralentie pour les bactéries Gram+. Afin deficmer la vitesse d'action différente entre
les Gram+ et les Gram-, une étude complémentaird'autres souches bactériennes devrait
étre réalisée. Cependant une étude réalisée pgreduaf*® a déja démontré cette différence
d'action de I'Ag sur ces deux bactéries.

L'efficacité antibactérienne si8. aureusavec le PET-CTR1-I démontre que l'iode
chargé sur le textile possede une activité baatéric Compte tenu de la forme active
antibactérienne | et de la charge cationique du support, cela iraidonc que la forme'|
serait la forme principalement chargé sur les letill serait possible alors d'améliorer le
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chargement de ce complexe en déplacant I'équii®rda réaction décrite én avec un exces

de I'espece k une température inférieure a 25°C.

Intérét et propriétés du systeme PEM

La construction du systeme PEM suit une évolutielativement linéaire comme le
démontrait A. Martin. L'évolution faible de la cangtion du gain de masse lors du dépét des
premieres paires de couches (jusqu'a 3,5 pairesulshes) s'expliquerait par une différence
de densité de charge nécessaire a la constructiosysteme PEM par rapport au support
PET-CTR/CD utilisé par A. Martin. La construction dysteme PEM sur le PET-Gpn et le
PET-CTR nécessiterait donc, dans un premier teaipscumuler suffisamment de charges
avant de se construire de fagon linéaire.

Au regard des résultats obtenus dans I'évaluatda dégradation sur la Figure 64, on
constate que la dégradation du systeme PEM estergpn 3 jours) pour les systémes non
recuits. L'intérét du recuit est démontré danstddibsation du systeme PEM car apres 35
jours une dégradation du systéme PEM de seulenérgsh observée. Cependant, au regard
des résultats obtenus pour la libération de la &rargée sur le systéme PEM (Figure 70 et
Figure 71), les systemes PEM non recuits compten&net 10,5 paires de couches libérent
la Chx jusqu'a plus de 50 jours. Ces résultats sontradictoires avec ceux obtenus pour la
dégradation du systeme PEM qui rapportaient uneadégon du systeme PEM en 3 jours.
Cette différence peut s'expliquer par une augmientale la stabilité du systeme PEM grace a
la Chx.

La présence des sels observés sous forme de grigg@adUMEB peut s'expliquer par

l'utilisation d'eau distillée dans la préparati@s dolutions d'imprégnation.

Chargement et interaction de la chlorhexidine avele systeme PEM

L'étude de la solubilisation de la Chx par plusieGD et leurs polyméres associés
décrite dans la Figure 59 rapporte une solubibsatiroportionnelle a la concentration en CD
ou en polyCD. La solubilisation de la Chx avec@&3 utilisées suit une évolution linéaire. La
solubilisation de la Chx par le polyCD fait intemite également des interactions ioniques
entre les fonctions carboxyliques du polyCD et Bemctions amines de la Chx.
L'augmentation de la solubilisation observée awe@dlyCD par rapport a la CD seule
s'expligue par ce phénomene. La participation destions carboxyliques résiduelles du CTR
contribue a la solubilisation de la Chx. Cependamble de la CD dans la solubilisation de la

Chx est démontré grace aux résultats obtenus avddD et la polyMD. En effet, la
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solubilisation de la Chx seule n'a pu étre évahagd'impossibilité de filtration des solutions

contenant la MD seule. De plus, le polyMD n'a perde réaliser une filtration que pour les
concentrations inférieures a 20 mg/mL en polyMD.NIB ne posséde pas la capacité de
former des complexes d'inclusion de par sa confoomdinéaire associant 2 a 20 molécules
de glucose liées par des liaisarls4 contrairement aux CD qui présentent une stractu

cyclique formant une cavité hydrophobe.

La méthode de chargement de la Chx apres la cotistiudu systeme PEM est plus
appropriée que l'utilisation d'un polyCTR-MeD pré-complexé avec la Chx. En effet, les
guantités en Chx sont plus élevées sur les systBEbsimprégnés dans la solution de Chx
que ceux obtenus avec le polyCTR{NID pré-complexé. Les résultats ont permis de
confirmer ceux obtenus par A. Martin.

La quantité de Chx chargée sur des systéemes PEMrant un nombre de paires de
couches croissant rapportent des quantités craessde Chx chargée sur les systemes PEM
non recuits. En revanche, le recuit influence lgrgament car pour les échantillons recuits, la
guantité de Chx chargée n'évolue plus en fonctiomambre de paires de couches (Figure
68) et est identique quel que soit le nombre deepale couches. L'augmentation de la densité
du systeme PEM par le recuit limiterait donc ldudifon de la Chx au sein du systeme PEM.
De plus, les fonctions carboxyliques résiduellegoaiges par le CTR du polyCTR-BED
sont probablement partiellement consommées lorgcluit et ne peuvent donc plus participer
au chargement de la Chx. La Chx serait donc chapyéeipalement sur les couches
superficielles de polyCTR-MCD. Cependant, malgré la quantité plus faible er €targée
sur les systemes PEM recuits, la libération deHa €st prolongée par rapport aux systemes
non recuits (Figure 70) et montre une activité adiérienne significative. Il n'est pas
nécessaire et justifie de vouloir charger plus dbx GGompte tenu de [lefficacité
antibactérienne du systeme chargé par la Chx stddération prolongée. La question se
poserait, cependant, vis-a-vis du chargement duire rincipe actif dont l'activité serait
dose-dépendante.

Biodisponibilité des agents antibactériens

Quel que soit le nombre de paires de couchestetitement recuit ou non, I'efficacité
antibactérienne des supports textiles chargésap@hk est toujours présente apres 40 jours.
Au regard d'une des problématiques posées au dégparécessité d'obtenir un pansement
ayant une activité antibactérienne jusqu'a 3 jast largement obtenue. Cependant, une

activité prolongée au-dela de 3 jours dépassedesssités et I'utilisation d'un tel dispositif.
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En effet, un tel pansement ne serait pas appligudaspeau pour une durée d'utilisation

dépassant plus de 3 jours.

La construction d'un systeme PEM sur les textilemges par 'Ag ne modifie pas de
facon significative son action bactéricide. Celdigue donc que le systétme PEM ne modifie
pas l'action de I'Ag malgré la présence de nombrgeabarges au sein du systeme PEM et la
perte d'Ag lors de la construction du systeme PBM.peut noter que les quantités en Ag
chargées sur le PET-CTR10 sont 2,7 fois moins ékwvgue d'autres pansements déja
commercialisés tel que UrgoTul Ag® qui contient®Bg/cm? d'Ad* tout en conservant

une activité antibactérienne comparable.

Cytocompatibilité du systeme PEM

Les taux de vitalité obtenus sur les systemes P&M iaférieurs a 60%. Ceci indique
donc que les cellules proliférent plus faiblemantlges textiles par rapport au controle et au
PET vierge. Cependant, il faut souligner que lecdatlispositif est d'étre appliqué sur la peau
afin de créer une barriere synthétigue. On peutc dmnsidérer que les taux de vitalité
relativement faibles constituent un avantage pourtel dispositif puisque l'objectif du
pansement est d'éviter, au contraire, la colomisalu pansement par les cellules. Ainsi, lors
du retrait du pansement, les tissus néoformés momtspas arrachés avec le dispositif. Ceci
devrait étre vérifié par des tests in vivo pourlésala réponse inflammatoire et l'intégrité du

tissu nouvellement formé apres le retrait du textil

Argent et systeme PEM

Apres la construction du systeme PEM, une pertg d#portante a été démontrée.
Cette perte peut s'expliquer par un phénomene mipeiition d'une part avec le CHT chargé
positivement qui interagit avec les fonctions castates sur lesquels I'Ag interagissait et
d'autre part avec le polyM€D qui contient des fonctions carboxyliques quiveesu interagir
avec I'Ag chargé sur le textile. Ce phénomene é@tpiobservé par la coloration des solutions
d'imprégnation indiquant que I'Ag chargé sur lediles se retrouve en partie dans la phase
liquide lors des étapes d'imprégnation. Pour cait®n, I'Ag, sur les systemes PEM, est donc
présent sur I'ensemble des couches constituanyskénse PEM. Ceci pourrait expliquer
pourquoi I'Ag sur les systémes PEM est libéré alex taux de 4,5% sur la quantité totale
d'Ag sur les textiles par rapport au 1,8% d'Agrébpar le PET-CTR10-Ag. Au regard des

résultats obtenus sur la dégradation du systeme, HEedt donc possible que I'Ag quantifié
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dans le milieu de libération soit di a la dégraatiu systeme PEM et donc d'une partie de
I'Ag présent au sein du systeme. Afin de vérifiertdrét du systeme PEM a limiter la
libération d'Ag, il serait donc nécessaire de Haffhir de la présence d'Ag au sein du
systeme PEM. Des résultats préliminaires réaligé$éyaluation de la cytocompatibilité ont
révélés une toxicité du systeme PEM plus élevee e textiles chargés par I'Ag. Cela

pourrait s'expliquer également par la présence dlAgein du systéme PEM.
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Ameélioration du dispositif

Afin de s'affranchir de la présence d'Ag au seinsgisteme PEM, la construction
devrait étre réalisée avec des solutions d'impitégneenouvelées. Une évaluation biologique
et microbiologique devra ensuite étre réalisée dénconfirmer les résultats obtenus et la
capacité du systeme PEM a limiter la libératio'Alg hors du systeme.

Le chargement du systeme PEM par un antalgiqgueadepermettre d'obtenir un
systeme présentant a la fois une activité antibectée, par la présence d'Ag sur le textile
fonctionnalisé, et, un effet antalgique par le geament d'un principe actif, tel que la

ropivacaine au sein du systéme PEM, qui seraitdibé niveau local.

Evaluation in vivo

L'efficacité antibactérienne des textiles devra @&confirmée par un test vitro sur
un panel de souches plus larges puis par une éiwaluaiologiquein vivo. Afin d'évaluer
l'influence du dispositif sur la flore cutanée coemsale, il est possible d'utiliser la méthode
décrite par Carfy® et en accord avec |&ood and Drug Administration(FDA) et la
Conférence Internationale sur I'Harmonisation degesces techniques pour I'enregistrement
des médicaments a usage humain (ICH). Le prin@pese sur I'évaluation de la réduction

bactérienne avant et aprés application du pansesueudifférentes zones.

Figure 82. Diagramme illustrant les démarcations dios en quatre zones
subdivisées en quatre sous-sections A, B, C etddénsité bactérienne de basst réalisée
au centre de chaque zone et dénomrBée Catryet al.*®

L'évaluation antibactérienne devra également &adisée sur d'autres souches telles

gue le SARM, |eP. aeruginosaet sur des souches de cas cliniques. Cette étdeapétre
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réalisée sur un modele murin infecté, déja utiieé I'équipe pour I'étuden vivo d'une
prothése vasculaire, qui devra étre adapté paorappne application locale cutanée.

Une étude histomorphométrique sera réalisée paaluévla réponse inflammatoire.
Pour cela, les acteurs cellulaires impliqués daméponse inflammatoire seront recherchés au
niveau de coupes histologiques apres la réalisatiam marquage spécifique. Le niveau de
réponse inflammatoire permettra ainsi d'évaluerpact du dispositif sur les tissus cutanés.

L'étude sur l'efficacité antibactérienne du disgiiosera réalisée par I'évaluation de la
guantité de bactéries viables sur les textiles téms adhérentes) d'une part et sur des
explants tissulaires effectués au niveau de la ftalonisation de la plaie). Dans un premier
temps, cette évaluation sera réalisée sur les méouehes bactériennes afin de confirmer les
résultats obtenus in vitro; et, dans un second $esyr des souches cliniques (prélevements

réalisés sur des cas cliniques avec l'accord denpat

Un modele devra étre adapté afin d'évaluer I'effealgique apporté par l'utilisation
d'un antalgique. Par exemple, I'étude comporterfeqteut étre réalisée afin d'évaluer la
douleur chez I'animal (appétit, déplacements?® 3%’ |'évaluation est basée principalement
sur la comparaison du comportement normal de l'anawec son comportement au moment
de I'expérimentation. Les conditions environnemestgtempérature, stress, luminosité,
bruits,...) doivent bien sOr étre parfaitement cdewgé afin de pouvoir réaliser une telle
étude®®,

Autres perspectives

Selon une étude réalisée par Wafgla p-CD est capable de former un complexe
d'inclusion avec l'iode £). Le chargement d'iode avec le polyCD serait damdsageable sur
le systtme PEM. On peut supposer que les quardeééBespece,) ayant une activité
antibactérienne, seraient chargées plus efficacequeavec la solution de Lugol qui contient
également des especes non actives de l'iode. lrgerhant d'iode directement sous sa forme
active contre les bactéries permettrait peut-étabsgrver une activité antibactérienne

supérieure de l'iode.

Enduction d'un gel

Dans l'objectif de limiter la libération de I'Ag tsodu dispositif, une seconde voie
pourrait également étre étudiée et repose suruatimh d'un gel directement sur les textiles

chargés par I'Ag pour limiter la libération d'Aguge part et d'autre part afin d'apporter, au
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dispositif, une capacité d'absorption des exsudatslaies. Grace a la présence de fonctions
carboxyliques dans la formule chimique du &P, I'Ag devrait étre retenu dans le gel en
interagissant avec le p@gD. Cette seconde voie a été envisagée face adilditiransfert
technologique de la méthode de construction desystPEM. De plus, I'enduction d'un gel
présente l'avantage de pouvoir étre utilisé sumpdirte quel textile et pourrait étre
intéressante pour une application sur plaie exsuedat

Dans notre cas, I'enduction du gel permettraitrdédr les pertes d'Ag causées par la
construction d'un systeme PEM au-dessus. D'apregpmeniers résultats obtenus, un gel a
base de carboxyméthylcellulose (CMC) a été élalideégel est non adhérent, cohésif et est
capable de gonfler dans un milieu aqueux.

Afin d'apporter au gel une fonction supplémentdieepoly3CD a été inclus dans la
formulation du gel de CMC, pour permettre le charget d'un principe actif au sein du gel.
Les premiéres évaluations ont porté sur les cagsmatabsorption du gel humide afin de
déterminer, si, le gel une fois enduit sur lesikext devrait étre conservé tel quel ou bien
séché. Pour cela, la CMC constituant le gel a éigrpssivement remplacée par le Baip,
comme le montre les premiers résultats daksgare 83,

On constate que la diminution du ratio CMC/polyCP modifie pas la capacité
d'absorption entre 0 et 1,5%de pol3CD. Au-dela d'une concentration de 1,5%e
polyBCD, la capacité d'absorption diminue.

D'apres ces résultats, la formulation du gel comgme le polgCD et la CMC
pourrait étre formulée avec un ratio CMC/polyCD 1&%,/1,5%;, tout en conservant les

propriétés d'absorption maximale du gel de CMC.
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3/0 2/1 1,5/1,5 1/2 0/3
Ratio CMC/poly BCD, %,,,/%

Figure 83. Capacité d'absorption du gel humide (IiL) en fonction du ratio
concentration en CMC (%) / concentration en polgCD dans le PBS a 37°C pendant 24
heures.

L'incorporation de pogCD avec un ratio CMC/popCD de 1,5/1,5% permet de
conserver la capacité d'absorption au maximum tent apportant une propriété
supplémentaire au gel, a savoir la complexatior ades principes actifs.

La cytocompatibilité des textiles chargés par l&&g@nduit par le gel de CMC/polyCD
devra étre évaluée. Le chargement d'un principié tattque la ropivacaine au sein du gel

devra également étre étudié.
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Dans ce travail de these, la conception et I'étalal’'un dispositif médical pour le
traitement des plaies chroniques ont été réalidgésssdifférentes propriétés que doit présenter
un tel dispositif que sont lactivité antibactérien son efficacité prolongée, sa
cytocompatibilité et sa capacité d'absorber lesd@ais de plaie ont été abordées. Pour cela, la
construction d'un systeme PEM ou l'enduction d'eh a été évaluée afin de limiter la
libération de I'Ag pour réduire la toxicité du disjtif.

Dans un premier temps, nous avons obtenu un tefdiietionnalisé par le CHT
réticulé par le CTR. En fonction des concentratiengonctions amines apportés par le CHT
et en fonctions carboxyliques apportés par le QaRharge du textile peut étre modulée et
dépend du ratio CTR (-COOH)/CHT (-NH Ainsi, a une concentration fixe en CHT, le
systeme est chargé positivement avec un Rm (-CQ®HY)- inférieur a 1,7 et chargé
négativement avec un Rm (-COOH)/(-)Hsupérieur a 1,7. En fonction de la charge du
textile, de l'iode @) a été chargé préférentiellement sur le systeraggéhpositivement et de
l'argent (Ag) a été chargé préférentiellement sur le systérasgémégativement.

Par rapport aux textiles chargés d'iode qui ontatéré une activité antibactérienne
seulement surS. aureus les textiles chargés avec I'Ag ont démontré uffecaeité
antibactérienne significative sur les deux espévatuéessS. aureusetE. coli. La différence
de vitesse d'action de I'Ag contre ces deux souech&té observée avec une efficacité
maximale apres 30 minutes pdrcoli et apres 24 heures pdbiraureus

La fonction de barriere pour la libération de I'Agté étudiée par la construction du
systeme PEM ou par I'enduction d'un gel.

Concernant le systeme PEM, nous avons démontiér&indu recuit sur la stabilité du
systeme aprés construction. Le chargement et éaalilon d'un principe actif au sein de ce
systeme PEM a permis de démontrer l'influence dalme de paires de couches par rapport a
la quantité de principe actif chargé, a la doséréb en fonction du temps et par rapport a la
libération prolongée de ce principe actif. La camgion du systeme PEM sur les textiles
chargés par I'Ag provoque une perte d'Ag aprestaai®n. Cependant les quantités
présentes sur le textile permettent d'obtenir whigigé antibactérienne significative.

Concernant I'enduction d'un gel, les propriétébstgotion étant plus importante que
le systeme PEM, cela permettrait d'apporter auodifp une capacité d'absorption des
exsudats plus élevée sans réduire l'efficacitéAdedhargé sur les textiles fonctionnalisés. De
plus I'enduction d'un gel présente l'avantage deqio étre déposé sur n'importe quel textile;
ce qui ouvre des perspectives non négligeabled'enduction d'un gel actif (présence du

polyCD) a la surface des pansements.
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L'intérét majeur du systéeme PEM et/ou de I'endactiun gel contenant le polyCD
sur ce dispositif est la possibilité d'apportefé@dntes activités thérapeutiques comme un
effet synergique avec le chargement d'un secondt ageibactérien compatible ou un effet

antalgique pour lutter contre la douleur.
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Calcul du rapport molaire

Le rapport molaire (Rm) est calculé en fonction ldequantité des groupements
réactifs des agents réticulants par rapport a &nti¢ de fonctions amines présente dans la
solution d'imprégnation. Quel que soit I'agentcdant, la solution de CHT a 2,5%
représente une masse de CHT de 0,025 g pour 1 ndprdd un résultat obtenu
préecédemment par IRTF sur le CHT (low molecularghei DD 85%), la quantité d'amines
présentes dans 1 g de CHT a été évaluée a 5,083esignale CHT. Ainsi la quantité de
fonctions amines (-N}) présentes dans la solution de réaction par riliest de:

Quantité de -NHz, mmoles = 0,025 x 5,083=0,127075 mmol/mL

De méme, la quantité de fonctions carboxyliquestiées du CTR est calculée sur la
possibilité de réaction de 2/3 des groupementsogghigues (-COOH) par mole de CTR soit
une masse molaire de 90 g/mol.

En fonction de la concentration en CTR, la quard@&onctions carboxyliques réactives est
calculée de la fagon suivante:

tité de -COOH | masse de CTRdans 1 mL, g
- mm =
Quantitede » MMOies 9 x 10%, g/mmoles

Pour la Gpn, la quantité est calculée directenmmréc sa masse molaire et la
concentration utilisée:

Quantité de Gpn, mmoles masse de Gpn dans 1 mL, g
N Ph: 2,26 x 10°, g/mmoles

Le Rm est ensuite calculé selon la formule suiant
_ Quantité de Gpn ou de -COOH, mmoles

Rm —
Quantité de -NH,, mmoles
A B

QlO 0,2
T 9
Zs
5 7
3 T
Q 6 £
v 5 501
© N
5 4 £
Es 4
g 2
c 1
o

0 T T T T ) 0 T T T T T )
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Figure 84. Rapport molaire (Rm) en fonction de laomcentration en agent
réticulant dans la solution d'imprégnation: CTRA) ou Gpn B). La concentration en CHT
est fixée a 2,5%v.
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Analyse infrarouge du polypropyléne fonctionnalisé

L'analyse infrarouge du polypropylene (PP) fonatimisé par le méme procédé
confirme I'enrobage du PP par le CHT avec le CTlRoaet 10%m par la présence de bandes
de vibration additionnelles sur le PP fonctionr@afiar rapport au PP vierge. Tout d'abord, les
liaisons C-N du CHT sont visibles sur les spectles deux textiles fonctionnalisés. Ensuite
une large bande autour de 3100 coaractérisant les (CO)O-H des fonctions carboxgi
du CTR prédomine la bande de vibration des N-Hfdastions amine du CHT. Avec des
concentrations croissantes en CTR, on constatedt@abord I'apparition de liaison amide puis
de liaison ester. En effet, par rapport au speditr®P-CTR1%, une double bande a 1550 et
1650 cm-1 correspondant respectivement aux liaibbhset C=0 caractérise la présence de
liaison amine des unités glucosamines du CHT dadéticulation du CHT avec les unités
glucosamines par le CTR. De plus, le spectre d€PPR10% montre une bande additionnelle
a 1720-1775 cih (C=O stretch) caractérisant les liaisons esterseefes fonctions
carboxyliques du CTR et les groupements hydroxjyie€HT.

D

88

71.0

T T T T T T T T T T T 1

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 300 6500
cm-l

— PPv
— PP-CTR1%
= PP-CTR10%

Figure 85. Spectre infrarouge du PP vierge et foimtnalisé par le CHT (2,5%n)
réticulé par le CTR (1 et 10%\) a 140°C pendant 15 minutes de réaction.
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Dosage de l'argent

Le dosage de l'argent élaboré au laboratoire reposée principe de résonance de
plasmons de surface (SPHBidure 86). La quantification de I'Ag par cette méthode o
sur la lecture de I'absorbance a 400 nm renduabp@smr la déviation de I'angle du rayon

lumineux proportionnelle a la quantité d'’Ag dansdéution.

- K~
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Reflection
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Figure 86. Principe de la résonance de plasmonssdeface.
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Figure 87. Absorbance (& 400 nm) de solutions den@entrations croissantes en
sulfate d'argent apres une nuit sous agitation parmethode de dosage de I'argent mise au
point entre O et 34,25 pg/mL (A) et entre 0 et IOy/mL apres 24 heures®t lecture, 48
heures:Z™¢lecture et aprés filtration (B).

La comparaison de la quantification réalisé patyseaclémentaire (ISA-UMR 5280
CNRS-Villeurbanne) et par spectrophotométrie raggone quantité d'Ag sur le PET-CTR10

comparable, comme le montreAeyure 88.
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Figure 88. Quantité d'argent sur le PET-CTR10/CHTap le dosage de I'argent mis
au point et par analyse élémentaire.
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Antibacterial Activity of Nonwoven Polyethylene Teephtalate Textile Finished

with Silver lon via Cyclodextrin Polymer Coating

AUBERT-VIARD F.!, MARTIN A%, CHAI F!, TABARY N.?, NEUT C? MATON M.', MARTEL

B.? and BLANCHEMAIN N
' INSERM U1008, Controlled Drug Delivery Systems &idmaterials, Université Lille 2, Lille,
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2Unité Matériaux et Transformation (UMET), Ingéneedes Systémes Polyméres, Université de Lille

1, Villeneuve D’'Ascq, France
¥ INSERM U995, Laboratoire de Bactériologie, Univerd.ille 2, Lille, France

Abstract:

The antibacterial activity of polyethylene terephate textile functionalized byp-
cyclodextrin/citric acid polymer with further silvectivation (PET-CTR/CD-Ag) has been
investigated, regarding to two tested bacteriaiss: The Minimal Inhibition Concentration
(MIC) of the silver sulfate was defined for congatibns starting from 39.06 mg‘LThe
results from disk diffusion test showed an effitierhibitory effect on the bacterial growth.
The time-kill test performed with PET-CTR/CD-Ag ealed its efficiency to induce the
bacterial death (up to 4 log CFU/mL reduction corepgawith that for PET-CTR/CD) within
24 hours. Therefore, this study revealed that pdR(CD finishing could promote the
loading of silver ions onto PET textile and itstsirsed release, which could be a promising
method for the development of anti-infective woulnessing.

Key Words: Silver, Cyclodextrin, Dressing, Antibacterial

INTRODUCTION Crede firstly recognized the silver as an
antibacterial agent by applying a solution
A wound is a rupture of the cutaneous of silver nitrate at 1% (Grier 1983) to
barrier, which can facilitate the penetration  prevent the ocular infections of new-borns.
of infectious agents into the organism. This is why pure silver or silver salts are
Thus, the infection of a wound, when used as antimicrobial agent in preventive
remaining it untreated, can have morbid and curative health care since centuries. To
(an amputation) or mortal consequences exert the bactericidal effect, the positively
(death after septicemia). In particular, the charged silver ions can form electrostatic
infection of the diabetic wounds is bonds at negatively charged sites
frequent, delays healing and may evolve to  (lipopolysaccharide) on bacterial cell walls
bone  destruction.  The silver-finished and facilitate their penetration into
textiles are elaborated to decrease such a bacteria. The ionic silver can also
risk of cutaneous infection, notably due to  degenerate DNA, RNA and the cytosolic
S. aureus also for the patients suffering proteins, and lead to mitochondrial
from atopic dermatitis (Fontenoy, Sellal  dysfunction causing cell death (Li et al.,
2010). 2010).
In this fight against infections, silver has  Currently, many researches are conducted
proven its efficiency. Indeed, it has broad- on silver, in particular with the
spectrum antibacterial properties. In 1884, development of nano-biotechnologies,
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which promotes important progress for the
health and becomes a special domain for
development of antibacterial biomaterials.
For this reason, silver wound dressings are
currently the most widespread silver-
finished medical devices on the health
market.

The effectiveness of applying silver on
textile devices was already proved in
several studies, some of which are
commercialized, such as Urgdtalg
(Urgo, France), Intergard sie{Maquet,
Sweden) Silver Grdft (B. Braun,
Germany),etc While in the application,
they showed limited antibacterial effect
because of insufficient release of silver
(Agarwal et al., 2010). Therefore, one of
the priorities is to develop the
functionalized textiles for local delivery of
bioactive molecules in order to limit the
viral and bacterial infection and improve
the life-comfort for the patients. Thus, to
avoid the complications existed with the
current silver-finished medical devices
such as low level of silver release due to
silver immobilization and low
bioavailability due to rapid consumption of
silver by proteinsetc. More effective treat
plans or designs for silver-finished devices
are highly demanded.

An alternative solution to the problem is to
functionalize the textiles by a cyclodextrin
(CD) polymer. Several previous studies
reported the interest of the
functionalization of textiles by CD
polymers  (Martel et al, 2002
Blanchemain et al., 2008; Blanchemain et
al., 2011; Laurent et al, 2011;
Blanchemain et al., 2012). This concept
essentially works through the capacity of
the CD to form inclusion complexes with
different guest molecule®.g. bioactive
molecules. Their results have shown that
the complexation between bioactive agent
(like ciprofloxacin) and CD polymer leads
to a significant extension of release of
ciprofloxacin (Blanchemain et al., 2011).
In addition, the good in vivo
biocompatibility of these systems was also
demonstrated (Blanchemain et al., 2008;

Jean-Baptiste et al., 2012). Nevertheless,
those studies also displayed that the use of
citric acid as grafting/crosslinking agent
provided ion exchange properties to the
textiles, due to the presence of COOH
groups in the poly-CTR/CD structure. In
particular, Ducoroy (Ducoroy et al., 2008)
showed that such property of textiles could
also be applied for water decontamination
and recycling, by virtue of their efficient
sorption of lead cations.

The aim of this study was to apply the CD-
citric acid crosslinked system to a
polyethylene terephtalate (PET)-based
wound dressing textile in order to promote
silver sorption and its prolonged local
release for a better control of infection.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of the CD/ silver
functionalized textile samples

After washing of the non-woven PET
(provided by PGI Nordlys, Bailleul,
France) by isopropanol and distilled water
in soxhlet, the sample were treated by a
pad-dry-cure textile finishing process using
the following reactant$$-CD (Kleptos&-
CD, Roquette), sodium dihydrogen
hypophosphite as catalyst (N#&D;,
Aldrich Chemicals) and citric acid as
crosslinking agent (CTR,  Aldrich
Chemicals). This finishing treatment
resulted in the coating of the PET fibres by
a cross-linked polymer named poly-
CTR/CD made of cyclodextrin moieties
cross-linked by citric groups through the
esterification reaction. The grafting rate of
the modified PET-CTR/CD was 19.62 *
1.7 wt-% according to the weight increase
of the textile due to poly-CTR/CD fixation
upon finishing treatment under the
standard conditions.

Antibacterial activation with silver, was
performed by soaking PET-CTR/CD
finished samples (1.1 cm in diameter) in
the solution of silver sulfate (A§0O,) (10
g.L™") overnight at 37°C and 80 rpm. Then
the samples were rinsed in distilled water
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to eliminate the excess of uncomplexed
silver ions onto PET-CTR/CD-Ag.

Microbial tests

Two bacterial strains used in this study
were S. aures CIP224 ancE. coli K12.
Each bacterial strain was prepared with a
final concentration of 1xf0CFU.mL* for
different tests.

To determine the Minimal Inhibition
Concentration (MIC) the bacterial
suspension was diluted to 1¥10FU.mL*

in RC. 100 pL of this suspension were
added to 100 pL of serial dilution from
silver solution (10 g.') by MH into
microplate. The bacteria were incubated
for 24 hours at 37°C. The turbidity was
observed to determine the MIC.

For the disk diffusion test, the bacterial
suspension was diluted to 1X10FU.mL*

in a diluent. Firstly, virgin PET and PET-
CTR/CD with or without silver were
soaked in PBS for 3, 6, 24 and 48 hours.
Then the disks were withdrawn and
deposited onto Mueller-Hinton Agar
(MHA) plates, which were pre-inoculated
by 100 pL of the bacterial suspension, and
incubated for 24 hours at 37°C. The
diameter of inhibition zone for different
groups of samples was then measured.

For the time-kill test, the bacteria were
diluted to 1x10 CFU.mL* in cysteinated
Ringer’'s solution (RC). 200 pL of this
suspension were deposited onto the
samples and incubated at 37°C for 30
minutes, 2, 4, 6 and 24 hours, respectively.
Then the bacteria on the samples were
collected in 2 mL of phosphate buffered
saline (PBS) and enumerated by serial
dilution and plating to MHA. The viable
colonies count was obtained after 24 hours
of incubation at 37°C, to determine the
concentration of the initial bacterial
suspension and the treated samples.

RESULTS AND DISCUSSION

The MIC of the silver sulfate fd8. aureus
and E. coli was determined for
concentrations of 39.06 mg'L(Table 1).
These results attested to the antibacterial
activity of the silver sulfate regarding to
two tested bacterial strains.

Table 9: Minimal Inhibition Concentration
(MIC) of the silver sulfate fof. aureus
andE. colifor 24 and 48 hours.

S.aureus | E.coli

Time (hours) MIC(mg.L-1)
24 39.06 39.06
48 39.06 39.06

The results of the disk diffusion test by
measuring the diameter of inhibition zone
(Figure 1) revealed that, for virgin PET,
PET-Ag and PET-CTR/CD groups, the
diameter of inhibition zone was less than
or equal to 1.1 cm (the exact diameter of
disk samples). While for PET-CTR/CD-Ag
group, the inhibition zone was larger than
1.5 cm. Therefore, the influence of the CD
polymer finish on the extension of silver
delivery was highlighted,i.e. only the
poly-CTR/CD functionalized PET showed
an inhibitory activity against both bacterial
strains for over 24 hours. These results
imply that the silver complexed by poly-
CTR/CD on the textile could be liberated
at a sufficient concentration, which is
effective to inhibit bacterial proliferation.
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The timekill test aimed to observe tt
killing-capacity of the sample in dire
contact with bacteria. The results shov
the efficiency of PET- and PE-
CTR/CDAg to reduce the bacteri
population during 24 hours for 4 L¢
CFU/mL (Figure 2), whereas for virg
PET and PETCTR/CD, the bacteric
population remained the same as initis
The results of significant immedia
reduction ofE. coliobserved with PE-Ag
(untreated by polY2TR/CD) may be
explained by the presence of residual si
physically adsorbed onto the PET. It
probable that this residual silver induce
latent state in bacteriaThe reductior
observed with PET-Ag o1%. aureu may
be explained by an accumulated sil
release in the RC with time (24 hou
leading to the cell death. These res
compared to the MIC meant that F-
CTR/CD-Ag finished samples (1.1 cm
diameter) could release at least 7.812
To confirm theseesults, the quantificatio
of silver release level will be necessary
determine the delivery kinetics and
total quantity of silver loadin
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CONCLUSION

To conclude, PET finished with CTR a
CD with further silver activation showe
an efficient inhibitory effec
on thebacterial growth regarding to tv
tested bacterial strains (Gr-positive and
Gramnegative, respectively) in the di
diffusion test. The timukill test performed
with  PET-CTR/CDAg revealed it
efficiency to induce the bacterial death
over 24 hours. Therefore, the resi
showed that PETTR/CD finishing
promoted the silverons loading onto th
PET textile, and its sustained release
consequence, this promisiiin vitro study
should be confirmed kin vivotests.
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